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INTRODUCTION 
 

1. ONTOGENESE ET DIFFERENCIATION DES LB 

 

Le processus de développement des LB peut être divisé en trois grandes étapes : la 

génération de LB matures, l’activation de ces LB lors de la rencontre avec l’antigène 

(Ag) et la différenciation des LB activés en plasmocytes (PC) ou LB mémoires 

(LBmem). Ces grandes étapes vont se succéder de l’étape de génération du progéniteur 

des LB (pro-LB) dans la moelle osseuse (MO) au stade PC sécréteurs d’anticorps (Ac) 

dans les organes lymphoïdes secondaires (OLS), tels que les ganglions lymphatiques, la 

rate, l’amygdale…. (Figure 1). 

 

1.1.  Développement des LB dans la MO 

La première étape de la lymphopoïèse LB est la génération de pro-B à partir de cellules 

souches hématopoïétiques qui se déroule dans la MO. Du stade pro-B, puis précurseur 

des LB (pré-B) au stade de LB immatures, vont se succéder différentes recombinaisons 

des segments d’ADN codant pour les chaînes lourdes et légères de l’immunoglobuline  

du récepteur des cellules B(BCR) (Van Zelm et al., 2007; Melchers, 2007). Au stade 

pré-B, la chaîne lourde est temporairement exprimée à la surface de la cellule et 

constitue un pré-BCR avec une chaîne légère de substitution. Le complexe pré-BCR est 

ensuite internalisé puis réarrangé dans le but de générer un BCR fonctionnel. De ce fait, 

l’expression des gènes codant pour les protéines de signalisation du BCR, de l’Igα et et 

l’Igβ et du CD19 vont être induits. Au stade immature, les LB expriment à leur surface 

un BCR de type IgM. Les LB immatures auto-réactifs vont soit subir un réarrangement 

de la chaîne légère du BCR visant à supprimer la reconnaissance des auto-Ag, soit entrer 

en anergie, soit entrer en apoptose (Ichii et al., 2014).  Malgré ces mécanismes de la 

tolérance centrale, plus de 50 % des LB immatures auto-réactifs peuvent sortir de la MO 

(Wardemann et al., 2003). Néanmoins, ils pourront être éliminés lors d’une seconde 

étape de tolérance en périphérie où les ces cellules deviennent anergiques (Gauld et al., 
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2005). Ensuite, les LB immatures sortent de la MO et passent par une étape transitoire 

de LB Tr qui expriment des IgM et IgD à leur surface. 

 

1.2. Maturation et Différenciation dans les OLS 

 

Les LB Tr vont migrer de la MO vers les OLS, et notamment la rate, via la circulation 

sanguine et la circulation lymphatique. A ce stade, les LB peuvent bifurquer vers une 

différenciation en LB dans la zone marginale (MZB) ou en LB folliculaire (LB FO). 

Plusieurs études  chez la souris ont décrit un rôle essentiel de la réactivité du BCR dans 

l’orientation vers la différenciation en MZB ou en LB FO (Cariappa et al., 2001 ; 

Cariappa et al., 2007). En effet, dans un modèle de souris transgénique où les B 

expriment un BCR spécifique du lysosyme d’œuf de poule, il a été observé qu’en 

absence de cet antigène, les MZB et les LB FO ne sont pas capables de développer 

(Cariappa et al., 2007). Par ailleurs, un fort signal du BCR promeut une différenciation 

vers la voie folliculaire via. A contrario, un faible signal du BCR permet une 

différenciation vers la voie marginale (Cariappa et al., 2001). Chez l’Homme, ces voies 

sont moins décrites. 

 

1.2.1. Différenciation des LB de la ZM 

 

Les MZB sont les premiers LB à rencontrer les Ag provenant du sang. Ils représentent 

la première ligne de défense de la rate contre les pathogènes et font partie des LB 

« innés », dû à la faible diversité de la région variable de leur BCR (Grasseau et al., 

2019). Les MZB peuvent se différencier en plasmablastes (PB) puis en PC.  

Contrairement à leurs homologues murins, les MZB humains comprennent deux 

populations séparées par leur localisation : ceux qui résident dans la MZ et ceux qui 

circulent dans le sang périphérique appelés « MZB-like » ou encore LB mémoires non 

commutés IgM+ IgD+/faible CD27+ (USM). Certaines études suggèrent l’existence d’une 

population précurseur des MZB humains dans la rate qui se distingue par l’expression 
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d’un variant O-glycosylé de la protéine CD45RB (Bemark et al., 2013 ; Descatoire et 

al., 2014).  Récemment, dans une étude s’intéressant au devenir des LB à différents 

stades de différenciation en fonction des signalisations induites, nous avons mis en 

évidence une sous-population de LB matures naïfs CD19+ CD27-  CD38int IgD+ IgMfort 

CD45RB+ dans le sang périphérique, appelée NARB+. Ces cellules présentent des 

attributs communs aux MZB tout en conservant une certaine plasticité en réponse à 

différentes cytokines (interféron-alpha et interleukine-21). Notre étude suggère une 

passerelle entre les voies de différenciation folliculaire et marginale. La découverte des 

NARB+ fait l’objet d’une publication présentée en Annexe 1 « Dual in-vitro response to 

activation reveals human mature B-cell precursors with multiple differentiation 

potentials » (Boudigou et al., 2021).  

 

1.2.2. Initiation de la réponse immunitaire 

Les B matures naïfs (NA) peuvent circuler entre le sang et les OLS jusqu’à rencontrer 

Ag. A leur rencontre avec l’Ag, ils vont migrer en bordure des follicules et de la zone T 

où ils vont être en contact avec des lymphocytes T folliculaires auxiliaires (LTfh). A 

cette étape, les LB présentent l’Ag préalablement internalisé et digéré via leur complexe 

majeur d’histocompatibilité de type II au récepteur des lymphocytes T (TCR). En 

réponse à cette présentation de peptides antigéniques aux LTfh, les LB vont recevoir des 

signaux de co-stimulations provenant des LTfh qui interviennent dans l’activation 

complète du LB mature. Ces co-stimulaztions comprennent l’interaction du CD40 des 

LB avec son ligand CD40L et l’interaction de la molécule de costimulation CD28 des T 

à ses ligands CD80 et CD86 exprimés par les LB. Les LB activés peuvent ensuite se 

différencier soit en plasmocytes producteurs d’IgM, soit en Bmem non commutés qui 

ont maturé indépendamment des centres germinatifs (CG), soit former des CG. 
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1.2.2.1. Différenciation dépendante des CG 

Les CG sont composés de la zone sombre (ZS) qui est la plus proche de la zone T et 

dans laquelle les LB prolifèrent et comprennant aussi la zone claire (ZC) qui contient 

des LB CG et d’autres cellules immunitaires (cellules dendritiques (DC), LTfh et 

macrophages). Dans la ZS, se déroule un processus induisant la mutation des régions 

variables de l’immunoglobuline, nommé hypermutation somatique (HMS). Il conduit à 

des mutations ponctuelles sur l’ensemble des gènes codant pour les régions variables 

des chaînes lourdes et légères et est suivi par une sélection des variants de forte affinité 

pour l’Ag dans la ZC. Dans la ZC, deux processus sont mis en place : la commutation 

isotypique (CI) qui induit des excisions des séquences sur la partie constante de l’Ig qui 

codent pour les différentes classes isotypique d’Ig (IgM IgG, IgA et IgE) (Xu et al., 

2012) et la sélection des variants de forte affinité.  

Chez la souris, plusieurs sous-populations de LBmem sont générées dans les CG après 

l’immunisation par l’Ag : les LBmem non commutés IgM+ (LB USM pour 

« unswitched-memory ») et les LBmem commutés (LB SM pour « Switched-Memory ») 

CD19+ CD27+ CD38int IgG1+ (Dogan et al., 2009). En réponse à une seconde 

immunisation (180 jours après la première), les LB SM IgG1+ sont capables de se 

différencier en PC CD19faible CD27fort CD38fort IgD- IgM- qui produisent des IgG1 alors 

que les LB USM IgM+ recommencent un cycle dans les CG où ils subissent d’autres 

mutations dans le but d’améliorer leur affinité pour l’Ag. Chez l’homme, la présence 

d’une mutation du gène BCL6, propre aux cellules provenant des CG a été identifiée 

dans des sous-populations de LB USM IgM+ IgD+/- CD27+ (Seifert et Küppers, 

2009).Par ailleurs, les LBmem des CG sont capables de se différencier en PB IgM+ IgD+ 

CD27+, contrairement à leurs homolgues murins. 

A l’issue des CG, les PC générés sont considérés comme des PC à longue durée de vie 

(LLPC pour « long-lived plasma cells »),  car ils peuvent migrer vers la MO et perdurer 

durant de nombreuses années. Les LLPC permettent la mise en place d’une mémoire 

humorale (très importante lors du processus de vaccination) et peuvent rester dans les 

niches de la MO jusqu’à une réinfection par le même pathogène. 
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1.2.2.2.  La voie extra-folliculaire 

La voie extra-folliculaire conduit à l’expansion et à la différenciation rapide des LB 

activés en LBmem, PB et PC en dehors des CG. Les LB présentant une faible affinité 

pour l’Ag se différencient en LB USM, généralement de type IgM (Taylor et al., 2012). 

Les LB de forte affinité migrent à la frontière des zones LB/LT et se différencient en PB 

et PC. Les PB et PC extra-folliculaires sont générés dès le 2e jour après une infection 

(Pape et al., 2003) et présentent une durée de vie assez courte entre 3 et 5 jours 

(McHeyzer-Williams et McHeyzer-Williams, 2005), permettant une protection initiale 

contre les agents pathogènes avant la réponse dépendante des CG (Elsner et Slomchik, 

2020). 

La différenciation extra-folliculaire a été décrite dans certains modèles murins où la 

réponse de CG est altérée. Ce phénomène a été illustré dans un modèle murin d’infection 

par la Salmonella typhimurium, où les PB extra-folliculaires ont mis en place une 

réponse humorale qui a persisté jusqu’à 5 semaines (Cunningham et al., 2007). Lors de 

l’infection par la Salmonella typhimurium, les LB activés sont capables de mettre en 

place des processus de HMS et CI afin de générer des Ac de haute affinité pour l’Ag au 

sein du milieu extra-folliculaire (Di Niro et al., 2015 ; Jenks et al., 2019).  En effet, il 

apparaît que la CI peut être initiée avant la formation de CG et l’entrée dans la voie 

extra-folliculaire chez la souris (Rocco et al., 2019). La réponse extra-folliculaire est 

également observée en cas d’infections parasitaires, telles que celle à Trypanosoma 

cruzi (Bermejo et al., 2011) ou à Leishmania infantum (Silva-O’Hare et al., 2016). 
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Figure 1 – Ontogénèse et différenciation des lymphocytes B.  

CSH : cellule souche hématopoïétique ; OLS : organe lymphoïde secondaire ; Pro-B : 

progéniteur de B ; Pré-B : précurseur de B ; LB immature Tr : LB immature transitionnel ; 

LB mature NA (naïf) : qui n’a pas encore rencontré l’antigène ; LB USM ou MZB-like: LB 

mémoire non commuté ; LB CG : LB des centres germinatifs ; LB SM : LB mémoire commuté ; 
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PB : plasmablaste ; PC : plasmocyte ; LLPC : PC à longue durée de vie. La zone marginale est 

indiquée par un cercle jaune, le follicule B par un cercle rose et le centre germinatif par un 

cercle bleu. 

1. Première étape du développement du LB dans la MO : génération de la cellule pro-B à partir 

de CSH. 2. Entrée du LB immature Tr dans le follicule de l’OLS et maturation en LB NA. 3. 

Entrée du LB immature Tr dans la zone marginale de l’OLS et maturation en MZB. 4 

Circulation des LB NA vers les autres OLS jusqu’à rencontrer un antigène. 5. Formation des 

CG. 6. Différenciation des LB NA en LB USM. 7. Différenciation des LB SM en PB/PC 

sécréteurs d’IgA, IgG ou IgE. 

 

1.3. Régulation moléculaire de la différenciation des PB 

 

La différenciation terminale des LB en cellules sécrétrices d’Ac (ASC), comprenant les  

PB et PC, se caractérise par une augmentation progressive du facteur de transcription 

(FT) « Interferon regulatory factor 4 » (IRF4). Une forte expression d’IRF4 réprime 

celle des FT  « B cell lymphoma protein 6 » (BCL6) et IRF8, tout en induisant celle du 

FT « B lymphocyte induced maturation protein-1 » (BLIMP-1), codé par le gène 

PRDM1. Afin d’assurer les fonctions des ASC, BLIMP-1 régule négativement plusieurs 

autres FT impliqués dans les étapes antérieures de la maturation et la différenciation du 

LB, tels que « Paired Box Gene 5 » (PAX5), BCL-6 et c-MYC. BLIMP-1 permet 

l’augmentation de l’expression XBP-1 via la levée d’inhibition de PAX5, conduisant à 

la sécrétion d’Ac. Il est nécessaire à l’induction de la « Unfolded Protein Response » 

(UPR), permettant la production d’une grande quantité d’Ac, médiée par un remodelage 

du réticulum endoplasmique (Tellier et al., 2016).  
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Figure 2 – Dynamique d’expression des FT lors de la différenciation terminale des 

LB en PB et PC. Schéma d’après Tellier et Nutt, 2019 

 

Les PB sont décrits comme des cellules prolifératives circulantes à courte durée de vie. 

Ils sont considérés comme des précurseurs des PC (Sanz et al., 2019 ; Palm et Henry, 

2019). A ce jour,  la signature moléculaire des PC humains de la MO est bien établie. 

Ce qui n’est pas le cas des PB en raison des discordances entre les différentes études 

(Halliley et al., 2015 ; Valor et al., 2017 ; De Masson et al., 2015). Au sein du laboratoire, 

une analyse comparative du transcriptome de trois sous-populations de LB humains et 

murins, incluant les LB matures non différentiés, les PB et les PC a été réalisée. Elle 

s’est basée sur des jeux de données publiques (GEO)(Grasseau et al., 2021). Nous avons 

mis en évidence que comparativement aux LB non différenciés, les PB présentent une 

diminution des FT impliqués dans le maintien du lignage B tels que PAX5, IRF8 et 

BACH2 et une augmentation de ceux impliqués dans la différenciation terminale des LB 

tels que l’IRF4 et BLIMP-1. La définition de la signature moléculaire des PB fait l’objet 

d’une publication présentée en Annexe 2 (Grasseau et al., 2021). 
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En plus de leurs fonctions effectrices (production d’anticorps, implication dans la 

réponse pro-inflammatoire), les LB sont aussi dotés de fonctions régulatrices. 

 

2. LES LB REGULATEURS  

 

2.1. Découverte des LB régulateurs 

 

L’existence des LB régulateurs (LBreg) a d’abord été mise en évidence chez la souris 

dans un modèle murin de sclérose en plaque : l’encéphalomyélite auto-immune 

expérimentale (EAE) (Wolf et al., 1996). Dans ce modèle, des souris contrôles subissent 

une injection de protéines de la myéline, générant une forte réponse immunitaire via une 

prolifération de LTh1 et LTh17 dirigés contre la myéline du système nerveux central et 

ainsi, le déclenchement de l’EAE. Ces souris présentent ensuite une guérison spontanée. 

Les souris EAE présentant une délétion pour la région transmembranaire de  l’Ig des LB 

(BCR non fonctionnel), ne présentaient pas de guérison spontanée de l’EAE 

contrairement aux souris EAE contrôles, indiquant qu’en absence de signaux inducteurs 

du BCR, les LT dirigés contre la myéline n’étaient pas supprimés. Cette étude était la 

première à suggérer un rôle régulateur des LB.  

Depuis, de nombreuses études focalisées sur différentes maladies auto-immunes telles 

que le psoriasis (Hayashi et al., 2016), la sclérose en plaques (Matsushita et al., 2016), 

la polyarthrite rhumatoïde (Flores-Borja et al., 2013)), mais aussi dans des infections 

virales (Siewe et al., 2013) et la réponse immunitaire allergique (Kamekura et al., 2015) 

ont mis en lumièreleur rôle, leur grande hétérogénéité de mécanismes d’action variés et 

de phénotypes. 

 

2.2. La production d’interleukine 10 : le mécanisme d’immunosuppression 

majoritairement décrit dans les LBreg 

 

L’interleukine 10 (IL-10) est une cytokine anti-inflammatoire décrite dans le maintien 

de l’équilibre entre une réponse immune adaptée et une réponse immune exacerbée. 

Auparavant, l’IL-10 était décrite comme un facteur de croissance des LB en induisant 



26 
 

leur prolifération, la production d’Ac et l’expression du CMH de type II (Levy et Brouet, 

1994).  

Son rôle dans la régulation a été décrite dans les modèles murins d’EAE (Fillatreau et 

al., 2002). En l’absence de production d’IL-10, les LB n’exerçaient pas leur rôle 

protecteur de l’EAE. Depuis une multitude d’études in vitro et in vivo a mis en évidence 

que les LB sont capables de supprimer la prolifération et la production de cytokines pro-

inflammatoires des LT CD4+ via la production d’IL-10. Ils permettent une diminution 

de l’inflammation dans les modèles murins de maladies auto-immunes (Matsushita et 

al., 2010 ; Carter et al., 2012 ; Yoshizaki et al., 2012) ou de maladies infectieuses (Kalkal 

et al., 2022). D’autres études ont mis en exergue la capacité des LBreg sécréteurs d’IL-

10 à inhiber des cellules de l’immunité innée telles que les cellules lymphoïdes innée de 

type 2 (ILC2, «type-2 innate lymphoid cells ») (Kim et al., 2019), les neutrophiles et 

NK (Liu et al., 2013 ; Neves et al., 2010). En parallèle de leur capacité suppressive, les 

LBreg IL-10+ murins sont capables de favoriser la conversion des LT CD4+ en LTreg 

via l’induction du FT FoxP3 (Carter et al., 2012). 

Chez l’homme, une faible proportion de LBreg IL-10+ est associée à la persistance de 

l’inflammation chez les patients présentant un rejet de greffe (Luo et al., 2021) et ceux 

atteints de pathologies auto-immunes ou infectieuses telles que la COVID-19 

(Cervantes-Diaz et al., 2022), la sclérodermie (Hori et al., 2022), l’hépatite E (Sharma 

et Tripathy, 2022) ou le VIH (Gutiérrez et al., 2019). Les LBreg IL-10+ humains sont 

également capables de supprimer la réponse pro-inflammatoire des T via la production 

d’IL-10 (Sharma et Tripathy, 2022 ; Brosseau et al., 2018 ; Das et al., 2012). En 

parallèle, les LBreg humains peuvent inhiber via leur production d’IL-10, la production 

d’interféron alpha (IFNα) par les cellules dendritiques plasmacytoïdes (Menon et al., 

2016) et de « Tumor necrosis factor alpha » (TNF-α) par les monocytes (Iwata et al., 

2011). En plus de leur activité inhibitrice, les LBreg IL-10+ humains peuvent favoriser 

la conversion des LT CD4+ CD25- en LTreg CD4+ CD25+ FoxP3+ (Tarique et al., 2018 ; 

Flores-Borja et al., 2013). Les LBreg IL-10+ sont aussi capables d’augmenter la 

différenciation des LB en PC producteurs d’IgG de type 4, ce qui conduit à la 

suppression des mastocytes et des basophiles (Van der Veen et al., 2013 ; Van der Veen 

et al., 2016).  
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Figure 3 – Rôle et cibles des LBreg producteurs d’IL-10  

Les LBreg IL-10+ inhibent la production de TNFα par les monocytes et LT CD4+ (Iwata et al., 2011), la 

production d’IFNα par les pDC (Menon et al., 2016), la production d’IgE par les PC (van der Veen et 

al., 2014). Ils suppriment l’activation des ILC2 (Kim et al., 2019). Via leur production d’IL-10, ils 

favorisent la différenciation des LB en PC sécréteurs d’IgG4 qui suppriment les mastocytes et basophiles 

(van der Veen et al., 2014). Enfin, ils favorisent la conversion en LTreg en induisant l’expression de 

FoxP3 (Tarique et al., 2018). 
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2.3. Des mécanismes d’action indépendants ou concommittants à la production 

d’IL-10 

 

Différentes études ont montré que les LB pouvaient utiliser une multitude de 

mécanismes immunosuppresseurs afin de réguler leurs cibles tels que la production du 

«Transforming growth factor bêta » (TGF-β) et d’interleukine 35 (IL-35), mais aussi 

l’expression de granzyme B (GrB), de Fas ligand (FasL) et de « Programmed-death 

ligand 1 » (PD-L1) (Figure 4).  

 

2.3.1. La production de TGF-β 

La production de TGF-β par les LB localisés dans les muqueuses et les ganglions 

lymphatiques a d’abord été décrite dans un modèle murin de réponse immunitaire 

allergique (Natarajan et al., 2012). Au cours de la réponse allergique, l’augmentation de 

la proportion de LB CD5+ producteurs de TGF-β était impliquée dans la résolution de 

l’inflammation. La production de TGF-β par les LB promeut la différenciation des T 

CD4+ CD25- en LTreg (Liu et al., 2013) via l’induction de FoxP3 (Natarajan et al., 

2012), induit aussi la suppression de la réponse inflammatoire médiée par les LTh2 

(Zhang et al., 2013) et altère la balance entre les sous-populations de LT auxiliaires 

(LTh1, LTh2 et LTh17) (Wang et al., 2019). En parallèle, les LBreg sécréteurs de TGF-

β limitent la maturation des DC en diminuant l’expression de leurs molécules de 

stimulatrices telles que CD80 et CD86  qui permettent l’activation des LT lors de la 

présentation d’Ag (Zhang et al., 2013). LBreg TGF-β+ peuvent induire leur conversion 

en DC immuno-régulatrices appelés « DC tolérogéniques » (Yang et al., 2015), décrites 

pour induire à leur tour, des LB aux fonctions régulatrices chez les souris atteintes de 

diabète auto-immun de type 1 (Di Caro et al., 2014). 

 

Chez l’homme, les LB producteurs de TGF-β apparaissent au cours de la réponse 

allergique (Lee et al., 2011) et en réponse au traitement chez les patients atteints de 

sclérose en plaque (Blumenfeld Kan et al., 2019). De plus, l’augmentation de 

l'expression du TGF‐β par les LBregs corrèle avec un phénotype de type épuisé 

(« exhausted ») des LT. D’autres études ont illustré le mode d’action des B TGF-β+ dans 
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des modèles de co-culture in vitro de LB et LT issus du sang périphérique (Wang et al., 

2015 ; Nouël et al, 2015). L’utilisation de ce modèle in vitro a permis d’identifier une 

régulation de la prolifération des LT et la conversion de LT CD4+ CD25- en LTreg 

FoxP3+ via la production de TGF-β des B CD24fort CD38fort en réponse à la stimulation 

BCR/CD40L (Xu et al., 2019).  

 

 

2.3.2. La production d’IL-35  

En premier lieu, la production d’IL-35 par les LB a été décrite dans deux études utilisant 

des modèles murins différentes via des approches complémentaires (Wang et al., 2014 ; 

Shen et al., 2014). Dans la première étude, le traitement de souris atteintes d’uvéite par 

l’IL-35 conduit à une augmentation de la proportion de LB sécréteurs d’IL-35, associée 

à une suppression de l’uvéite (Wang et al., 2014). Dans la seconde, des LBreg 

producteurs d’IL-35 ont été mis en évidence. Ces derniers présentaient une action 

régulatrice dans l’EAE et lors d’une infection bactérienne par la Salmonella 

typhimurium (Shen et al., 2014). Les souris dont les LB ne produisent pas d’IL-35, ne 

guérissent pas spontanément de l’EAE.  En revanche, l’absence d’expression d’IL-35 

par les LB conduit à une augmentation de la résistance des souris à la salmonellose.   

Chez l’homme, les LBreg IL-35+ sont utilisés comme des biomarqueurs de maladie 

inflammatoire chronique de l’intestin (IBD) (Fonseca-Camarillo et al., 2015) et du 

cancer gastrique (Wang et al., 2018). Leur présence suggère la mise en place d’une 

réponse anti-inflammatoire.  Chez les patients atteints de SLE (Ye et al., 2019) ou de la 

maladie de Crohn (Zhao et al., 2020), les proportions de LBreg sont fortement 

diminuées. En l’absence de LBreg IL-35+, les productions de cytokines pro-

inflammatoires par LTh1 et LTh17 ne sont plus contrôlées, conduisant à une forte 

inflammation qui affecte le tractus digestif (De Souza et Fiocchi, 2015). Leur diminution 

au cours du lupus érythémateux systémique est associée à une augmentation des LB 

producteurs d’auto-Ac (Ye et al., 2019). 
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2.3.3. L’expression du GrB 

Le granzyme B est un membre de la famille des « serine proteases » qui joue un rôle 

essentiel dans l’apoptose médiée par les granules. Les cellules GrB+ (T CD8 

cytotoxiques, NK et LBreg GrB+) se lient à leur cible, puis libère le GrB contenu dans 

le granule, conduisant à une activation de la voie des caspases et à la fragmentation de 

l’ADN de la cellule cible.   

La production de granzyme B par les LBreg a été mise en évidence dans différentes 

pathologies telles que la leucémie lymphoïde chronique (LLC) (Jahrsdörfer et al., 2006), 

le SLE (Hagn et al., 2010), les infections virales (KaTenmeier et al., 2015) et dans le 

contexte de la transplantation (Chesneau et al., 2015). Les LBreg GrB+ sont décrits pour 

la dégradation du TCR des LT conduisant à une suppression de leur prolifération 

(Lindner et al., 2013 ; Chesneau et al., 2020).  

 

2.3.4. L’expression de FasL 

L'expression de la protéine membranaire « Fas ligand » (FasL ou CD178) par les LB a 

été rapportée pour la première fois en 1996 (Hahne et al., 1996). Cette étude a démontré 

qu’en réponse à une stimulation par le lipopolysaccharide (LPS), des LB murins 

induisaient la destruction des cellules cibles sensibles au Fas via la production de FasL. 

Leur rôle a ensuite été décrit dans différents modèles murins de maladies auto-immunes, 

telles que l’arthrite induite par le collagène (souris CIA) ou le diabète auto-immun 

(souris « non-obese diabetic », NOD). Chez les souris CIA, la faible proportion de LB 

FasL+ est associée à une sévérité plus importante de l’arthrite (Lundy et al., 2009). Par 

ailleurs, un transfert de LB FasL+ issus de souris contrôles chez des souris pré-

diabétiques NOD a conduit à une diminution de la réponse LTh1 et une protection contre 

la réponse auto-immune (Tian et al, 2001). 

Chez l’homme, peu d’études décrivent l’expression de FasL par les LB. Chez les 

patients atteints du diabète auto-immun, les LB CD5+ qui expriment FasL sont fortement 

augmentés, suggérant une implication de ces cellules dans la physiopathologie de la 

maladie (Saxena et al., 2017). L’expression de FasL par les LB est augmentée en réponse 
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au traitement contre l’infection par Mycobacterium tuberculosis, indiquant un rôle des 

LB FasL+ dans la résolution de l’infection (van Rensburg et al., 2017). 

 

2.3.5. L’expression de PD-L1 

PD-L1 est une protéine membranaire qui peut être exprimée par les LB. Elle est décrite 

pour son rôle dans la physiopathologie de maladies infectieuses, auto-immunes et dans 

la progression du cancer.  Son expression semble conférer aux les LB des propriétés 

régulatrices sur la prolifération des LT CD8+ en induisant leur apoptose chez les patients 

atteints du syndrome de l’immunodéficience acquise (SIDA) (Siewe et al., 2013) et les 

patients atteints de polyarthrite rhumatoïde (Zacca et al., 2018). Chez les patients atteints 

d’un cancer du sein invasif, l’expression de PD-L1 par les LB est responsable de 

l’induction de LTreg, impliqués dans l’inhibition de la réponse anti-tumorale (Guan et 

al., 2016). 



32 
 

 

 

Figure 4 – Hétérogénéité et rôle des mécanismes immunosuppresseurs des LBreg 

 

 

2.4. Hétérogénéité des phénotypes de LBreg 

Différentes études décrivent que les cellules issues des différents stades de 

différenciation du LB sont capables d’exercer des fonctions régulatrices.  
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2.4.1. Les LB Tr producteurs d’IL-10 

Plusieurs études décrivent une diminution de la proportion de LB Tr, associée à une 

augmentation de la sévérité de la maladie chez des patients atteints de pathologies 

infectieuses (Akatsuka et al.,2018) ou auto-immunes telles que le SLE (Yang et al., 

2014), le psoriasis (Hayashi et al., 2016), la dermatite atopique (Yoshihara et al., 2019) 

ou la sclérose systémique (Matsushita et al., 2016).  

L’une des premières études chez l’homme a décrit les LB Tr pour leur capacité de 

suppression de la différenciation LTh1 via la production d’IL-10 et la signalisation 

médiée par les molécules de costimulation CD80 et CD86 en réponse à une stimulation 

par du CD40 (Blair et al., 2010). D’autres études ont démontré leur capacité à supprimer 

de la prolifération et à réduire la production d’IFNγ, de TNFα ou d’IL-17 des LT via 

leur production d’IL-10 (Flores-Borja et al., 2013 ; Khoder et al., 2014 ; Mavropoulos 

et al., 2017 ; Cherukuri et al., 2021 ; Nova-Lamperti et al., 2016). Récemment, les LB 

Tr ont été identifiés comme ceux produisant les proportions les plus élevées d’IL-10 les 

parmi 6 sous-populations de LB (Glass et al., 2022). En pathologie, il est envisageable 

que leurs fonctions suppressives soient altérées, comme notamment chez les patients 

atteints de SLE. Les LB Tr des patients SLE sont incapables de produire de l’IL-10 en 

réponse à la stimulation par le CD40 et de supprimer des LTh1 (Blair et al., 2010). 

En parallèle, les LB Tr ont la capacité de favoriser la différenciation en LTreg via leur 

production d’IL-10 (Flores-Borja et al., 2013). En revanche, les LB immatures Tr des 

patients atteints d’arthrite rhumatoïde n’ont plus la capacité d’induire la différenciation 

des LT CD4+ naïfs en LTreg. 

 

2.4.2. Les LB CD1d+ CD5+  

Le CD1d est une molécule de type CMH de classe I, qui présente des Ag lipidiques à un 

sous-ensemble de « natural killer T cells » (NKT) appelées « CD1d-restricted invariant 

NKT » (iNKT). La présentation d’Ag lipidiques aux iNKT  induit leur prolifération, leur 

production de cytokines et leur conversion en cellules immunosuppressives (Chaudhry 

et Karadimitris, 2014). L’expression concommittante de CD5 et CD1d est associée aux 

les LB immatures Tr et par les MZB (Allan et al., 2011). 
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Le rôle régulateur des LB CD1dfort CD5+ ont d’abord été mis en évidence dans un 

modèle murin d’hypersensibilité de contact (Yanaba et al., 2008). Dans ce modèle, des 

souris sont exposées à l’oxazolone et développent une inflammation médiée par les T. 

La délétion du Cd19 (absence de LB fonctionnels) provoque une inflammation exagérée 

en réponse à l’exposition à l’oxazolone alors que son expression limite l’inflammation. 

Le contrôle de l’inflammation est réduite par la production d’IL-10 des LB CD1dfort 

CD5+. En effet, un transfert de ces LB aux souris CD19-/- exposées à l’oxazolone permet  

une diminution de leur inflammation. Une faible proportion de LB CD5+ CD1dfort a été 

documentée dans plusieurs modèles murins de pathologies auto-immunes telles que le 

syndrome de Wiskott Aldrich (Yokoyama et al., 2015), l’endotoxémie systémique (Tao 

et al., 2019), l’EAE (Pennati et al., 2016) et la colique induite par le sulfate de dextrane 

sodique (Li et al., 2022). En revanche, leur proportion est fortement augmentée lors 

d’une infection parasitaire par le Schistosoma mansoni (Amu et al., 2010). Les LBreg 

CD5+ CD1dfort sont aussi impliqués dans la mise en place d’une tolérance au greffon du 

cœur chez la souris traitée par médicaments anti-rejet (Zhou et al., 2021). Les LBreg 

CD5+ CD1dfort sont capables d’induire la différenciation des iNKT en iNKT 

suppresseurs qui inhibent la réponse immunitaire médiée par les LTh1 et LTh17 

arthrogéniques (Oleinika et al., 2018). Ils peuvent également inhiber de manière directe 

la production d’IFNγ et d’IL-17 par les LT via leur production d’IL-10 (Yanaba et al., 

2013). En plus de leur fonction suppressive, le transfert de LBreg CD5+ CD1dfort à des 

souris EAE promeut l’expansion des LTreg FoxP3+ et des LTr1 corrélée à des signes de 

guérison ou de rémission (Pennati et al., 2016).  

Chez l’homme, les LB CD1dfort CD5+ sont altérés dans différentes pathologies auto-

immunes telles que le SLE (Bosma et al ., 2012), la maladie thyroïdienne auto-immune 

(Stözek et al., 2020), la myasthénie sévère (Lai et al., 2017) alors qu’ils sont augmentés 

lors d’infections virales par l’hépatite B et C (Wang et al., 2014), bactériennes par 

M.tuberculosis (Zhang et al., 2012) et parasitaires par S. mansoni (Haeberlein et al., 

2017). Les LB CD1dhi CD5+ sont décrit pour leur suppression des LTh17 (Zhang et al., 

2012).  

 

2.4.3. Les LB mémoires CD24fort CD27+ 
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Les LB mémoires CD24fort CD27+ sont capables de supprimer via leur production d’IL-

10, la prolifération des monocytes et leur production de cytokine (Iwata et al., 2011), 

mais aussi celle des LT CD4+ producteurs d’IFNγ ou d’IL-17 (Mavropoulos et al., 

2017). En plus de leur production d’IL-10, les B mémoires CD24fort CD27+ peuvent 

exprimer PD-L1, le TGF-β et le GrB pour contrôler les réponses des LT CD4+ (Hasan 

et al., 2019). Par ailleurs, cette même étude a décrit une suppression des LT CD4+ plus 

efficace par les B CD24fort CD27+ que par les LB Tr CD24fort CD38fort.  

Récemment, une autre sous-population de Bmem CD27+ CD45RB+ a été identifié par 

spectrométrie de masse comme l’une des deux populations de LBreg produisant le plus 

d’IL-10 après une stimulation in vitro (Glass et al., 2022). 

 

2.4.4. Les PB et PC régulateurs 

La fonction régulatrice des PB et PC a d’abord été révélée dans un modèle murin 

d’infection par Salmonella typhimurium (Neves et al., 2010). En effet, les auteurs ont 

pu observer une expansion des PC producteurs d’IL-10 qui suppriment la production 

d’IFNγ et de TNFα par les T CD4+. Les PC et PB régulateurs ont été décrits dans les 

modèles murins de la sclérose en plaque (Matsumoto et al., 2014 ; Rojas et al., 2019), 

du cancer de la prostate (Shalapour et al., 2015) et cancer hépatique (Shalapour et al., 

2017) et à nouveau chez les souris infectées par la Salmonella (Shen et al., 2014).  

Chez la souris, les PB et PC sont décrits comme les producteurs majeurs d’IL-10 à l’état 

basal dans la moelle osseuse et la rate (Suzuki-Yamazaki et al., 2017). De par leur 

production d’IL-10, les PB régulateurs suppriment la production de cytokines pro-

inflammatoires (IL-6 et IL-12) par les DC, réduisant la prolifération des LTh1 

pathogéniques chez les souris EAE (Matsumoto et al., 2014) et conduisant à la rémission 

des souris (Rojas et al., 2019). 

En revanche, les PC régulateurs producteurs IL-10 peuvent aussi induire une régulation 

délétère de la réponse immune. En effet, dans un modèle murin de cancer de la prostate, 

le traitement par oxaliplatine (médicament anti-cancéreux à base de platine) provoque 

une augmentation de la différenciation en PC IgA+ sécréteurs d’IL-10 et porteurs de 

FasL et de PD-L1 (Shalapour et al., 2015), responsables de la suppression des LT CD8+ 
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cytotoxiques et du maintien de la croissance tumorale. Par ailleurs, en absence de LB 

chez des souris ayant une délétion de la région variable de l’Ig, le traitement par 

oxaliplatin promeut l’expansion des LT CD8+ cytotoxiques producteurs de perforines, 

d’IFNγ et de TNFα, permettant une régression de la tumeur. 

Chez l’homme, l’étude de Matsumoto a permis d’identifier des PB CD27int CD38+ 

producteurs d’IL-10, issus de LB NA matures CD24faible CD27- CD38- et de LB 

immatures CD24fort CD27- CD38faible du sang périphérique stimulés par du CpG 

(agoniste du TRL9), de l’IL-2, de l’IL-6 et de l’IFN-α (Matsumoto et al., 2014). Dans 

cette étude, les PB IL-10+ sont impliqués dans la résolution de l’inflammation chez les 

patients MS traités par IFN-β. En parallèle, l’activité régulatrice des PC humains a été 

décrite par Shalapour et al., notamment dans le cancer (Shalapour et al., 2015 ; 

Shalapour et al., 2017). 
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Tableau 1 - Hétérogénéité des phénotypes et mécanismes immuno-suppresseurs des LBreg

Stade  Phénotype Rôle Mécanisme Références 

LB immatures 

transitionnels 

CD19+ 

CD24fort 

CD38fort 

Suppression de la différenciation LTh1 

IL-10 

Blair et al., 2010 

Suppriment la production d’IFNγ, de TNFα et d’IL-17 des LT 
Khoder et al., 2014 ; Mavropoulos et al., 2017 ; 

Cherukuri et al., 2021 ; Nova-Lamperti et al., 2016 

Favorisent la différenciation des Treg Flores-Borja et al., 2013 

LB immatures 

transitionnels et 

MZB 

CD19+ CD5+ 

CD1dfort 

Induisent la différenciation des iNKT en iNKT suppresseurs et 

inhibent indirectement les LTh1 et LTh17 
CD1d Oleinika et al., 2018 

Inhibent directement la production d’IFNγ et d’IL-17 par les 

LT CD4+ 

IL-10 

Yanaba et al., 2008 ; Yanaba et al., 2013 

Zhang et al., 2012 ; Savaria et al., 2016 

Promeuvent la différenciation des LTreg FoxP3 et LTreg de 

type 1 
Haberlein et al., 2017 ; Pennati et al., 2016 

Suppriment la prolifération et la production de TNFα par les 

monocytes 
Iwata et al., 2011 

LB mémoires 

CD19+ 

CD24fort 

CD27+ 

Inhibent la production d’IFNγ et d’IL-17 par les LT CD4+ 
TGF-β, IL-10, 

PD-L1, GrB 

Mavropoulos et al., 2017 

Hasan et al., 2019 

PB/PC 

CD138+ 
Suppriment la production d’IFNγ et IL-17 par les LT CD4+ 

IL-10 
Neves et al., 2010 

Suppriment la production d’IL-6 et d’IL-12 par les DC Matsumoto et al., 2014 

CD138+ IgA+ Suppriment les LT CD8+ cytotoxiques anti-tumoraux 
IL-10, IgA, 

PD-L1, FasL 
Shalapour et al., 2015 ; Shalapour et al., 2017 



38 
 

2.5.  Voies de signalisation impliquées dans l’induction des LBreg 

De nombreuses études ont identifié les voies de signalisation impliquées dans la 

production d’IL-10 par des LB (Figure 5). 

 

2.5.1.  Les voies TLR  

Diverses études décrivent une production d’IL-10 en réponse à une stimulation des voies 

TLR des LB (Iwata et al., 2011 ; Lighaam et al., 2018 ; Honke et al., 2022) mais parmi 

ces études, peu d’entre-elles s’intéressent aux seconds messagers impliqués dans cette 

production d’IL-10 par les LB.  

Parmi ces études, certaines se sont intéressées à l’implication du second messager 

«Myeloid Differentiation Primary Response Protein 88 » (Myd88) dans la production 

d’IL-10 par les LB. En réponse à une stimulation du TLR4 (LPS) ou du TLR2 (Pam3), 

l’expression de Myd88 est essentielle à la production d’IL-10 (Mishima et al., 2019). 

En son absence, les souris Myd88-/- étaient incapables d’avoir une production d’IL-10 

par les LB. En pathologie, l’expression de Myd88 dans les LB permt à la protection des 

souris contre une infection Helicobacter felis via leur production d’IL-10 (Sayi et al., 

2011). De même, l’expression de Myd88 est nécessaire à la production d’IL-10 qui 

protège de l’ADN relargué en réponse aux irradiations (Hong et al., 2017). A contrario, 

chez la souris gestante exposé au LPS, les LB sont capables de produire de l’IL-10 en 

absence de Myd88 (Busse et al., 2021). Chez une souris gestante contrôle, en réponse à 

une exposition au LPS, le TLR4 des LB induit l’expression d’IL-10 et de cytokines pro-

inflammatoires (IL-6, TNFα) via l’activation de Myd88, conduisant à la mort du fœtus 

in utero. En revanche, les LB des souris gestantes qui n’expriment pas Myd88 

produisent de l’IL-10 mais pas de cytokines pro-inflammatoires en réponse à 

l’exposition au LPS et favorisent la survie du fœtus..  

D’autres études se sont intéressées à l’implication des autres seconds messagers des 

voies TLR tels que l’« Extracellular signal-regulated kinase » (ERK) ou STAT3 dans la 

production d’IL-10 (Liu et al., 2014 En effet, en présence d’inhibiteurs spécifiques de 

STAT3 et ERK1/2, les LB ont une production d’IL-10 fortement diminuée. 
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2.5.2.  La voie CD40 

Après l’interaction du CD40 avec son ligand (CD154 aussi appelé CD40L), il interagit 

avec les protéines adaptatrices TRAF qui activent à leur tour, les voies MAPK, PI3K, 

NF-κB. Chez les souris EAE, l’absence d’expression de CD40 spécifiquement dans les 

LB empêche leur guérison spontanée (Fillatreau et al., 2002), indiquant que la guérison 

spontanée des souris EAE qui se met en place via une production d’IL-10 par les LB est 

dépendante de la fixation du CD40 à son ligand (CD40L). D’autres études ont confirmé 

que l’activation des LB par le CD40 conduisait à une fonction régulatrice de ces LB via 

la suppression de la prolifération des LT de façon dose-dépendante (Lemoine et al., 

2011) et la suppression de la production d’IFN-γ par les LT CD4+ (Bankό et al., 2017). 

Plusieurs études ont montré qu’une double stimulation TLR9-CD40 induit une 

production d’IL-10 par les LB plus importante que la stimulation du TLR9 seule, 

suggérant une potentialisation de la production d’IL-10  par le CD40 (Iwata et al., 2011 ; 

Lighaam et al., 2018, Bouaziz et al., 2014).  

 

2.5.3. Les voies de signalisation des cytokines 

Plusieurs études décrivent l’impact de l’addition de cytokines à la stimulation TLR9 sur 

la génération de LBreg (Bankό et al., 2017 ; Matsumoto et al., 2014).  

 

2.5.3.1. L’interleukine 21 

Chez la souris, les LBreg CD5+ CD1dfort induits par l’IL-21 sont capables de supprimer 

la prolifération des T CD4+ via leur production d’IL-10 (Yoshizaki et al., 2012). Chez 

l’homme, en réponse à l’IL-21, les LBreg CD5+ CD1dfort induisent la dégradation du 

TCR via le relargage de GrB (Lindner et al., 2013). L’addition d’IL-21 à une stimulation 

CD40 augmente la production d’IL-10 par les LB alors que son addition à une 

stimulation du TLR4 par le LPS augmente la production d’IL-35 par les LB (Yu et al., 

2015). 
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Plusieurs études se sont attelées à identifier les seconds messagers par lesquels l’IL-21 

induit la production d’IL-10 tels que STAT3. L’IL-21 augmente la phosphorylation de 

STAT3 lors de l’induction d’IL-10 par LB (Bankό et al., 2017 ; Jiang et al., 2021)..    

 

2.5.3.2. L’interféron alpha 

L’IFNα a un rôle controversé sur la production d’IL-10 par les LB. La stimulation des 

LB par de faibles concentrations d’IFNα induit la production d’IL-10 (Menon et al., 

2016). En revanche, à de fortes concentrations, l’IFNα diminue la production d’IL-10 

par les LB. Chez les patients atteints de SLE, la production d’IFNα par les pDC est 

fortement augmentée par rapport aux individus sains. Cette production altérée d’IFNα 

conduit à une production d’IL-10 altérée par les LB CD24fort CD38fort. Par conséquent, 

ces LB sont incapables de réguler la production d’IFNα par les pDC chez les patients 

atteints de SLE.  

A de faibles concentrations, l’IFNα induit la production d’IL-10 par les LB via la 

phosphorylation de STAT3. Chez les patients SLE, les LB stimulés par l’IFNα 

présentent un défaut de phosphorylation de STAT3 associée à l’absence de production 

d’IL-10 (Menon et al., 2016). En fonction de la voie TLR activée, l’IFNα peut avoir un 

effet différent sur la production d’IL-10 dans les LB (Liu et al., 2014). En effet, lorsque 

les LB sont co-stimulés par le R848 (TLR7/8), l’IFNα augmente la phosphorylation des 

seconds messagers ERK1/2 et STAT3, et la production d’IL-10. En revanche, lorsque les 

B sont co-stimulés par le CpG, il n’a aucun impact sur la phosphorylation de STAT3 et 

ERK ou sur la production d’IL-10.  
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Figure 5 –Voies de signalisation impliquées dans la production d’IL-10 par les LB 

 

2.6. Régulation moléculaire des LBreg 

Il existe de nombreux phénotypes différents de LB ayant des capacités régulatrices et 

employant une grande variété des mécanismes d’actions. De ce fait, les obstacles à 

l'investigation des LBreg sont:  

 L’absence de phénotype universel, 

 Les différences existantes entre les humains et souris, 

 Un certain nombre de mécanismes immunosuppresseurs qui peuvent aussi être 

co-exprimés. 

Ces différents obstacles rendent difficile une identification des LBreg par la présence 

d’une molécule de surface ou par un mécanisme immunosuppresseur précis. Face à la 

complexité de caractérisation des LBreg de nouvelles études tentent d’identifier les 

mécanismes moléculaires qui pourraient contrôler l'acquisition de la fonction régulatrice 

des B. Dans ce cadre, nous avons décrit différents FT tels que STAT3, AHR, BLIMP-1 
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et IRF4, pour leur implication dans la production d’IL-10 par les LB. En parallèle, nous 

avons introduit par des résultats originaux, le FT MAF, décrit pour son rôle dans la 

production d’IL-10 par les T et macrophages. Son expression dans les LB producteurs 

d’IL-10 suggère qu’il pourrait avoir un rôle équivalent dans l’acquisition de ce 

mécanisme immuno-régulateur par les LB. L’implication de ces différents FT dans la 

production d’IL -10 par les LB font l’objet d’une revue générale présentée en Annexe 

3. 

 

3. LE FACTEUR DE TRANSCRIPTION MAF 

 

3.1.  La Famille des facteurs de transcription MAF 

Le FT MAF fait partie d’une grande famille de FT à domaine de glissière à leucine 

(bZIP) à laquelle appartiennent certaines sous-familles telles qu’AP-1 et CREB. La 

région bZIP (Figure 6) est constituée de résidus basiques suivis de répétitions 

heptadiques de résidus hydrophobes formant la glissière à leucine (Ellenberger et al, 

1992 ; Glover et Harrison, 1995). 

Figure 6 – Représentation de la glissière à leucine (bZIP) 

 

La famille MAF est composée des TF MAF longs comprenant MAF-A, MAF-B, c-MAF 

(MAF), NRL et des MAF courts comprenant MAF-F, MAF-G et MAF-K (Figure 7). 

Les protéines MAF possèdent différents domaines hautement conservés tels que le 

Leucine 

ADN 

Zipper 
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domaine de transactivation N-terminal (TAD) (uniquement chez les MAF longs), la 

région d’homologie étendue (EHR) située juste avant le domaine bZIP (Vinson et al, 

2006). Le TAD est un domaine riche en proline, sérine et thréonine qui peut suffire à 

activer des promoteurs cibles (Friedman et al, 2004, 15328344). La région EHR permet 

aux protéines MAF de créer une zone de contact plus large avec l’ADN (Kusunoki et 

al., 2002) et de reconnaître une séquence palindromique Maf Recognition Element 

(MARE). La partie basique de la région bZIP permet la fixation à l’ADN via la 

formation de liaisons hydrogènes et d’interactions hydrophobes entre les acides aminés 

(AA) des chaines latérales et les bases dans le grand sillon (Blank et Andrews, 1997). 

La partie « leucine zipper » forme une structure enroulée, consistant en deux hélices α 

parallèles qui fournissent une interface hydrophobe pour les interactions protéine-

protéine. Cette interface permet la formation d’homo- ou d’hétérodimères avec d’autres 

membres de la famille MAF (Vinson et al., 2002) ou avec d’autres protéines bZIP 

compatibles (Kataoka et al., 1994 ; Kerppola et Curran, 1994). 

 

Figure 7 – Représentation schématique des protéines de la sous-famille des MAF 

longs et leurs domaines extrêmement conservés. 

Les protéines MAF longues comprennent MAFA, MAFB, c-MAF (MAF) et NRL. La protéine 

c-MAF représentée est la protéine MAF courte murine. Les domaines extrêmement conservés 

sont le domaine de transactivation (TAD), la région d’homologie étendue (EHR) et le domaine 

de glissière à leucine (bZIP). Les domaines montrant de nombreuses différences (charnière et 

C-terminal) sont représentés en blanc. 
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3.2.  Transcrits et protéines MAF décrites 

Dans la littérature, seuls les variants et isoformes murines de MAF ont été mis en 

évidence expérimentalement. A ce jour, il existe très peu d’études qui décrivent les 

isoformes humaines de MAF et elles ne s’appuient que sur les informations disponibles 

dans les bases de données sans une mise en évidence expérimentale. 

Chez la souris, le gène MAF est situé sur le chromosome 8. Le premier variant, 

MAF_202 (Ensembl!, ENSMUST00000109104) a été découvert en 1995 (Kurshner et 

Morgan, 1995). Ce variant contient un unique exon de 3 642 bases avec un cadre ouvert 

de lecture (ORF « Open reading Frame ») de 1 113 bases qui sont traduites en une 

protéine de 370 acides aminés (AA) appelée MAF courte murine d’une taille prédictive 

de 38,5 kDa (Figure 8). Dans l’étude de Kurshner et Morgan, cette protéine est décrite 

comme ayant 87 % d’homologie avec la protéine v-Maf du virus AS42. La séquence C-

terminale présente une différence sur les 10 derniers AA, non présents dans la protéine 

MAF courte murine comparée la protéine codée par v-Maf. 

 

 

Figure 8 - Transcrit MAF_202 murin et protéine MAF murine courte 

Le transcrit MAF_202 murin est appelé mMAF_202 dans cette étude. L’unique exon du variant 

mMAF_202 est représenté par un rectangle orange. Les séquences de 1 113 bases codant pour 

la protéine MAF murine courte sont indiquées par une accolade rose. La protéine MAF courte 
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murine est divisée en 5 domaines : le domaine de transactivation (TAD) en jaune, le domaine 

charnière en vert, le domaine d’homologie étendue (EHR) en rouge, le domaine de glissière à 

leucine (bZIP) en bleu et le domaine C-terminal en violet. 

 

Un second transcrit, nommé MAF_201 (Ensembl!, ENSMUST00000069009) (Figure 

9) a été découvert en 2002 au cours de l’identification des polypeptides interagissant 

avec le FT SOX9, impliqué dans la différenciation des chondrocytes et la formation du 

cartilage (Huang et al, 2002). La protéine issue du transcrit MAF_201 (appelé Lc-Maf 

dans cette étude) contient 10 AA supplémentaires à l’extrémité C-terminale que la 

protéine MAF courte et donc a une taille prédictive de 380 AA et 39,6 kDa. Par 

conséquent, cette protéine a été renommée MAF longue murine. La protéine MAF 

longue murine a montré une homologie plus importante avec la protéine codée par le FT 

v-MAF (Huang et al, 2002).  

Figure 9 - Transcrit MAF_201 murin et protéine MAF murine longue 

  Les introns sont représentés par des lignes noires continues et en pointillés car leur taille est 

trop importante pour être représentés à l’échelle.  

 

La différence de 10 AA entre les protéines MAF longue et courte suggère un mécanisme 

d’épissage différent entre les deux transcrits. En effet, le variant mMAF_203 est 

composé de 3 exons contrairement à l’isoforme mMAF_202 qui n’en contenait qu’un. 

Les exons 1, 2 et 3 mMAF_203 sont situés en amont de l’exon 1 de l’isoforme 
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mMAF_202. Après épissage des introns 1-2 et 2-3, la présence d’un codon stop précoce 

sur l’exon 2 résulte en une région codante de 1 143 bases. Cette région est ensuite 

traduite en une protéine de 39,6 kDa. 

 

Chez l’homme, il n’existe aucune étude homologue à celles chez la souris mettant en 

évidence l’existence des isoformes de MAF. Parmi les études s’intéressant à 

l’expression de MAF chez l’homme, la majorité ne décrit pas les différentes isoformes 

de MAF. Ces isoformes sont uniquement décrites dans les bases de données. L’existence 

et l’analyse de différentes isoformes de MAF chez l’homme restent à être clarifiées.  

 

3.2.1. Les modifications post-traductionnelles de MAF 

Les TF sont des protéines régulatrices dont la fonction est d'activer ou d'inhiber la 

transcription de l'ADN en se liant à des séquences d'ADN spécifiques. Par conséquent, 

ils possèdent une activité qui est extrêmement régulée afin de maintenir une 

homéostasie. La régulation de leur activité peut se mettre en place via des mécanismes 

contrôlant leur synthèse mais également par des modifications post-traductionnelles 

(MPT) complexes. Chez l’homme, différentes études ont montré que l’activité du FT 

MAF est dépendante de la présence de certaines MPT telles que la phosphorylation, la 

sumoylation, l’ubiquitination, récapitulées en Figure 10 issue de l’article présenté en 

Annexe 3. 

Figure 10 – Schéma récapitulatif des modifications post-traductionnelles 

des protéines c-MAF  
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Schéma modifié de Michée-Cospolite et al., 2022. Selon les descriptions issues de la base de 

données Uniprot (détaillées en Partie I), la protéine MAF longue humaine est utilisée comme 

matrice.  

 

3.2.1.1. L’ubiquitination de MAF 

L’ubiquitination correspond à la fixation d’une ou plusieurs protéines d’ubiquitine sur 

des résidus lysines accepteurs de la cible. Dans un premier temps, l’enzyme E1 

« ubiquitin-activating » se lie à la protéine d’ubiquitine, l’active et la transfère à 

l’enzyme E2 « ubiquitin-conjugating », puis à l’enzyme E3 « ubiquitin-ligase ». 

L’enzyme E3 fixe la protéine d’ubiquitine activée sur sa cible et la protéine ubiquitinylée 

est adressée au protéasome. La liaison entre l’ubiquitine et la protéine cible peut être 

inversée par une dé-ubiquitinase (DUb) (Passmore et Barford, 2004). 

Le myélome multiple (MM) est une classe d'hémopathies malignes dérivées de 

plasmocytes sécréteurs d’Ac. Certaines formes de MM sont associés à une translocation 

du promoteur de l’IgH en t(14 ;16) ou en t(4;14). Lors de la translocation t(14 ;16), les 

régions promotrices de l’IGH sont dissociées du chromosome 14 et juxtaposées en 

amont du gène MAF sur le chromosome 16, induisant la transcription de MAF sous le 

contrôle des séquence régulatrices de l’IGH et donc sa surexpression dans les lignées de 

MM t(14 ;16) comparées aux lignées t(4 ;14) (Hurt et al., 2004 ; Qiang et al., 2016). 

Chez ces patientst(14 ;16) , l’altération de la dégradation de MAF par la voie ubiquitine-

protéasome peut avoir de lourdes conséquences sur leur traitement. Chez les patients 

MM t(4 ;14), le pronostic est amélioré après le traitement par un inhibiteur de la voie 

ubiquitine-protéasome (bortezomib) alors que ce traitement semble inefficace sur les 

patients t(14 ;16) (Qiang et al., 2016).  

Dans le cas de MAF (Figure 11), son ubiquitination est catalysée par l’enzyme E3 ligase 

HERC4 au niveau des lysines K85 et K297 (Zhang et al., 2016) et par l’enzyme E2 

ubiquitin-conjugating UBE2O qui participe à l’ubiquitination des résidus lysines K331 

et K345  (Xu et al., 2017) et favorise sa dégradation par le protéasome. L’ubiquitination 

de MAF est inversée par l’enzyme DUb USP5 qui clive les protéines d’ubiquitine sur 

les résidus K308 et K347 (Wang et al., 2017).  La DUb USP5 est capable de réduire 

l’ubiquitination de MAF médiée par l’E3 ligase HERC4. De façon intéressante, la 
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surexpression de MAF dans les lignées de MM est associée à une surexpression 

d’USP5.. Son inhibition par un ARN interférant induit une diminution de l’expression 

de MAF et l’apoptose des lignées de MM (RPMI 8226 et LP-1).  

 

 

 

Figure 11 – Ubiquitination de MAF 

 

3.2.1.2. La phosphorylation de MAF 

Plusieurs études ont documenté le rôle de la phosphorylation de MAF en partie N-

terminale pour son recrutement sur les promoteurs de ces cibles. Dans les LTh2 et 

LTh17, la phosphorylation des les résidus Y21, Y92 et Y131 de MAF par la tyrosine 

kinase TEC est essentielle à sa fixation sur les sites MARE du promoteur de l’IL-4 et du 
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promoteur de l’IL-21 (Lai et al., 2012 ; Liu et al., 2015). La p38 MAPK phosphoryle 

MAF au niveau des résidus T58 et S109 et est indispensable pour leur liaison à l’ADN 

(Sii Felice et al., 2005). La sérine thréonine kinase GSK-3 phosphoryle MAF au niveau 

des résidus S54, S66, T58 et T62 (Rocques et al., 2007). 

La phosphorylation de MAF peut avoir un rôle bénéfique ou délétère dans la 

physiopathologie de certaines maladies. Dans les lignées de MM, la phosphorylation de 

MAF par GSK-3 joue un rôle bénéfique en augmentant sa dégradation par la voie 

ubiquitine-protéasome, associée à une diminution de la prolifération des lignées de MM 

(Herath et al., 2014). Chez des patients atteints du syndrome Aymé-Gripp, les résidus 

ciblés par GSK-3 sont mutés. Un défaut de leur phosphorylation par GSK-3 conduit à 

une accumulation de MAF dans les fibroblastes cutanés, associé au développement du 

syndrome neurologique congénital caractéristique de cette pathologie (Niceta et al., 

2015). 

En revanche, la phosphorylation de MAF par la kinase CDK5 dans un modèle murin 

d’endotoxémie accentue la physiopathologie de cette maladie (Pfänder et al., 2021). En 

effet, la phosphorylation de MAF par la kinase CDK5 conduit à une diminution de sa 

stabilité et de la production d’IL-10 par les macrophages. En l’absence d’expression de 

CDK5 spécifiquement dans les macrophages, l’augmentation de l’expression de MAF 

et de la production d’IL-10 sont associés à une résolution de l’inflammation.  

 

3.2.1.3. La SUMOylation de MAF 

En plus de la phosphorylation et l’ubiquitination, la fixation d’une protéine « small 

ubiquitin-like modifier » (SUMO) peut influencer l’activité d’un FT. Les protéines 

SUMO sont semblables à l’ubiquitine, utilisant des systèmes de transport assez 

similaires pour modifier leurs cibles (Celen et Sahin, 2020). L’enzyme SUMO-E1 active 

la protéine SUMO et la transfère à l’enzyme SUMO-E2 ligase, EBC9. La protéine 

SUMO activée est ensuite transférée d’UBC9 aux protéines cibles par une SUMO-E3 

ligase telles que celles de la famille PIASs. La SUMOylation peut être inversée par une 

« SUMO-deconjugating isopeptidase » de la famille des « sentrin/SUMO-specific 

proteases » (SENP/SUSP). 
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La protéine MAF est sumoylée par les enzymes SUMO-E2 ligase EBC9 et E3-ligase 

PIAS1 qui génèrent une protéine MAF sumoylée de 70 kDa (Figure 12, Lin et al ., 2010, 

20127678). Ces SUMO-ligases interagissent avec la lysine K33 présente dans le TAD 

de MAF situé en position N-terminale, ce qui induit une diminution de la transcription 

de l’IL-4 (Leavenworth et al., 2009 ; 19553542 ; Lin et al., 2010). La SUMOylation de 

la lysine K33 conduit à une diminution de sa fixation sur les promoteurs de l’IL4 (Lin 

et al., 2010) et de l’IL21 (Hsu et al., 2018). L’activité des SUMO-ligases peut être 

inversée par la « SUMO-deconjugating isopeptidase » SENP1 qui « dé-SUMOyle » 

MAF et restaure son activation de la transcription de l’IL-4 médiée par MAF.  

 

Figure 12 – Sumoylation de MAF 
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3.3.  Rôle de MAF dans l’immunité 

 

3.3.1. Régulation de la polarisation et la différenciation des cellules 

immunitaires 

 

3.3.1.1. Régulation de la différenciation des LT 

 

3.3.1.1.1. Rôle de MAF dans la différenciation LTh2 

Les études pionnières de MAF dans l’immunité le décrivent comme un FT avec un rôle 

promoteur de la différenciation LTh2. Ainsi, Ho a mis en évidence une expression de 

MAF dans les lignées de LTh2 (D10, CDC35) mais pas dans les lignées de LTh1 (AR5, 

OF6 et D1) (Ho et al., 1996). MAF est capable de se fixer au promoteur de l’IL4, 

responsable de l’induction de la réponse LTh2. Parmi les cytokines spécifiques des 

LTh2 (IL-4, IL-5, IL-6 et IL-13), seule la transcription de l’IL-4 semble contrôlée par 

MAF (Kim et al., 1999). Par la suite, MAF est décrit comme un régulateur de la balance 

LTh1/LTh2. Même si son expression ectopique dans les LTh1 ne leur confère pas la 

capacité de produire de l’IL-4, cela diminue leur production d’IFNγ (Ho et al., 1998).. 

En pathologie, l’absence d’expression de MAF dans les T CD4+ est associée à une 

diminution des gènes LTh2 dont l’IL4 et l’IL5 (Gabrysova et al., 2018) et à une 

augmentation de l’expression de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IFNγ 

(Mitchell et al., 2017). De façon intéressante, des LTh1 par l’IL-4 stimulés sont capables 

d’exprimer MAF et de produire de l’IL-10. Ce qui a pour conséquence de diminuer leur 

production d’IFNγ et d’autres cytokines spécifiques des LTh1. Ces études indiquent une 

boucle autocrine entre MAF et l’IL-4. L’IL-4 est capable d’induire l’expression de MAF 

et MAF induit à son tour, le maintien d’IL-4 mais aussi sa propre expression de façon 

indirecte.MAF induit également la production d’IL-10 et inhibe celle d’IFNγ.  

 

3.3.1.1.2. Rôle de MAF dans la différenciation des LTfh 

Les LTfh expriment fortement MAF. En son absence, les T CD4+ sont incapables de se 

différencier en LTfh in vitro (Andris et al., 2017) et d’exprimer les marqueurs  qui les 
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caractérisent tels que BCL6, CXCR5, PD-1. BCL6 est impliqué dans l’interaction LT/LB 

et CXCR5 dans le trafic au sein des GC. Par ailleurs, MAF promeut l’expression de 

cytokines produites par les LTfh en se fixant directement sur les promoteurs de l’IL4 

(Lai et al., 2012 ; Liu et al., 2015) et de l’IL21 (Hiramatsu et al., 2010 ; Liu et al., 2015).   

 

3.3.1.1.3. Implication de MAF dans la différenciation des LTh17 

Le FT MAF peut indirectement favoriser la différenciation en LTh17 en réprimant 

l’expression d’IL-2 par les LT CD4+ (Gabrysova et al., 2018). Son absence induit une 

augmentation de l’expression d’IL-2 et une diminution de la différenciation en LTh17. 

En parallèle, MAF est capable de réguler positvement la production d’IL-10 et de 

CTLA4 de cytokines par les LTh17 en se fixant sur leurs promoteurs respectifs (Ciofani 

et al., 2012). En revanche, il inhibe des gènes codant des cytokines pro-inflammatoires 

telles que le TNFα de leur récepteur IL1R. MAF est responsable de l’induction d’IL-21 

(Bauquet et al., 2009 ; Sato et al., 2011) mais aussi celle d’IL-10, nécessaire pour limiter 

les réponses pro-inflammatoires chez la souris (Xu et al., 2009).  

Les LTh17 peuvent produire d’autres cytokines ayant des propriétés pro-inflammatoires 

telles que l’IL-22 et l’IL-17A. Chez la souris, MAF se fixe au promoteur de l’IL-22 et 

empêche sa transactivation par d’autres FT associés aux LTh17 tels que RORγt et BATF 

(Rutz et al., 2011). Chez l’homme, l’absence d’expression de MAF dans les LT CD4+ 

lors de la différenciation des LTh17 supprime leur production des gènes associés aux 

LTh17 tels que l’IL17A (Tanaka et al., 2014, Gabrysova et al., 2018) et RORC 

(Gabrysova et al., 2018). MAF régule négativement la production d’IL-22 en se fixant 

directement sur son promoteur. Il régule indirectement la production d’IL-17A via la 

production d’IL-21.  

 

3.3.1.1.4. Régulation de la différenciation des LTreg par MAF 

Plusieurs sous-populations de Treg existent et se caractérisent par leur expression de 

certains FT. Les LTr1 n’expriment pas le FT « Forkhead box 3 » (FOXP3). Il existe 

trois sous-populations parmi les LTregs exprimant FOXP3: LTreg RORγt+, LTreg 

folliculaires BCL6+ (Tfr) et LTreg PPARγ (localisés dans les adipocytes). 
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Dans les LTr1, MAF a été décrit pour sa co-fixation avec AHR sur les promoteurs de 

l’IL21 et l’IL10 chez la souris (Apetoh et al., 2010). MAF promeut la production d’IL-

21 qui agit de façon autocrine pour induire l’expansion et la maintenance des LTr1 (Pot 

et al., 2009).  

Le rôle de MAF est également documenté dans les autres sous-populations de LTreg 

tels que les LTreg RORγt+ qui constituent les producteurs majeurs d’IL-10 dans 

l’intestin. MAF est fortement exprimé dans les LTreg RORγt+ (Hussein et al., 2020). En 

l’absence d’expression de MAF, la différenciation de ces cellules est fortement 

diminuée (Hussein et al., 2020) ainsi que leur production d’IL-10. Ceci est responsable 

de l’accumulation de LTh17 producteurs de cytokines pro-inflammatoires (IFNγ, TNFα, 

IL-1β), du développement de coliques spontanées (Xu et al., 2018 ; Imbratta et al., 2019) 

ou de dysbiose microbienne chez la souris (Neumann et al.,2019). MAF est donc 

essentiel pour la génération des LTreg RORγt+ et le contrôle de la réponse LTh17 

inflammatoire. 

Lors d’une délétion de MAF dans les LTreg FOXP3+ murins, 534 gènes sont 

différentiellement exprimés. Parmi ces gènes, l’expression d’Il10 et de gènes associés à 

des phénotypes de LTreg incluant Rorc (LTreg RORγt+), Bcl6 et Cxcr5 (Tfr) sont 

diminués (Wheaton et al., 2017). En revanche, les gènes associés aux LTreg PPARγ+ 

(Baft, Irf4) ne sont pas modifiés en l’absence de MAF. Par ailleurs, alors que l’absence 

d’expression de MAF dans les LTreg conduit à une diminution de la proportion de 

LTreg RORγt+ et de leur production d’IL-10, cela n’a aucun impact sur la proportion 

des LTreg PPARγ+ et leur production d’IL-10 

 

3.3.1.1.5. Rôle de MAF dans la différenciation des LTγδ 

L’importance de MAF a été décrite dans les T gamma delta (Tγδ). Les LT γδ 

apparaissent en premier au cours du développement chez tous les animaux vertébrés. 

Leur différenciation se déroule en deux étapes. A la première étape, un signal faible du 

TCR induit une différenciation des progeniteurs lymphoïdes en LTγδ et un signal fort, 

en LTαβ (Fahl et al., 2014). A la seconde étape, un signal intermédiaire du TCR induit 

une différenciation des LTγδ en producteurs d’IFN-γ et d’IL-4 alors qu’un signal faible 
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favorise des cellules productrices d’IL-17 (Zarin et al., 2015). Au niveau fonctionnel, 

les LT γδ mettent en place une réponse immune rapide similaire à la réponse 

immunitaire innée, via la production de molécules cytotoxiques (perforines et 

granzymes) et de cytokines effectrices (IL-17, IFN-γ et IL-4).  

Le FT MAF intervient dans la différenciation des LTγδ. En effet, l’absence de son 

expression dans les progéniteurs lymphoïdes bloque complètement la différenciation en 

LTγδ IL-17+ et certains FT clés de cette sous-population, RORγt (codé par Rorc) et 

SOX13  sont sous-exprimés (Sagar et al., 2020 ; Figure 13). 

Figure 13 – Implication de MAF dans la différenciation en LTγδ IL-17+ 

 

3.3.1.2. Régulation de la plasticité des cellules lymphoïdes innées 

(ILC) 

Les ILC sont des cellules immunes qui contribuent à l’immunité tissulaire et qui ne 

présentent pas spécificité antigénique. Les progéniteurs des ILC peuvent se différencier 

en trois classes d’ILC : 

- Les ILC1, caractérisés par leur expression du FT T-BET (TBX21) et de l’IFNγ, 
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- Les ILC2 exprimant le FT GATA3, 

- Les ILC3 qui expriment le FT RORγT. 

MAF est fortement exprimé par les ILC3 comparativement aux ILC1 et ILC2 (Gury-

BenAri et al., 2016, 27545347). Son expression est particulièrement importante dans les 

ILC3 qui expriment le récepteur naturel de cytotoxicité NKp46, ce qui n’est pas le cas 

de ceux exprimant le récepteur de chimiokine 6 (CCR6). Les ILC3 NKp46+ possèdent 

une identité moléculaire unique qui constitue un équilibre entre ILC1 et ILC3, via 

l’expression simultanée des FT clés de deux classes d’ILC : T-BET et RORγT. Dans 

certains microenvironnements cytokiniques, les ILC3 NKp46+ peuvent inhiber 

l’expression de RORγT et se convertir en ILC1, appelés « ex-ILC3 », exprimant T-BET 

et l’IFNγ (Vonarbourg et al., 2010 ; Artis et Spits, 2015).  

MAF est décrit comme un régulateur de la balance entre ILC1 et ILC3. Il promeut 

l’expression des gènes communément associés aux différentes sous-populations d’ILC3 

tels que RORγt ou l’IL22 (Pokrovskii et al., 2019). En revanche, il limite la conversion 

des ILC3 en ILC1 (ex-ILC3) en se fixant directement sur le promoteur de TBX21 et 

inhibe l’expression de T-BET (Parker et al., 2020) (Figure 14).  
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Figure 14 – Régulation de la plasticité entre ILC1 et ILC3 par MAF 

 

3.3.1.3. Régulation de la polarisation des macrophages 

En 2004, une classification M1/M2 des macrophages a été proposée selon celle des LT 

CD4+ (Mantovani et al., 2004). Les macrophages de type 1 (M1) conduisent des 

réponses pro-inflammatoires via la production de cytokines telles que l'IL-6, l'IL-12 et  

le TNFα. En revanche, les macrophages de type 2 (M2) conduisent des réponses anti-

inflammatoires et réparent les tissus endommagés via la production d’arginase 1 (Arg1), 

d’IL-10 et de TGF-β (Biswas et al., 2010).   

Dans les macrophages murins dérivés de la moelle osseuse (BMDM), l’expression de 

MAF est associée au type M2 (Liu et al., 2020). En absence d’expression de MAF (par 

siRNA MAF ou inhibiteur spécifique), l’expression d’Il10 et d’Arg1 est diminuée et 

celle d’Il12 est augmentée. En parallèle, une expression ectopique de MAF dans des 

BMDM M1 induit leur expression d’Il10 et d’Arg1 ainsi que la diminution d’Il12, 

suggérant que MAF régule positivement l’acquisition du phénotype M2. 

Dans le micro-environnement tumoral, les macrophages de type M2 appelés « TAMs » 

(TAMs pour tumor-associated macrophages) sont décrits pour agir favorablement sur la 

survie tumorale (Mills et al., 2016). En utilisant un modèle murin de développement 

tumoral (injection de cellules tumorales), l’expression de MAF a été associée à cette 

fonction (Liu et al., 2020). En l’absence de MAF, les gènes associés au type M2 sont 

réprimés, au profit des gènes associés au type M1. L’absence d’expression de MAF 

permet une augmentation des T CD8+ cytotoxiques, des LT CD4+ producteurs d’IFNγ 

(LTh1) et une réduction de la croissance tumorale. 

A la fin d’une inflammation aigüe, survient une phase pendant laquelle le processus 

d’inflammation doit faire place au processus de réparation tissulaire. Les macrophages 

tissulaires (macrophages CD169+) jouent un rôle important dans cette conversion en 

changeant leur phénotype durant les différentes phases de l’inflammation (Wynn et 

Vanella, 2016). Durant la phase aigüe de l’inflammation, les macrophages tissulaires du 

colon CCL8+ CD169+ expriment fortement MAF et faiblement les gènes protecteurs des 
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tissus Slpi et Slc7a11 (Kikuchi et al., 2020). Après la phase aigüe, ils diminuent leur 

expression de MAF et augmentent celle de Slpi et Slc7a11 afin de mettre en place la 

réparation tissulaire. En plus de son implication dans la plasticité M1/M2, le FT MAF 

peut réguler la réponse inflammatoire des macrophages tissulaires du côlon sans les 

polariser vers un type M1 ou M2 mais en convertissant leur phénotype entre la phase 

d’inflammation aigüe et la phase réparatrice. 

 

 

3.3.2. Régulation de la production d’IL-10 par MAF 

 

 

3.3.2.1. MAF et production d’IL-10 par les LTreg 

La production d’IL-10, associée à MAF dans plusieurs population de LTreg dont les 

LTr1 a été documentée (Apetoh et al., 2010). Des LT CD4+ naïfs stimulés par l’IL-27 

et le TGF-β (décrits pour leur promotion des LTr1) se différencient en LTr1. Un suivi 

de l’expression de MAF, d’AHR et  d’IL-10 montre une augmentation. La transfection 

d’ARN interférants (siRNA) dirigés contre le transcrit Maf bloque la production d’IL-

10, indiquant un rôle prépondérant de MAF dans la production d’IL-10 par les LTr1. 

Dans un modèle murin, la surexpression sélective de MAF dans les LT CD4+ conduit 

spontanément à la production d’IL-10, qui est augmentée en réponse à l’IL-27 et au 

TGF-β. En plus d’être capable de se fixer aux promoteurs de l’Il10 mais aussi de l’Il21, 

MAF peut être induit de façon autocrine par l’IL-21 dans les LTr1.  

 

3.3.2.2. MAF et production d’IL-10 par les LTh17 

Dans les LTh17 humains, MAF favorise la production d’IL-10 via sa fixation sur le 

promoteur de l’Il10 (Ciofani et al., 2012).  En réponse à une stimulation par l’anti-CD3 

et l’anti-CD28, une partie des LTh17 sont capables de produire de l’IL-10 (LTh17 IL-

10+), contrairement aux autres (LTh17 IL-10-) et peut être liée à la présence de MAF 

(Aschenbrenner et al., 2018). En effet, l’absence de MAF conduit à une réduction de 

l’expression d’IL-10 et des gènes associés aux LTh17 IL-10+ au profit de ceux associés 

aux LTh17 IL-10- (IFNG et IL22).  
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3.3.2.3. MAF induit la production d’IL-10 par les macrophages 

Dans les macrophages, MAF favorise la production d’IL-10. En effet, sa sur-expression 

inhibe la production d’IL-12 et induit celle d’IL-10 (Cao et al., 2002). Cette étude a 

également mis en exergue que MAF et l’IL-10 induisent mutuellement leur expression 

dans les macrophages pro-inflammatoires. L’absence d’expression de MAF dans les 

macrophages stimulés par le LPS conduit à une forte réduction de la production d’IL-

10 comparés à ceux exprimant MAF, mais pas à une réduction totale indiquant la 

présence d’autres mécanismes de production d’IL-10 (Cao et al., 2005). En rétablissant 

l’expression de MAF via un adénovecteur, les macrophages stimulés sont à nouveau 

capables de produire de l’IL-10. En réponse à une stimulation par le LPS, MAF peut se 

fixer sur le promoteur de l’il10 dans les macrophages.  

Figure 15 – Rôle de MAF dans la production d’IL-10 par les LT et macrophages 

MAF 

TLR4 

LPS 

Il10 

MAF 

MAF AHR 

AHR 

IL-27 
TGF-β 

IL-21 

Il10 

MAF 

MAF 

Il10 

CD3 CD28 

α-CD28 
α-CD3 

LTh17 LTr1 Macrophages 

Contrôlent les réponses 

inflammatoires excessives 

Diminution de l’inflammation 

chronique 

Inhibe la production de cytokines  

pro-inflammatoires 

MAF Co-FT 

MAF 

IL-4 
LPS 

Il10 



59 
 

 

3.3.3.  Rôle de MAF dans les LB 

En 2018, une première étude (Liu et al., 2018) s’est intéressée à l’expression de MAF 

dans les LB murins et son rôle dans le modèle de l’arthrite. Ainis, les auteurs ont mis en 

évidence sa faible expression constitutive dans les LB murins. En réponse à une 

stimulation des LB par le LPS, l’expression du FT MAF augmente et se fixe au 

promoteur de l’Il10. La diminution de l’expression de MAF par shRNA (ARN en 

épingle) réduit la production d’IL-10 par les LB stimulés. 

Malgrè ces résultats très promoteuurs, il s’est avéré que l’outil utilisé pour la détection 

de MAF n’était pas adapté et correspondait à un Ac monoclonal  dirigé contre MAFA 

(Cell Signaling Technology, 79737). Cela a pour conséquence d’invalider plusieurs 

résultats de l’étude. Malgré une forte homologie entre les protéines de cette famille, l’Ac 

utilisé reconnaît des résidus autour de l’alanine en position 345 de MAFA qui ne sont 

pas communs à MAF. Seule l’étude des transcrits MAF par RT-qPCR peut être 

conservée. En revanche, il est impossible de savoir si l’expression de la protéine MAF 

est impactée par la présence du shRNA et si l’impact observé sur l’IL-10 est dû à MAF. 

De même, l’utilisation de cet Ac invalide les résultats d’immunoprécipitation de la 

chromatine, impliquant que la relation entre MAF et l’IL-10 dans les LB reste à être 

déterminée. 

 

Aucune autre étude n’a confirmé à ce jour ce rôle de MAF dans les LB murins ou 

humains. Néanmoins, une autre étude (Radomir et al., 2021) portant sur le rôle d’un 

récepteur auto-ligand appartenant à la famille de « signaling lymphocytic activating 

molecules » (SLAMF5 encore appelé CD84) dans le développement de l’EAE chez la 

souris, s’est intéressée à l’expression de MAF dans les LBreg IL-10+ murins et humains. 

En l’absence de l’expression de SLAMF5, le développement de l’EAE se fait plus 

tardivement et les symptômes sont atténués. Ces observations sont liées une 

augmentation des LBreg IL-10+, de leurs fonctions immunosuppressives vis-à-vis des 

LTh1 et LTh17 et de leur survie via l’expression de Bcl2 et Bcl-xl (impliqués dans la 

survie du LB). En l’absence d’expression de SLAMF5, 277 gènes sont 
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différentiellement exprimés comparés aux LB normaux, dont le FT MAF qui est 

surexprimé. Ces observations sont confirmées par l’utilisation d’Ac ou inhibiteurs 

dirigés contre SLAMF5,qui conduit à une augmentation de son expression  

spécifiquement dans les LBreg IL-10+. 

Chez l’homme, les LBreg IL-10+ présentent une expression de SLAMF5 plus 

importante que les B non-régulateurs non producteurs d’IL-10. De façon similaire à ce 

qui a été observé chez la souris, le blocage de l’expression de SLAMF5 dans les LB 

conduit à une augmentation de la survie des LBreg et de leur expression de MAF.  

 

Cette étude (Radomir et al., 2021), publiée au cours de ma thèse, est la première à avoir 

montré une expression de MAF dans les LBreg IL-10+ humains issus du sang 

périphérique. Bien que MAF soit décrit comme un régulateur important de la production 

d’IL-10 dans plusieurs types de cellules immunitaires (T, macrophages, ILC), son rôle 

dans les LB reste encore méconnu, à ce jour.    
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PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS 
 

Les fonctions distinctes des LB effecteurs (LBe) ont été décrites chez la souris après une 

co-culture avec des LTh1 producteurs de l’IFNγ ou avec des LTh2 producteurs d’IL-4, 

de l’IL-5, de l’IL-13 et de l’IL-10. En fonction des LT auxiliaires (LTh), une polarisation 

différentielle des LB est obtenue et on peut identifier des LB effecteurs nommés LB 

effecteurs de type 1 (LBe1) ou LB effecteurs de type 2 (LBe2) en fonction des cytokines 

qu’ils produisent (Harris et al., 2000). Une polarisation équivalente a été également 

décrite chez l’Homme où des LB naïfs ont été co-cultivés avec des LTh1 producteurs 

ou directement stimulés par de l’IFNγ, des Ac anti-BCR et des agonistes des TLR7/8 

(Zumaquero et al., 2019).  

Afin de mieux définir les fonctions effectrices distinctes des LB, les Dr Quentin Simon 

et Dr Alexis Grasseau (Simon et al., 2021) ont adapté le modèle décrit par Harris et al. 

à un système de co-culture autologue utilsant des lymphocytes humains issus du sang 

périphérique. Pour cela, des LB ont été mis en culture en présence CpG, de LT naïfs 

(CD4+ CD45RA+, TRA) ou de LT mémoires (CD4+ CD45RO+, TRO) activés par des anti-

CD3 et anti-CD28. Les LB en co-culture avec les LTRA favorisent leur prolifération alors 

que c’est un phénomène inverse qui est observé avec les LTRO. Par ailleurs, dans la co-

culture LB-LTRA, la production de cytokines telles que CXCL10, CXCL1, IL-6 par les 

LTRA a pu être mesurée. Les LB présentaient également une augmentation de 

l’expression de CXCL10. En revanche, lors de la co-culture LB-LTRO, les LTRO 

présentaient un profil associé aux LTh2 et LTreg (IL-10, IL-17A, IL-22) et les LB 

produisaient de l’IL-10. L’analyse de la composition en sous-classes de LB dans les 

LBe2/LBreg ne contiennen  montre des différences bien établies. En effet, les LBe1 sont 

composés de B SM, DN et de PB commutés alors que les LBe2/LBreg sont composés 

de LB IgM+ et de PB non commutés producteurs d’IL-10.  

En se basant sur ces analyses, les LB co-cultivés avec les LTRA ont été renommés en 

LBe1 et ceux co-cultivés avec les LTRO LBe2/LBreg. 

Enfin, une analyse comparative du transcriptome des LBe1 et LBe2/LBreg a mis en 

évidence 225 gènes différentiellement exprimés entre les LBe1 et LBe2/LBreg, dont 

161 qui sont surexprimés et 64, diminués dans les LBe2/LBreg par rapport aux LBe1 
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(Michée-Cospolite et al., 2022). Parmi les gènes associés à l’immuno-régulation, le 

CTLA4, les gènes du granzyme (GZMB, GZMH) et l’IL10 sont surexprimés dans les 

LBe2/LBreg comparés aux LBe1, confirmant ainsi leur fonction régulatrice. Parmi les 

FT différentiellement exprimés, le FT MAFest surexprimé dans les LBe2/LBreg 

comparés aux LBe1. En outre, une analyse intégrative comparant les cibles de MAF 

identifiées par ChIP couplé à du séquençage (ChIP-seq) dans les LTh17 (Ciofani et al., 

2012) et les 225 gènes différentiellement exprimés entre les LBe1 et Be2/LBreg a révélé 

que parmi eux, 46 correspondaient à des cibles de MAF. L’ensemble de ces résultats 

suggèrent que c-MAF pourrait être un potentiel candidat permettant l’identification 

moléculaire universelle de la fonction régulatrice des LB. 

 En s’intéressant à son expression dans les LB issus du sang périphérique, mon 

prédécesseur, le Dr Alexis Grasseau a mis en évidence :  

- la faible expression de MAF à l’état basal, 

- qu’une simple activation du BCR ou du TLR9 permettait une induction faible de 

MAF dans les LB, 

- que l’activation concommittante des voies BCR et TLR9 en présence d’IL-2 

permet d’induire une forte expression de MAF.  

De plus, des résultats préliminaires ont suggéré un enrichissement de l’expression du 

FT BLIMP1 dans les LB exprimant MAF fortement et qui est associé à l’expression de 

l’IL-10.  

Les objectifs de ma thèse avaient pour but de répondre aux questions suivantes : 

1. MAF est-il exprimé dans les LB issus de sources différentes (organe lymphoïde 

secondaire ou sang périphérique) ? 

2. Son expression est-elle liée à la différenciation des LB? 

3. L’expression de MAF est-elle associée à la production d’IL-10 dans les LB ? 
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Afin de répondre à ces objectifs, ce manuscrit se décline en trois parties : 

 

1- Une meilleure définition des isoformes humaines de MAF et une validation 

des outils pour sa détection 

A ce jour, aucune étude n’a permis une description complète des variants et isoformes 

de MAF. La première étape de ce travail a été une analyse in silico de MAF afin de 

mieux définir les multiples variants issus de mécanismes d’épissages et les isoformes 

issues de modifications post-traductionnelles. Le nombre de combinaisons possibles 

entre les différents épissages et les différentes modifications post-traductionnelles, ainsi 

que l’existence potentielle d’isoformes prédictives rendent sa détection et l’analyse de 

son expression complexe. La seconde étape a été de mener une sélection et validation 

des différents outils de détection de MAF avant de réaliser une étude de son expression 

dans les LB. 

 

2- Une étude de l’expression de MAF dans les LB 

Dans un premier temps, nous avons exploré l’expression de MAF dans les LB issus de 

deux compartiments différents : le sang périphérique et un organe lymphoïde 

secondaire, l’amygdale, où les LB sont activés in vivo par l’Ag et les voies TLR.  

Les travaux antérieurs ont montré que son expression est corrélée avec celle de BLIMP1 

(marqueur de différenciation terminale des LB) en réponse à une stimulation in vitro par 

du CpG, des anti-BCR en présence d’IL-2. Ensuite, nous nous sommes interrogés sur 

l’expression de MAF au cours de la différenciation terminale des B dans un organe 

lymphoïde secondaire et des LB dans le sang. Puis, nous avons confirmé nos 

observations ex vivo, en utilisant un modèle de différenciation des LB in vitro par la 

stimulation préalablement décrite. 

 

3- Une étude corrélative de l’expression conjointe de MAF et d’IL-10 dans les 

LB 

Parmi tous les mécanismes d’action documentés dans les cellules, nous avons tenté 

d’établir une corrélation entre la production d’IL-10 et l’expression de MAF dans les 

LB.
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MATERIEL ET METHODES 

 

1. ANALYSES IN SILICO DE MAF 

 

1.1. Base de données utilisées pour la description des variants et isoformes de 

MAF 

Les informations concernant les variants MAF ont été obtenus dans la base de données 

Ensembl! avec le numéro d’identification ENST00000326043.5 pour MAF_201, 

ENST00000393350.1 pour MAF_202 et ENST00000569649.1 pour MAF_203. 

Les informations concernant les protéines MAF ont été obtenues dans la base de données 

Uniprot avec le numéro d’identification O75444-1 pour l’isoforme MAF longue, 

O75444-2 pour l’isoforme MAF courte et H3BP11 pour l’isoforme MAF medium. 

 

1.2. Prédiction de la structure tertiaire de MAF 

La structure tertiaire de MAF a été prédite avec l’outil AlphaFold Protein Structure 

Database version 2022-06-01 (Jumper et al., 2021; Varadi et al., 2022). AlphaFold 

calcule un score de confiance par résidu compris entre 0 et 100. Un score inférieur à 50 

correspond à une prédiction non fiable et un score à partir de 70 correspond à une 

prédiction fiable. 

 

1.3. Alignement des protéines 

Les différents alignements globaux des isoformes de MAF ont été réalisés avec 

Snapgene 5.3.1 selon la méthode de Needleman-Wunsch. La méthode de Needleman-

Wunsch décrite en 1970 (Needleman et Wunsch, 1970) est la méthode couramment 

utilisée pour effectuer un alignement global maximal de deux séquences. 
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1.4. Prédiction des modifications post-traductionnelles 

 

1.4.1. Prédiction des sites de phosphorylation 

Les sites de phosphorylation de MAF ont été prédits avec l’outil NetPhos version 3.1 

(Blom et al., 1999) avec ou sans prédiction spécifique des kinases impliquées (Blom et 

al., 2004). Cet outil calcule un score de confiance entre 0 et 1, le 0 correspondant à une 

prédiction peu fiable et 1 à une prédiction d’une grande fiabilité. Les sites retenus 

présentent tous un score de confiance supérieur à 0,5.  

 

1.4.2. Prédiction des sites d’ubiquitination 

Les sites d’ubiquitination de MAF ont été prédits en utilisant l’outil GPS-Uber version 

du 2021-11-07 (Wang et al., 2022). Les sites retenus avaient tous un score de confiance 

supérieur à 0,8. 

 

1.4.3. Prédiction des sites de SUMOylation 

Les sites de SUMOylation de MAF ont été prédits par l’outils GPS-SUMO version du 

2022-09-01 (Zhao et al ., 2014, 24880689). Les sites retenus avaient tous un score de 

confiance supérieur à 0,8. 

 

1.4.4. Prédiction des sites de glycosylation 

Les sites de N-glycosylation et O-glycosylation ont été prédits en utilisant 

respectivement les outils NetNGly version 1.0 (Gupta et Brunak, 2002, 11928486) et 

NetOGly version 4.0 (Steentoft et al., 2013, 23584533). Les sites présentés ont tous 

montré un score de confiance supérieur à 0,5. 

 

2. CULTURE CELLULAIRE 
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2.1. Lignées lymphocytaires RAJI, RAMOS et RPMI 8226 

Les cellules RAJI et RAMOS sont des lignées dérivées de LB provenant de lymphome 

de Burkitt humain. Les cellules RPMI 8226 sont des plasmocytes provenant d’un 

myélome multiple humain. Chaque lignée cellulaire a été cultivée en milieu RPMI 1640 

(Eurobio) supplémenté avec 10 % de sérum de veau fœtal (SVF) (Eurobio) 

préalablement décomplémenté (à 56°C) et 2 mM de Glutamax (Gibco). Les lignées ont 

été cultivées à 37°C avec 5% de CO2 en flasque Falcon® 750 mL (Dutscher) durant 72h.  

 

2.2. Lignée épithéliale HSG 

Les cellules HSG (Human Submandibular Gland) étaient à l’origine issues d’une  glande 

sous-maxillaire humaine. Elles sont actuellement considérées comme dérivées de la 

lignée cellulaire HeLa. Les cellules HSG ont été cultivées, en milieu DMEM (Dutscher) 

supplémenté avec 10 % de SVF préalablement décomplémenté (à 56°C), à une 

concentration de 105 cellules/mL, à 37°C avec 5% de CO2 en plaque 24 puits Falcon® 

(353936, Dutscher) durant 24h à 36h, jusqu’à obtention d’une confluence à 70%. 

 

2.3. Purification et culture des LB primaires 

 

2.3.1. Purification des lymphocytes LB périphériques 

Les LB ont été isolés à partir de résidus de cytaphérèse délivrés par l’Etablissement 

Français du Sang (EFS). Après récupération du sang dans le résidu, les cellules ont été 

séparées par centrifugation à 750 g durant 30 min à température ambiante (TA) selon un 

gradient de densité et en utilisant un tampon de séparation lymphocytaire (Pancoll, PAN-

Biotech) afin d’obtenir les cellules mononucléées du sang périphérique (« Peripheral 

Blood Mononuclear Cells », PBMC). A partir des PBMC, les LB ont été purifiés en 

utilisant le kit REAlease® CD19 MicroBead, human (Miltenyi Biotec) selon le protocole 

du fabricant. La pureté des LB a été vérifiée par cytométrie en flux par un marquage 

avec le panel d’Ac (Beckman Coulter) décrit en Tableau 2. 
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Tableau 2 – Panel de validation de la pureté des LB 

Anticorps Clones 

CD19 J3-119 

CD3 UCHT1 

CD56 N901 

CD14 RM052 

CD61 SZ21 

Toutes les expériences ont été réalisées avec des LB ayant une pureté ≥ 95%. 

 

2.3.2. Purification des lymphocytes LB d’amygdales 

Les amygdales ont été collectées à partir d’amydalectomie. Les cellules mononucléées 

de l’amygdale (TMC) ont été purifiées par centrifugation à 750 g durant 30 min à TA, 

via un gradient de densité en utilisant un tampon de séparation lymphocytaire (Pancoll). 

Les TMC purifiés ont été dilués dans du SVF à une concentration de 10.106 TMC/mL. 

10 mL de globules rouges de mouton (Defibrinated Sheep Blood SR0051B, Thermo 

Scientific) conservés à 4°C ont été préalablement pré-incubés dans une solution 

d’Alserver (114 mM de dextrose, 27 mM de citrate de sodium, 71 mM de chlorure de 

sodium, 1 M d’acide citrate) à TA durant 5 min et rincés deux fois dans du PBS par 

centrifugation à 750 g durant 10 min à TA. Le culot de globules rouges de mouton après 

centrifugation est re-suspendu dans la neuraminidase (Sigma Aldrich) à une 

concentration de 1 U/mL à 37°C durant 1h. Les globules rouges traités à la 

neuraminidase ont été lavés quatre fois dans du PBS par centrifugation à 750 g durant 

10 min, dilués dans 50 mL de milieu RPMI 1640 complet, puis incubés avec les TMC 

dilués (à volume égal de préparation de globules rouges et de TMC) durant 10 min à 

37°C. Les LB ont ensuite été isolés des LT liés aux globules rouges par gradient de 

densité (Pancoll). La pureté des LB a été vérifiée par cytométrie en flux par un marquage 

CD19 (J3-119, Beckman Coulter) et CD5 (BL1a, Beckman Coulter). Toutes les analyses 

ont été réalisées avec des LB ayant une pureté ≥ 95%.  
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2.3.3. Modèle de Différenciation des LB 

Les LB du sang périphériques purifiés ont été mis en culture en plaque 96 puits 

(Dutscher) à raison de 2.105 B dans 200 µL/puits dans du milieu RPMI 1640 

supplémenté avec 10 % de SVF décomplémenté, 2 mM de Glutamax, 200 U/mL de 

pénicilline (Panpharma) et 100 µg/mL de streptomycine (Sigma). Les LB sont stimulés 

durant 3,5 jours en présence de CpG oligodeoxynucleotide (ODN-2006) (0,25 µM, 

Invivogen), d’interleukine-2 humaine recombinante (rh-IL-2) (20 ng/mL, 

ImmunoTools), d’anti-IgM/IgG (2 µg/mL, Jackson ImmunoResearch), d’anti-IgA (2 

µg/mL, Jackson ImmunoResearch). A ce cocktail de base, a été ajouté de l’interleukine-

21 (40 ng/mL, ImmunoTools) ou de l’interféron alpha (10 ng/mL, ImmunoTools).  

 

2.3.4. Modèle B10 

Les LB du sang périphéque purifiés ont été mis en culture en plaque 96 puits à raison de 

2.105 B dans 200 µL/puits dans du milieu RPMI supplémenté comme dans le modèle de 

différenciation. Les LB ont été stimulés durant 2 jours en présence de CpG 

oligodeoxynucleotide (ODN-2006) (1µM), d’interleukine-2 humaine recombinante (rh-

IL-2) (20 ng/mL,) ou d’anti-CD40 (1 mg/mL) (MAB-59, Beckman Coulter). 

 

3. BIOLOGIE MOLECULAIRE 

3.1. Plasmide 

Nous avons contacté l’équipe du Dr Xiliang Mao travaillant sur MAF dans le myélome 

multiple afin d’obtenir un plasmide contenant MAF (pMAF-HA) (Wang et al., 2017 ; 

Xu et al., 2017) .  
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3.1.1. PCR et gel d’électrophorèse 

Des amorces ciblant les deux transcrits (MAF_ALL) et des amorces spécifiques du 

transcrit MAF_202 et du transcrit MAF_201 (tableau) ont été utilisés pour la PCR 

(Tableau 3). 

 

Tableau 3 – Amorces utilisées pour la détection des transcrits MAF 

 

La PCR a été réalisé à partir de 50 ng de plasmide pMAF-HA avec la 10X DreamTaq 

Green Buffer (Thermo Scientific) en utilisant le thermocycleur GeneAmp PCR system 

9700, selon le programme décrit en Tableau 4. 

 

Tableau 4 – Description du programme de PCR 

Nombre de cycles Température Durée 

1 95° C 10 min 

5 

95° C 30 secondes 

61° C 30 secondes 

72° C 30 secondes 

35 

95° C 30 secondes 

56° C 30 secondes 

72° C 30 secondes 

1 72° C 5 min 

Gène Sens Séquence 

MAF_ALL Sens CTGGCAATGAGCAACTCCGA 

MAF_ALL Anti-sens GATGAGACGGCCGCACTG 

MAF_201 Sens AGCAGCGACAACCCGTC 

MAF_201 Anti-sens GTCAGGGGTAGGTGGTTCTC 

MAF_202 Sens AGCAGCGACAACCCGTC 

MAF_202 Anti-sens TAGAACTAGCAAGCCCACACC 
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Les produits de PCR ont été déposés sur gel d’agarose 2 % contenant du GelRed à 1X 

(Interchim), agent inercalent de l’ADN. Puis, ils ont été séparés en fonction de leur taille 

par électrophorèse (Power PAC 3000, BioRad) durant 50 min à 150 V. Les gels ont été 

révélés en utilisant le système ChemiDoc™ XRS (logiciel Quantity One®, Biorad).   

 

3.1.2. Transfection 

Les cellules HSG ont été cultivées en plaques 12 puits (Dutscher) jusqu’à l’obtention 

d’une confluence à 70%. Les cellules ont ensuite été remises en incubation à une 

concentration de 2,2.105 cellules/mL dans le milieu DMEM supplémenté durant une 

nuit. Le lendemain, 500 ng de plasmide vide pcDNA 3.1 Zeo (Thermo Fisher Scientific) 

ou de plasmide pMAF202-HA décrit dans l’article de Wang et al., 2017 et fourni par le 

Dr Xiliang Mao (Department of Pharmacology, College of Pharmaceutical Sciences, 

Soochow University, China) a été transfectés dans les HSG en utilisant la Lipofectamine 

3000 (Thermo Fisher Scientific) préalablement préparée dans un milieu OPTIMEM 

(Thermo Fisher Scientific) sans sérum selon le protocole du fabricant. Les HSG 

transfectées ont été à nouveau incubées à 37°C avec 5% de CO2 durant 48h. Les HSG 

transfectées ont été récupérées par traitement à la trypsine-EDTA (Pan Biotek), puis 

lavées par centrifugation à 300 g durant 10 min avec du Hank’s balanced salt solution 

(HBSS) (Dutscher). 

 

3.1.3. Séquençage 

Le séquençage a été réalisé par la société Eurofins Genomics, à partir de 500 ng  de 

plasmide pMAF-HA en utilisant l’amorce sens MAF_ALL ou l’amorce anti-sens 

MAF_ALL, une amorce spécifique du promoteur T7 fréquemment associé au promoteur 

cytomégalovirus (CMV) dans les vecteurs pcDNA 3.1. et une amorce spécifique de la 

séquence de polyadénylation (bGH) qui permet que l’ARNm généré possède une queue 

poly(A) et soit fonctionnel (Tableau 5). Les résultats du séquençage ont été analysés 

par avec Snapgene version 5.3.1. 
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Tableau 5 –Description des amorces utilisées pour le séquençage de pMAF-HA 

 

 

3.1.4. Digestion enzymatique 

1 µg de plasmide pMAF-HA a été digéré durant 15 min à 37° C avec les enzymes de 

restriction EcoRI (Anza™11, Thermo Fisher Scientific) et/ou XbaI (Anza™12, Thermo 

Fisher Scientific) selon le protocole du kit Anza™ Buffer Set. Le plasmide non digéré, 

et les produit des digestions simples (EcoRI ou XbaI) ou double (EcoRI + XbaI) ont été 

ensuite déposés sur gel d’agarose 2% contenant de de GelRed à 1X, puis séparés en 

fonction de leur taille par électrophorèse (Power PAC 3000, Bio-Rad) durant 90 min à 

150 volts. Les gels ont été révélés en utilisant le système ChemiDoc™ XRS (logiciel 

Quantity One®, Biorad,). 

 

3.2. Extraction des ARN et Dosage 

Les ARNs ont été purifiés en utilisant le kit RNeasy® Plus Micro (Qiagen) selon le 

protocole du fabricant. Les ARN purifiés ont été dosés au Nanodrop 2000c à l’aide du 

logiciel Nanodrop 2000 Software version 1.6.198, puis 100 à 400 ng d’ARN ont été 

rétro-transcrits en utilisant la SuperScrit IV Reverse Transcriptase (Life Technologies) 

des random primers à 2,5 µM (Promega) selon le protocole du fabricant à l’aide du 

Thermocycleur GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosystems).  

Amorces Séquence Cible 

T7 spécifique TAATACGACTCACTATAGGG Promoteur T7 fréquemment associé au 

promoteur CMV du pcDNA 3.1 

MAF_ALL Sens CTGGCAATGAGCAACTCCGA Exon 1 – NT 825 à 844 

MAF_ALL 

Anti-sens 

GATGAGACGGCCGCACTG Exon 1 – NT 945 à 966 

bGH poly(A) TAGAAGGCACAGTCGAGG Séquence de terminaison poly(A) des 

ARNm importante pour leur traduction 

en protéines 
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3.3. PCR quantitative (qPCR) 

Les dosages d’expression  par PCR quantitative de MAF (MAF_201 et MAF_202) ou 

du contrôle endogène (GAPDH) sont réalisés à partir de sondes Taqman spécifiques des 

gènes d’intérêt (Tableau 6) marquées par le « reporter » FAM et le « quencher » MGB, 

du TaqMan™ Gene Expression Master Mix et à l’aide du QuantStudio 6 Flex Real-

Time PCR utilisant le logiciel QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR Software version 1.3.  

Tableau 6 – Sondes Taqman™ utilisées pour la quantification de MAF et de 

l’endogène 

 

 

 

 

L’expression des transcrits, donnée en expression relative, a été normalisée par rapport 

l’expression de la GAPDH (ΔCt) et analysée selon la formule : 2-ΔCt x 105 pour les 

lignées RAMOS et RPMI 8226, pour les B primaires à l’état basal issus du sang et de 

l’amygdale et pour les B stimulés in vitro selon les 3 conditions du modèle de 

différenciation et selon le modèle B10. 

 

4. EXPRESSION PROTEIQUE 

 

4.1. Cytométrie 

4.1.1. Discrimination phénotypique des LB en fonction de leur stade de 

différenciation 

A cause des multiples bifurcations au cours de la différenciation des LB, différentes 

stratégies ont été développées afin de discriminer les LB selon leur stade différenciation. 

Il est possible de séparer les LB en fonction des différents marqueurs de surface qu’ils 

expriment différemment au cours de la différenciation tels que le CD19, CD38, le CD27, 

Gène Référence Position 

GAPDH Hs02758991  

MAF_ALL Hs04185012 950 

MAF_201 Hs00193519 1948 

MAF_202 Hs02576418 6193 
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l’IgD et la production d’IgM. Les phénotypes des différentes sous-populations de LB 

sont récapitulés dans le Tableau 7. 

Tableau 7 – Tableau récapitulatif des phénotypes des LB au cours de leur 

différenciation 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LB NA : B mature naïf ; LB DN : B mémoire double-négatif ; LB USM : B mémoire non commuté ; 

LB SM : B mémoire commuté ; PB : plasmablaste ; PC : plasmocyte ; NC : non commuté ; C : 

commuté ;  

En cytométrie en flux, les sous-populations de LB peuvent être discriminées selon ces 

différents marqueurs dans les OLS et dans le sang périphérique en utilisant les 

marqueurs suivants : CD3, CD19, CD27, CD38, IgD et IgM. 

 

Dans l’amygdale, les sous-populations de LB sont discriminées en plusieurs étapes 

(Figure 16). Dans un premier temps (①), les LB sont discriminés des LT grâce à leur 

expression du CD19 antagoniste à celle du CD3 (marqueur des LT). Ensuite (②), les 

LB CG, les PB et les LB non-PB non-CG sont séparés selon leur expression de CD38 

et d’IgD. Par la suite (③), les différents LB mémoires sont séparés selon leur expression 

de CD27 et d’IgD. En parallèle (④), il possible d’identifier les PB ayant commutés et 

ceux n’ayant pas commutés selon leur expression  d’IgM. 

 

 

 CD19 CD27 CD38 IgD IgM Localisation 

LB NA + - Int Fort + Sang et OLS 

LB DN + - - - +/- Sang et OLS 

LB 

USM 
+ + int + fort 

Sang et OLS (MZ 

et follicule) 

LB SM + + faible - - Sang et OLS 

PBNC faible fort fort faible fort Sang et OLS 

PBc faible fort fort - - Sang, OLS et MO 

PCNC faible fort fort faible fort Sang et OLS 

PCC faible fort fort - - Sang, OLS et MO 



74 
 

Figure 16 – Stratégie de discrimination des sous-populations de LB dans 

l’amygdale 

 

Dans le sang périphérique, il n’y a pas de CG. Nous avons donc 5 sous-populations de 

LB à discriminer selon l’expression des mêmes marqueurs de surface que précédemment  

(Figure 17). Après la sélection des LB en utilisant le marqueur CD19 (①), les PB sont 

sélectionnés grâce leur très forte expression de CD27 et CD38 (②). Parmi les LB qui 

CD19 

C
D

3
 

LB 

LT 

IgD 

C
D

3
8

 

PB 

LB 
CG 

LB non-PB, 
non CG 

IgD 

C
D

2
7

 

B SM B USM 

B 
NA 

B 
DN 

IgM 

PB 

LB non-PB 
non-CG B 

PB IgM
+
 PB IgM

-
 

1 

2 3 

4 



75 
 

ne sont pas identifiés en tant que PB (B non-PB),  l’expression de CD27 et d’IgD permet 

de discriminer les LB NA,  les LB USM, les LB SM et les LB DN (③).  

Figure 17 - Stratégie de discrimination des sous-populations de LB dans le sang  

 

 

4.1.2. Marquage MAF  

Les cellules ont été perméabilisées avec tampon Fix/Perm (Transcription Factor Buffer 

Set, BD) durant 40 min à 4°C, puis lavées par centrifugation à 450 g à 4°C avec le 

tampon Perm/Wash (Transcription Factor Buffer Set) et incubées dans ce même tampon 

avec un Ac anti-c-Maf (clone T54-853, BD Biosciences) à une concentration de 6,6 

µg/mL.  
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4.1.3. Marquage extracellulaire dans les LB primaires 

Les cellules ont d’abord été incubées en PBS durant 30 min à 4°C avec le panel d’Ac de 

surface (Beckman Coulter) décrit dans le Tableau 8. 

 

Tableau 8 – Marquage extracellulaire des LB 

Amygdale  Sang 

Marqueur Clones   Marqueur Clones  

CD19 J3-119  CD19 J3-119 

CD27 1A4CD27  CD27 1A4CD27 

CD38 LS198-4-3  CD38 LS198-4-3 

IgD IA6-2  IgD IA6-2 

IgM SA-DA4    

 

4.1.4. Marquage intracellulaire dans les LB primaires 

 

4.1.4.1. Marquage MAF 

Les cellules sont ensuite lavées par centrifugation à 450 g à 4°C en PBS puis 

perméabilisées comme décrit précédemment. Elles sont ensuite incubées avec l’Ac anti-

c-Maf (clone T54-853) à une concentration de 6,6 µg/mL.  

4.1.4.2. Marquage IL-10 et MAF/IL-10 

Durant 4 h, les LB sont stimulés à 37°C en présence de Phorbol Myristate Acetate 

(PMA) (50 ng/µL, Merck Millipore), ionomycine (1 µg/mL, Merck Millipore) et 

brefeldine A (10 µg/mL, Merck Millipore). Les LB sont d’abord incubés durant 30 min 

avec les Ac CD19, CD27, CD38 et IgD dans du PBS à TA pour le marquage 

extracellulaire. Les B sont ensuite lavés par centrifugation à 450 g durant 5 min à TA, 

puis perméabilisés dans un tampon CytoFix/Perm (CytoFast Fix/Perm, Bioloegend) 

durant 20 min à TA. Les cellules sont lavées par centrifugation à 450 g durant 5 min à 

TA dans le tampon CytoPerm/Wash (CytoFast Fix/Perm, Bioloegend),  puis incubés 

avec  l’Ac anti-IL-10 (JES3-9D7, Biolegend) ou les Ac anti-MAF + anti-IL-10 durant 
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20 min à TA dans le même tampon. Les LB sont lavés par centrifugation à 450 g durant 

5 min à TA en PBS. 

 

4.1.5. Acquisition des données de cytométrie 

L’acquisition est réalisée avec un cytomètre Navios II (Beckman Coulter) en utilisant le 

logiciel Navios™ data acquisition and analysis software version 1.3. Les analyses sont 

ensuite effectuées avec les logiciels Kaluza Analysis (v 2.1), puis FlowJo (v 10.8.0). 

 

4.2. Western Blot 

4.2.1. Extraction de protéines et Dosage 

Les cellules ont été lavées par centrifugation à 300 g en PBS à TA, puis lysées avec le 

tampon RIPA Lysis Buffer (Thermo Scientific) supplémenté avec 1 % de Protease 

Inhibitor Cocktail (Sigma Aldrich) durant 10 min à 4° C sur un agitateur rotatif (Thermo 

Scientific). Le lysat cellulaire a été ensuite centrifugé à 14 000 g durant 15 min à 4°C. 

Le lysat protéique (surnageant) a ensuite été séparé des débris cellulaires (culot), puis 

conservé à – 80 °C jusqu’à l’étape suivante. 

Le dosage des lysats protéiques a été réalisé en plaque 96 puits (Thermo Fisher 

Scientific) selon le protocole du kit Micro BCA™ protein assay (Thermo Fisher 

Scientific) en utilisant le lecteur de plaque Multiskan Go microplate spectrophotometer 

(Thermo Fisher Scientific) et le logiciel associé Skan It version 3.2 (Thermo Fisher 

Scientific). Les calculs permettant d’obtenir la concentration protéique des lysats à partir 

de l’absorbance et la concentration de la gamme étalon ont été réalisés sur Microsoft 

Excel. 

 

4.2.2. Electrophorèse, Transfert et Marquage 

 20 µg de protéines extraites ont été traitées avec du tampon réducteur Laemmli  2X (1,8 

% de β-mercaptoéthanol ; Sigma Aldrich) pour les lignées et 10 µg de protéines traitées 

avec un tampon Laemmli 5X pour les B primaires, puis séparées sur SDS-PAGE avec 
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une solution à 10 % d'acrylamide/bis (37,5:1) (Biorad) par électrophorèse verticale 

(Mini-PROTEAN® Tetra, Biorad) à 120 V durant 20 min puis à 160 V, 45 min. Les 

protéines séparées ont ensuite été transférées sur une membrane PVDF de 0,2 µm 

(Biorad) à l'aide d’un appareil de transfert semi-sec Trans-Blot® SD (Biorad) à 20 V 

pendant 90 min. Après lavage au Tris Buffered Saline 0,1% Tween (Sigma) (TBST), la 

membrane a été bloquée pendant 1h dans du TBST contenant 5% de lait écrémé 

deshydraté (pour c-MAF) ou 5% de BSA (Sigma) (pour GAPDH) à température 

ambiante. La membrane a ensuite été incubée dans une solution d’Ac de lapin, rabbit 

polyclonal anti-MAF αM1 (polyclonal 1, ProteinTech), rabbit polyclonal anti-MAF  

αM2 (polyclonal 2, Active Motif), rabbit polyclonal anti-MAF αM3 (polyclonal 3, 

Invitrogen) ou  rabbit monoclonal anti-MAF BLR045F (Bethyl) à  respectivement à 0,7 

µg/mL (polyclonal 1), 5 µg/mL (polyclonal 2 et 3) et 1 µg/mL (monoclonal) dans du 

TBST contenant 1 % de lait écrémé deshydraté pendant 2 h à température ambiante 

(αM1) ou pendant une nuit à 4°C (BLR045F, αM2 et αM3). L'Ac secondaire utilisé était 

un Ac anti-Rabbit Donkey IgG (H+L) conjugué à la peroxydase (Sigma Aldrich) à 0,2 

µg/mL dans 1 % de lait écrémé deshydraté TBST pendant une h à température ambiante. 

L’Ac rabbit polyclonal anti-GAPDH (Abcam) couplé à la HRP à 0,1 µg/mL dans du 

TBST contenant 1% de BSA et la membrane a été incubés pendant une nuit.  

Les membranes PVDF ont été révélées par chimioluminescence (avec le substrat 

Immobilon Fort Western HRP, Merck Millipore) en utilisant le système ChemiDoc™ 

XRS (Biorad, logiciel Quantity One®). 

 

4.3. Immunoprécipitation 

Les cellules RPMI 8226 ont été lysées à l’aide du tampon IP Lysis/Wash Buffer fourni 

dans le kit Pierce™ Direct IP (Thermo Scientific). A partir d’1 mg du lysat total des 

cellules, la protéine MAF a été immunoprécipitée à l’aide de l’Ac anti-MAF monoclonal 

BLR045F  (Bethyl) ou de l’Ac polyclonal αM1 (ProteinTech), tous deux à 35 µg/mL 

dans le Coupling Buffer 1X, selon le protocole du kit Pierce™ Direct IP Kit (Thermo 

Scientific). L’immunoprécipitat obtenu a ensuite été traité avec un tampon non réducteur 

du kit Non-Reducing Lane Marker Sample Buffer (5X) (0,3M Tris•HCl, 5% SDS, 50% 



79 
 

glycerol), puis séparé sur SDS-PAGE avec une solution à 10 % d'acrylamide/bis (37,5:1)  

par électrophorèse verticale à 120 V durant 20 min puis à 160 V, 45 min. Les protéines 

séparées ont ensuite été transférées sur une membrane PVDF de 0,2 µm à l'aide d’un 

appareil de transfert semi-sec Trans-Blot® SD à 20 V pendant 90 min. Les membranes 

ont été incubées avec soit l’Ac anti-MAF monoclonal BLR045F, soit avec l’Ac 

polyclonal αM1 selon le protocole de western-blot expliqué précédemment.  

 

5. Logiciel d’analyses statistiques 

Tous les  tests statistiques ont été réalisés en utilisant le logiciel Prism Graphpad version 

8.0.2.  
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RESULTATS 
 

PARTIE I : VALIDATION DE DIFFERENTS OUTILS POUR LA DETECTION 

DE MAF  

 

Parmi les nombreuses études autour de la protéine MAF menées chez l’Homme, seules 

trois s’intéressent aux différents variants transcriptionnels et des isoformes protéiques 

de MAF et peu d’entre elles les décrivent clairement. La première étude à décrire deux 

variants de MAF s'appuie essentiellement sur la base de données GenBank 

(AF055376.1) (Chesi et al., 1998). Une seconde étude dans les macrophages décrit deux 

isoformes humaines de MAF appelées « MAF long » et « MAF court » selon les 

informations relatives à l’isoforme murine découverte par Kurshner et Morgan (Cao et 

al., 2005). Une troisième étude n’apporte aucune indication sur la source de données 

utilisée pour la description des deux isoformes appelés ici « c-MAF-a » pour l’isoforme 

longue et « c-MAF-b » pour l’isoforme courte (Aschenbrenner et al., 2018). L’impact 

de leur surexpression respective est analysée sur la production d’IL-10 par les Th17 IL-

10- . Par ailleurs, il pourrait exister une troisième isoforme de MAF, décrite dans une 

revue selon les informations prédictives présentes dans les différentes bases de données 

(Imbratta et al., 2020) mais n’a jais été confirmée expérimentalement.  

Ainsi, face à ce manque d’informations dans la littérature, nous avons réalisé des 

analyses à partir de plusieurs bases de données et d’outils de prédiction de MPT 

(phosphorylation, sumoylation, ubiquitination et glycosylation) pour mieux définir les 

variants et isoformes du FT MAF. Ensuite, nous avons mis en place une approche 

expérimentale qui permet de les détecter avec différents outils et de les caractériser. 

 

1. EXPLORATION IN SILICO DES VARIANTS ET ISOFORMES DE MAF 

 

1.1. Variants et isoformes de MAF résultant de différents mécanismes d’épissage  
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Le gène MAF humain est situé sur le chromosome 16 position q23.2. Deux variants du 

gène MAF humain ont été décrits dans la littérature (Chesi et al., 1998) selon la base de 

données Genbank. Selon la base de données Ensembl!, le variant MAF_201 de 2 646 

bases est identifié comme le transcrit court (Ensembl!, ENST00000326043.5) et le 

variant MAF_202 de 6 384 bases comme le transcrit long (Ensembl!, 

ENST00000393350.1)  (Figure 18).  

Figure 18 – Représentation des transcrits MAF_201 et MAF_202 humains. 

L’intron 1-2 représenté par une ligne noire entre les deux exons est soit épissé (lignes en pointillés) dans 

le variant MAF_201, soit retenu (rectangle gris) dans le variant MAF_202. La séquence codante ou 

cadre ouvert de lecture (ORF) est représenté par une accolade rose. 

 

Le transcrit long MAF_202 est obtenu par un mécanisme de rétention de l’intron 1-2. 

Le transcrit court MAF_201 est composé des exons 1 (1953 bases) et 2 (693 bases). Sa 

séquence codante de 1 212 bases est traduite en une protéine longue contenant 403 

acides aminés (AA), soit une masse moléculaire  prédictive de 42,0 kDa. Plus 

précisément, l’exon 1 code la région comprenant les AA 1 à 373 de la protéine longue 

et l’exon 2 code les AA 374 à 403. 

La rétention de l’unique intron dans le transcrit MAF_202 induit la présence d’un codon 

stop prématuré. Par conséquent, l’ORF de 1 122 bases est traduit en une protéine 
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tronquée de 373 AA, codée uniquement par l’exon 1, dont la masse moléculaire 

prédictive est de 38,5 kDa (Figure 19).  

Figure 19 - Représentation des protéines MAF humaines codées par les variants 

MAF_201 et MAF_202. 

 

D’après la base de données Ensembl!, le variant MAF_203 (ENST00000569649.1) de 

2 029 bases, documenté dans une seule revue (Imbratta et al., 2020), serait composé de 

l’exon 1 (1953 bases) et d’un autre exon nommé ici 2’ (99 bases) (Figure 20).  

 

Figure 20 - Représentation du transcrit MAF_203 et de la protéine prédictive 

correspondante. 

Les pointillés de l’intron 2-2’ indiquent qu’il a été représenté sans tenir compte de l’échelle, due à sa 

taille. 
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L’ORF de 1151 bases du transcrit MAF_203 sont traduites en une protéine nommée ici, 

MAF medium de 383 AA, soit une masse moléculaire prédictive de 39,5 kDa. La 

protéine MAF medium contiendrait 10 AA de plus que la protéine courte, suggérant une 

potentielle homologie avec la protéine longue murine codée par le transcrit murin 

MAF_201 (3.2.Transcrits et protéines MAF décrites) (Huang et al, 2002). A nouveau, 

l’exon 1 code pour les AA 1 à 373 et l’exon 2’ pour ces 10 AA. Le rôle de la protéine 

MAF medium reste non défini. 

 

1.2. Analyse comparative des protéines MAF longue et courte 

Afin de savoir si les protéines MAF longue et MAF courte peuvent avoir des rôles 

différents, nous avons réalisé une analyse comparative de leurs séquences protéiques. 

Un alignement des séquences d’AA a été fait selon la méthode Needleman-Wunsch qui 

évalue l’homologie sur toute la longueur des deux séquences protéiques (Figure 21).  

Figure 21 - Alignement protéique de MAF court et MAF long. 

Les séquences protéiques de MAF court (C) et MAF long (L) ont été alignées Snapgene. Les AA 

identiques sont représentés en noir et ceux manquants ou différents en rouge. Les tirets représentent des 

AA manquants. Les différents domaines des protéines MAF sont indiqués en jaune (TAD), en vert 

(Charnière), en rouge (EHR), en bleu (bZIP) et en violet (C-ter). 

 

2’ 

 1   MASELAMSNSDLPTSPLAMEYVNDFDLMKFEVKKEPVETDRIISQCGRLIAGGSLSSTPMSTPCSSVPPS 

 1   MASELAMSNSDLPTSPLAMEYVNDFDLMKFEVKKEPVETDRIISQCGRLIAGGSLSSTPMSTPCSSVPPS 

 

 71  PSFSAPSPGSGSEQKAHLEDYYWMTGYPQQLNPEALGFSPEDAVEALISNSHQLQGGFDGYARGAQQLAA 

 71  PSFSAPSPGSGSEQKAHLEDYYWMTGYPQQLNPEALGFSPEDAVEALISNSHQLQGGFDGYARGAQQLAA 

 

 141 AAGAGAGASLGGSGEEMGPAAAVVSAVIAAAAAQSGAGPHYHHHHHHAAGHHHHPTAGAPGAAGSAAASA 

 141 AAGAGAGASLGGSGEEMGPAAAVVSAVIAAAAAQSGAGPHYHHHHHHAAGHHHHPTAGAPGAAGSAAASA 

 

 211 GGAGGAGGGGPASAGGGGGGGGGGGGGGAAGAGGALHPHHAAGGLHFDDRFSDEQLVTMSVRELNRQLRG 

 211 GGAGGAGGGGPASAGGGGGGGGGGGGGGAAGAGGALHPHHAAGGLHFDDRFSDEQLVTMSVRELNRQLRG 

 

 281 VSKEEVIRLKQKRRTLKNRGYAQSCRFKRVQQRHVLESEKNQLLQQVDHLKQEISRLVRERDAYKEKYEK 

 281 VSKEEVIRLKQKRRTLKNRGYAQSCRFKRVQQRHVLESEKNQLLQQVDHLKQEISRLVRERDAYKEKYEK 
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Comme attendu, l’alignement des séquences a révélé des différences au niveau du 

domaine C-terminal codé par les AA 372 à 403 mais pas au niveau des domaines TAD 

et bZIP impliqués dans les interactions avec l’ADN et les partenaires, suggérant des 

cibles et des partenaires similaires entre les isoformes courte et longue. Cette différence 

de 31 AA dans le domaine C-ter pourrait aussi être responsable d’une conformation 

spatiale différente entre les isoformes, ce qui pourrait impacter l’accessibilité des sites 

d’interactions. 

 

1.3.  Homologie homme/souris  

Les isoformes de MAF ont d’abord été mise en évidence chez la souris.  La description 

des isoformes murines de MAF (Kurshner et Morgan, 1995; Huang et al, 2002) et 

humaines (Ensembl !) indiquent des masses moléculaires semblables. Etant donné que 

de nombreuses études de MAF sont réalisées chez la souris, nous avons réalisé des 

alignements globaux des protéines humaines et murines. Les alignements (Figure 22), 

dont les conclusions sont récapitulées dans le Tableau 9,  révèlent que les protéines 

codées par les transcrits MAF_203 humain et MAF_201 murin sont semblables à 97,8 

% et celles codées par les transcrits MAF_202 humain et murin présentent une similitude 

à hauteur de 98,1 %. Aucune correspondance à la protéine longue humaine n’a été 

trouvée chez la souris.  
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Figure 22 – Alignement des protéines MAF humaines et murines 
(A) Alignement des protéines MAF courtes humaine et murine. (B) Alignement la protéine MAF 

longue murine et la protéine MAF medium humaine. Les protéines humaines sont soulignées. Les 

AA identiques sont représentés en noir et les AA manquants ou différents en rouge. 

 

 

 

 

 

 

A 

B 
1   MASELAMSNSDLPTSPLAMEYVNDFDLMKFEVKKEPVETDRIISQCGRLIAGGSLSSTPMSTPCSSVPPS 

1   MASELAMNNSDLPTSPLAMEYVNDFDLMKFEVKKEPVETDRIISQCGRLIAGGSLSSTPMSTPCSSVPPS 

 
71  PSFSAPSPGSGSEQKAHLEDYYWMTGYPQQLNPEALGFSPEDAVEALISNSHQLQGGFDGYARGAQQLAA 
71  PSFSAPSPGSGSEQKAHLEDYYWMTGYPQQLNPEALGFSPEDAVEALISNSHQLQGGFDGYARGAQQLAA 

 
141 AAGAGAGASLGGSGEEMGPAAAVVSAVIAAAAAQSGAGPHYHHHHHHAAGHHHHPTAGAPGAAGSAAASA 

141 AAGAGAGASLGGSGEEMGPAAAVVSAVIAAAAAQSGAAPHYHHHHHHAAGHHHHPTAGAPGAAGGASASA 

 
211 GGAGGAGGGGPASAGGGGGGGGGGGGGGAAGAGGALHPHHAAGGLHFDDRFSDEQLVTMSVRELNRQLRG 

211 SGAGGAGGGGPASA---GGGGGGGGGGGTAGAGGALHPHHAAGGLHFDDRFSDEQLVTMSVRELNRQLRG 

 
281 VSKEEVIRLKQKRRTLKNRGYAQSCRFKRVQQRHVLESEKNQLLQQVDHLKQEISRLVRERDAYKEKYEK 
278 VSKEEVIRLKQKRRTLKNRGYAQSCRFKRVQQRHVLESEKNQLLQQVDHLKQEISRLVRERDAYKEKYEK 

 
351 LVSSGFRENGSSSDNPSSPEFFMYPRESSTSVM 

348 LVSNGFRENGSSSDNPSSPEFFMCVCVCALFIL 

1   MASELAMNNSDLPTSPLAMEYVNDFDLMKFEVKKEPVETDRIISQCGRLIAGGSLSSTPMSTPCSSVPPS 
1   MASELAMSNSDLPTSPLAMEYVNDFDLMKFEVKKEPVETDRIISQCGRLIAGGSLSSTPMSTPCSSVPPS 

 
71  PSFSAPSPGSGSEQKAHLEDYYWMTGYPQQLNPEALGFSPEDAVEALISNSHQLQGGFDGYARGAQQLAA 

71  PSFSAPSPGSGSEQKAHLEDYYWMTGYPQQLNPEALGFSPEDAVEALISNSHQLQGGFDGYARGAQQLAA 

 
141 AAGAGAGASLGGSGEEMGPAAAVVSAVIAAAAAQSGAAPHYHHHHHHAAGHHHHPTAGAPGAAGGASASA 
141 AAGAGAGASLGGSGEEMGPAAAVVSAVIAAAAAQSGAGPHYHHHHHHAAGHHHHPTAGAPGAAGSAAASA 

 
211 SGAGGAGGGGPASA---GGGGGGGGGGGTAGAGGALHPHHAAGGLHFDDRFSDEQLVTMSVRELNRQLRG 
211 GGAGGAGGGGPASAGGGGGGGGGGGGGGAAGAGGALHPHHAAGGLHFDDRFSDEQLVTMSVRELNRQLRG 

 
278 VSKEEVIRLKQKRRTLKNRGYAQSCRFKRVQQRHVLESEKNQLLQQVDHLKQEISRLVRERDAYKEKYEK 

281 VSKEEVIRLKQKRRTLKNRGYAQSCRFKRVQQRHVLESEKNQLLQQVDHLKQEISRLVRERDAYKEKYEK 

 
348 LVSNGFRENGSSSDNPSSPEFFM 
351 LVSSGFRENGSSSDNPSSPEFFM 
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Tableau 9 – Transcrits et protéines MAF : Homologie entre l’Homme et la souris 

Espèce Nom 

Transcrits Protéines 

Homologie 
Taille 

ARNm 

(bases) 

Exons 

(nombre) 

Taille 

exons 

(bases) 

ORF Nom 
Taille 

(AA) 

Taille 

(kDa) 

Humain 

MAF_201 2646 2 
1953  

716 
1212 

MAF 

long 
403 42,0  

MAF_202 6384 1 1953 1122 
MAF 

court 
373 38,5 98,1 % 

MAF_203 2052 2 
1953 

99 
1152 

MAF 

medium 
383 39,5 97,8 % 

Murin 

MAF_201 3223 3 

1341 

60 

1819 

1143 

LcMAF 

(MAF 

long) 

380 39,5 97,8 % 

MAF_202 3642 1 3642 1113 
MAF 

court 
370 38,5 98,1 % 

Les résultats de l’alignement de la protéine MAF courte humaine avec la protéine MAF courte murine 

sont indiqués en beige et ceux de l’alignement de la protéine MAF medium humaine avec la protéine 

MAF longue murine, en jaune.  

 

1.4.  Modifications post-traductionnelles de MAF 

Dans l’introduction, nous avons présenté les MPT connues des protéines MAF 

(ubiquitination, sumoylation et phosphorylation) et leurs implications majeures dans la 

fonction et la dégradation du FT. Par conséquent, nous avons utilisé différents outils de 

prédiction pour mettre en évidence d’autres sites de MPT de MAF. 

 

1.4.1. Mise en évidence de sites potentiels de phosphorylation de MAF 

L’outil de prédiction de sites de phosphorylation NetPhos version 3.1 (Blom et al., 1999 

; Blom et al., 2004) permet de prédire des sites de phosphorylation sur des sérines, 

thréonines et tyrosines pour 17 kinases dont GSK-3, p38 MAPK, CDK5 et PKA, 

décrites pour leur régulation de l’activité de MAF (Figure 10). L’outil NetPhos 3.1 

réalise une prédiction à partir de protéines présentant des sites consensus de 

phosphorylation similaires dans les bases de données et attribue un score de 0 à 1, qui 

correspond à la probabilité que les sites de phosphorylation soient vrais et phosphorylés 

par la kinase associée. Les scores supérieurs à 0,5 correspondent à une prédiction définie 

comme étant acceptable.  
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Figure 23 - Sites prédictifs de phosphorylation de MAF et kinases associées 

La protéine MAF longue de 403 AA est utilisée comme matrice.  

S : sérine ; T : thréonine ; Y : lysine ; cdc2 : kinase dépendante de la cycline 1 ; PKC : protéine kinase 

C ; PKA : protéine kinase A ; PKG : protéine kinase G ; CDK5 : kinase dépendante de la cycline 5 ; 

GSK3 : glycogène synthase kinase 3 ; p38 MAPK : protéines kinases activées par les mitogènes p38 ; 

DNAPK : protéine kinase dépendante de l’ADN ; ATM : protéine mutée dans le syndrome d'ataxie 

télangiectasie ; CKI : caséine kinase 1 ;  CKII : caséine kinase 2 ; EGFR : récepteur du facteur de 

croissance épidermique ;  INSR : récepteur à l’insuline. 

 

L’utilisation de cet outil permet de mettre en évidence 30 sites potentiels de 

phosphorylation de MAF avec des kinases associées et des scores de confiance 

supérieurs à 0,5 (Figure 23, Tableau A1 en Annexe 4). Parmi les 30 sites mis en 

évidence, 16 sites sont phosphorylés par la kinase PKC et 9 par la kinase Cdc2. Parmi 

les sites prédits, 5 sites (S54, S62 et S66 phosphorylés par GSK-3, S58 par la p38 MAPK 

et Y92 par la kinase TEC) préalablement décrits dans les LT (Rocques et al., 2007 ; Lai 

et al., 2012 ; Liu et al., 2015) sont phosphorylés par d’autres kinases tels que le résidu 

S54 qui peut être phosphorylé par les kinases PKC, PKA et Cdc2 et le résidu T58 

phosphorylé par les kinases CDK5 et Cdc2. Les résidus S66, T62 et Y92 peuvent être 

phosphorylés respectivement par les kinases PKC, CDK5 et SRC. 
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En parallèle, cet outil identifie aussi des sites de phosphorylation sans associer de kinase. 

Selon le même procédé, un score de confiance est attribué. 16 sites parmi les 30 

préalablement prédits ont pu être mis évidence avec des scores de confiance élevés 

(supérieurs à 0,7) et 4 sites supplémentaires, avec des scores de confiance supérieurs à 

0,8 (Figure 24, Tableau A2 en Annexe 4). 

Figure 24- Sites prédictifs de phosphorylation de MAF 

Les sites indiqués en noir correspondent aux sites communs avec la précédente prédiction (avec une 

kinase identifiée) et ceux en bleu correspondent aux sites supplémentaires qui n’apparaissaient pas 

dans la précédente prédiction. 

 

En conclusion, ces résultats suggèrent une multitude d’isoformes phosphorylées. Un 

groupement phosphoryl a une taille approximative d’1 kDa, suggérant des masses 

moléculaires variables entre 1 et 34 kDa supplémentaires dépendant du nombre de sites 

phosphorylés. En regard de l’implication de la phosphorylation dans la stabilité et 

l’activité de MAF, ces données suggèrent des modulations importantes de ces deux 

paramètres. 
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1.4.2. Confirmation des sites connus de SUMOylation de MAF 

Nous avons utilisé un outil permettant la prédiction de résidus sumoylés sur la protéine 

MAF (GPS-SUMO, Zhao et al., 2014) afin de mettre en évidence d’autres sites de 

SUMOylation, toujours en attribuant un score de confiance basé sur le même procédé 

de calcul. 

Le site de SUMOylation en position K33, décrit pour son atténuation de la fixation de 

MAF sur le promoteur de l’IL4 dans les T CD4+ et les deux autres sites en position K29 

et K331 prédits grâce au logiciel ELM dans l’étude de Lin (Lin et al., 2010) ont été 

confirmés par l’outil GPS-SUMO avec des scores de confiance très élevés (scores ≥ 0,8 ; 

Tableau A3 en Annexe 4).   

La protéine MAF SUMOylée par la SUMO-1 (en position K33) présente une masse 

moléculaire de 70 kDa (Lin et al., 2010). 

 

1.4.3. Mise en évidence de sites potentiels d’ubiquitination de MAF 

Afin de mettre en évidence les sites d’ubiquitination de MAF, l’outil GPS-Uber (Wang 

et al., 2022) a été utilisé. Il permet d’identifier les résidus potentiellement ubiquitinylés 

par les ubiquitine-ligases E3 (Figure 25, Tableau A4 en Annexe 4) en attribuant un 

score de confiance (calculé comme précédemment). 

 

Figure 25 - Schéma représentatif des sites prédictifs d’ubiquitination 
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Parmi les 15 sites d’ubiquitination par les E3 ubiquitine-ligases ont été prédits sur la 

protéine MAF dont 13 par les ligases de la famille « CULLIN RING» (CRL), 8 par les 

ligases de la famille HECT, 3 par celles de la famille « RING between RING » (RBR)  

et 6 par celles de la famille RING. Parmi ces 15 sites, 3 d’entre-eux sont déjà décrits 

dans la littérature (K85, K331 et K297) (Xu et al., 2017 ; Zhang et al., 2016) et 3 sont 

communs aux sites de sumoylation (K29, K33 et K331). Les sites d’ubiquitination 

présents sur le domaine bZIP en position K292, K297, K308 et K347 sont entourés de 

plusieurs sites de phosphorylation (T295, Y301, Y304 et Y344), suggérant une 

interrelation de ces processus. 

En conclusion, ces données suggèrent une grande variété d’isoformes ubiquitinylées de 

MAF, suggérant des masses moléculaires variables de MAF et une fine régulation de sa 

stabilité via sa dégradation par le système ubiquitine-protéasome. 

 

1.4.4. Mise en évidence de sites potentiels d’O- et N-glycosylation de MAF 

Nous nous sommes intéressés aux processus de O- et N-glycosylation de la protéine 

MAF. Le TAD est un domaine riche en sérine  (Figure 21; Blank et Andrews, 1997) et 

constitue une zone propice à l’O-glycosylation. Deux outils NetOGlyc version 4.0 

(Steentoft et al., 2013) et NetNGlyc version 1.0 (Gupta et Brunak, 2002) basés sur des 

scores de confiance, ont été utilisés. 13 sites d’O-glycosylation (score supérieur à 0,7) 

situés dans le TAD de la position S3 à S80, 6 autres dans domaine charnière de S149 à 

S223 et 1 au début du domaine bZIP en position S304 ont été mis en évidence (Tableau 

A5 en Annexe 4, Figure 26). Deux autres sites d’O-glycosylation dans le domaine C-

ter en position T377 et S383 non présents sur l’isoforme courte de MAF sont mis en 

exergue. En parallèle, deux sites de N-glycosylation ont été prédits par l’outil NetNglyc 

dans le domaine C-ter en position N359 et N365.  
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Figure 26 - Représentation schématique des sites prédictifs d’O- et N-glycosylation 

des protéines c-MAF, en utilisant la protéine longue comme matrice.  

 

Cette analyse révèle une dominance de O-glycosylation comparé à la N-glycosylation 

sur la protéine MAF. La prédiction de nombreux sites de glycosylation de MAF au 

niveau des domaines impliqués dans l’interaction avec l’ADN et les protéines 

partenaires (TAd et bZIP), suggèrent que la capacité de transactivation, la formation de 

dimères avec des partenaires et la stabilité des protéines MAF pourraient être impactées 

par des MPT.  

 

L’existence de différents variants et isoformes complexifie l’analyse du FT MAF. En 

prenant en compte le nombre de sites prédictifs de MPT et la diversité des MPT des 

protéines MAF, il pourrait y avoir une multitude d’isoformes possibles.  Ces résultats 

suggèrent également que les protéines MAF pourraient avoir des masses moléculaires 

différentes en fonction des MPT et du nombre de sites modifiés. 

 

 

1.5. Structure tertiaire des protéines MAF 

 

A ce jour, aucune étude n’a mis en évidence la structure tertiaire de MAF. Seule la 

structure de MAFG, appartenant de la famille des MAF court, a été mise en évidence 

par cristallographie (Kurokawa et al., 2009). Au sein de la famille MAF, les domaines 
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EHR et bZIP sont décrits pour leur haute conservation (Imbratta et al., 2020), indiquant 

qu’ils sont semblables entre MAF et MAFG.  

Nous avons utilisé l’outil AlphaFold DB (Jumper et al., 2021; Varadi et al., 2022) qui 

permet une prédiction de la structure tertiaire de MAF (Figure 27, Tableau A6 en 

Annexe 5) basé sur un score de confiance associé à chaque AA. Alpha Fold DB identifie 

et aligne la protéine d’intérêt aux protéines similaires dans la base de données Protein 

Data Bank. Cela permet de mettre en place une structure prédictive basée sur les 

protéines similaires dont la structure est connue. Le score obtenu (pLDDT) correspond 

à la distance entre chaque AA de la structure prédite et celui correspondant dans les 

structures de protéines similaires. Le score obtenu est compris entre 0 à 100 et indique 

la fiabilité de la prédiction (Tableau A6). Plus le score est élevé, plus la prédiction est 

fiable. Le modèle de l’outil AlphaFold catégorise ensuite les scores en 4 

groupes (Figure 27), permettant de visualiser la structure en fonction du score de 

confiance obtenu. 
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Figure 27 – Structure tertiaire prédictive de MAF 

 

Le résultat de cette prédiction structurale a montré un haut score de confiance (>70) pour 

les AA en position 259 à 355 correspondants aux régions communes avec MAFG (EHR 

et bZIP) (Tableau A6 en Annexe 5). En revanche, le score de prédiction structural est 

faible (< 50) pour les AA correspondant à la partie N-ter du domaine charnière et aux 

domaines TAD et C-ter. Ces données indiquent que la structure prédite au niveau des 

domaines TAD, C-ter et charnière (côté N-ter) a peu de chance de correspondre à la 

structure réelle de MAF, suggérant que cette partie de la séquence de MAF n’a pas 

d’équivalents dont la structure tertiaire est connue. 
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2. ETUDE DE L’EXPRESSION DES VARIANTS MAF DANS LES 

LIGNEES DE LB HUMAINS 

 

Selon l’équipe de Kang, l’analyse de l’expression globale du FT MAF est réalisée en 

utilisant des amorces ciblant l’exon 1 qui est commun aux différents variants chez 

l’homme (Kang et al., 2017). Dans l’optique de mettre au point l’analyse de l’expression 

des transcrits MAF, nous avons utilisé différentes sondes TaqMan™ commerciales pour 

en cibler l’expression par RT-qPCR, ceci dans deux lignées de LB, l’une issue de 

lymphome de Burkitt (RAMOS) et l’autre, de myélome multiple (MM) plasmocytaire 

(RPMI 8226).  

Dans cette dernière, les plasmocytes présentent des translocations du locus de l’IGH. La 

translocation t(14 ;16) dissocie la région intronique des séquences amplificatrices 

(« enhancer ») de l’IGH sur le chromosome 14 et induit leur juxtaposition au niveau du 

locus du gène MAF sur le chromosome 16 (Chng et al., 2007; Natkunam et al., 2009). 

La transcription du gène MAF est réalisée sous le contrôle des séquences enhancers de 

l’IgH (Chesi et Bergasgel, 2011). Cela conduit à une surexpression de MAF et définit 

cette lignée comme un contrôle positif idéal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



95 
 

2.1. Présentation des sondes utilisées pour détecter les variants MAF 

Pour cette étude, nous avons utilisé une sonde MAF_ALL ciblant l’exon 1 (commun à 

tous les transcrits), une sonde spécifique du transcrit MAF_201 ciblant la jonction entre 

l’exon 1 et l’exon 2 et une sonde spécifique du transcrit MAF_202 ciblant la fin de 

l’intron 1-2 et le début de l’exon 2 (Figure 28).   

Figure 28- Représentation du positionnement des 3 sondes TaqMan™ sur les 

transcrits MAF_201 et MAF_202. 
Le positionnement de chaque sonde est indiqué par une flèche. Sur le schéma, la sonde MAF_ALL cible 

le nucléotide 950, la sonde MAF_201, le nucléotide 1948 et la sonde MAF_202, le nucléotide 6193. 

 

2.2. Analyse de l’expression de MAF dans les lignées RAMOS et RPMI 8226 

Les histogrammes suivants présentent les résultats obtenus par RT-qPCR pour les 2 

lignées cellulaires. L’expression globale des transcrits MAF et celle de chaque transcrit 

dans la lignée de lymphome de Burkitt (RAMOS) et la lignée de MM (RPMI 8226) ont 

été analysées par RT-qPCR (Figure 29).  
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Figure 29 - Expression des transcrits MAF dans les lignées dérivées de LB  
Analyse de l’expression relative du gène MAF (GAPDH, gène de référence) et celles de ses 2 variants 

MAF_201 et MAF_202 par RT-qPCR dans les lignées RAMOS et RPMI 8226.  Les résultats sont 

exprimés en moyenne ± SEM. N= 5 (expression globale du gène) et N= 7 (expression des 2 variants).  

 

Aucun transcrit MAF n’est exprimé dans la lignée RAMOS. Seule la lignée RPMI 8226 

exprime les deux transcrits, MAF_201 et MAF_202.  

 

3. VALIDATION DES OUTILS DE DETECTION DE LA PROTEINE MAF 

 

Nous avons mis en œuvre plusieurs approches utilisant différents clones d’Ac 

(polyclonaux et monoclonaux) pour détecter les protéines MAF par cytométrie en flux 

et par western blot avec ou sans immunoprécipitation (IP) en amont.  

 

3.1. Présentation des Ac  

3.1.1. Les Ac de cytométrie en flux 

La détection des protéines MAF chez l’Homme a été réalisée en utilisant 2 clones : T54-

853 et sym0F1. Le premier Ac monoclonal anti-MAF (T54-853) met en évidence 

l’expression globale de MAF dans les LTreg de type 1 (Apetoh et al., 2010), les 

macrophages (Van den Bosch et al., 2014) et les LT CD4+ (Alhers et al., 2022). L’Ac 

monoclonal sym0F1 reconnaît les deux isoformes de MAF obtenues après la 
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surexpression du transcrit MAF_201 ou MAF_202 dans les LTh17 IL-10- 

(Aschenbrenner et al., 2018).  

 

3.1.2. Les Ac de western blot 

 

3.1.2.1. L’Ac polyclonal anti-MAF αM1 

De nombreuses études murines et humaines ont utilisé un Ac polyclonal anti-MAF 

(αM1) dans les Th2 (Wu et al, 2018, 30446383), les Th (Hewitson et al., 2020) et les 

lignées de MM, RPMI 8226, LP-1 et MM.1 (Xu et al, 2020). L’Ac αM1 reconnait la 

région des AA en position 246 à 264 des protéines c-MAF longue et courte. Dans le 

laboratoire, le Dr Grasseau a aussi utilisé cet Ac et a mis en évidence une protéine MAF 

de 50 kDa dans les B périphériques stimulés. 

 

3.1.2.2. L’Ac monoclonal anti-MAF BLR045F 

Plusieurs études utilisent l’Ac monoclonal BLR045F pour la détection de MAF par 

immunohistochimie dans les macrophages (Granai et al, 2020) et par cytométrie en flux 

dans les Breg murins et humains (Radomir et al, 2021). L’épitope reconnu par cet Ac 

correspond aux AA en position 125 à 175 dans le domaine charnière de MAF. D’après 

le fournisseur (Bethyl Laboratories), l’Ac reconnaît deux protéines de 48 et 36 kDa dans 

la lignée RPMI 8226.  

 

3.1.2.3. L’Ac polyclonal anti-MAF αM2 

A ce jour, aucune étude ne mentionne l’utilisation d’un Ac ciblant la partie C-terminale 

qui discrimine les isoformes longues et courtes de MAF. Par conséquent, nous avons 

opté pour un troisième Ac : anti-MAF polyclonal (αM2). D’après le fournisseur (Active 

Motif), l’épitope reconnu se situe en aval de l’AA en position 373. Cet Ac ne devrait 

détecter que l’isoforme longue de la protéine MAF ayant une masse moléculaire 

prédictive de 42 kDa. 
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3.1.2.4. L’Ac polyclonal anti-MAF αM3 

Un troisième Ac polyclonal (αM3) reconnaissant les AA en position 1 à 50 dans le 

domaine TAD a été choisi. Il devrait détecter une protéine à 40 kDa selon les données 

du fournisseur (Invitrogen). La forte conservation du TAD entre les membres de la sous-

famille des MAF longs présume de la détection croisée de MAFA (37 kDa), MAFB (36 

kDa) et NRL (26 kDa) (Figure 30). 

 

Figure 30 - Alignement des protéines MAF appartenant à la sous-famille des MAF 

longs de l’AA 1 à 50 du domaine TAD 

Alignement global des protéines MAF, MAFA, MAFB et NRL des AA 1 à 50 réalisé avec Snapgene. 

Les AA identiques sont représentés en noir et les AA manquants ou différents par un tiret rouge. La 

protéine MAF (en gras) est utilisée comme matrice. 

 

Les quatre Ac anti-MAF de western blot préalablement décrits sont récapitulés dans le 

Tableau 10 et la localisation des épitopes qu’ils reconnaissent sur la protéine MAF 

courte est indiqué sur la Figure 31. 

Tableau 10 - Tableau récapitulatif des différents Ac anti-MAF 

Nom Clone Fournisseur Cible Utilisation 

T54-853 
Monoclonal 

(T54-853) 
BD 

 Cytométrie 

Sym0F1 
Monoclonal 

(Sym0F1) 
ThermoFisher 

BLR045F 
Monoclonal

(BLR045F) 

Bethyl 

Laboratories 
AA 125-175 

Western Blot αM1 Polyclonal ProteinTech AA 246-264 

αM2 Polyclonal Active Motif Après AA 373 

αM3 Polyclonal Invitrogen AA 1-50 

     

MAF  1 MASELAMSNSDLPTSPLAMEYVNDFDLMKFEVKKEPVET-DRIISQCGRL 50 
MAFA 1 MAAELAM-GAELPSSPLAIEVYNDFDLMKFEVKKEPVA----ERFQHGRL 45 
MAFB 1 MAAELSM-GPELPTSPLAMEVYNDFDLLKFDVKKEPLGRAERPGRPCTRL 49 
NRL  1 ---------MALPPSPLAMEVYNDFDLMKFEVKREPSEGR---------- 34 
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 Figure 31 - Représentation des cibles des Ac anti-MAF de Western Blot 

La protéine courte de 373 AA est utilisée comme matrice pour l’identification des cibles des Ac anti-

MAF BLR045F, αM1, αM2, αM3.  

 

3.2. Présentation de la méthodologie mise en place pour valider la spécificité des Ac 

Nous avons précédemment mis en évidence que ce FT présente différents variants 

transcriptionnels et de nombreuses MPT (décrites et prédictives) laissant présager de 

l’existence de plusieurs isoformes protéiques. Afin de réaliser une étude de l’expression 

de MAF dans les LB, une validation expérimentale des différents Ac anti-MAF a été 

mise en oeuvre (Tableau 10).  

Pour cela, nous avons contacté l’équipe du Dr Xiliang Mao afin d’obtenir un plasmide 

contenant le gène codant pour la protéine MAF fusionnée avec une séquence codant 

pour l’hémagglutinine (HA) (pMAF-HA) (Wang et al., 2017 ; Xu et al., 2017). 

Malheureusement, l’équipe ne nous a pas fourni d’informations concernant le variant, 

ou les enzymes de restriction utilisées pour l’insertion.  

Par conséquent, afin de savoir quel variant transcriptionnel de MAF a été cloné dans ce 

plasmide pMAF-HA, nous avons réalisé une amplification via des amorces ciblant MAF 

par PCR en utilisant : 

 un couple d’amorces « MAF_ALL » ciblant l’exon 1 présent dans tous les 

transcrits MAF (taille amplicon : 138 pb)  

 et des couples ciblant soit le variant MAF_201 (taille amplicon : 209 pb), soit le 

variant MAF_202 (taille amplicon : 118 pb) (Figure 32).  
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Les amorces MAF_201 amplifient une séquence située à la jonction des exons 1 et 2, et 

les amorces MAF_202, une région non codante en 3’ (3’ UTR) située à la jonction de 

l’intron et l’exon 2. 

Figure 32 - Localisation des couples d’amorces sur les transcrits MAF_201 et 

MAF_202.  

Le plasmide pMAF-HA contient le variant MAF_202 (Figure 33). Par conséquent, le 

plasmide, renommé pMAF202-HA, sera utilisé pour la validation des Ac spécifiques de 

la protéine MAF courte.  

 

Figure 33  – Identification du variant MAF inséré dans le plasmide pMAF-HA 
Le plasmide vide (pcDNA 3.1 Zeo) et le plasmide pMAF-HA ont été amplifiés par PCR en 

utilisant  les différentes amorces. Les produits de PCR ont été déposés sur gel d’agarose 2 %.  

 

Un séquençage du plasmide a été réalisé. Le séquençage l’absence du promoteur T7 

connu pour être associé au promoteur du cytomégalovirus (CMV) dans les plasmides 

pcDNA 3.1 Zeo (Figure 34). En outre, le promoteur EF-1α est présent dans le plasmide 
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pMAF202-HA, or il ne l’est pas dans les plasmides pcDNA 3.1 Zeo. Ces données 

indiquent que le plasmide dans lequel MAF_202 a été inséré n’est pas un pcDNA 3.1 

Zeo.  

Le séquençage confirme les résultats de la PCR (Figure 33). En effet, l’ADNc cloné 

dans le plasmide correspond à MAF_202. Le séquençage a également mis en évidence 

que : 

 la séquence codant l’hémagglutinine (HA) est positionnée du côté N-terminal de 

la séquence codante de MAF_202, 

 une partie de la séquence 3’ UTR de MAF_202 est présente dans le plasmide 

pMAF202-HA (région ciblée par les amorces MAF_202), 

L’analyse des résultats du séquençage permet donc d’établir une carte partielle du 

plasmide pMAF202-HA (Figure 34).  

Figure 34 - Carte partielle du plasmide pMAF202-HA obtenu par séquençage. 
L’échelle en nombre de base (b) est indiquée par les nombres présents sous les deux lignes 

parallèles. Les régions séquencées sont identifiées par les rectangles hachurés et sont alignées 

sous la séquence de MAF_202 et sa séquence 3’UTR provenant de la base de données 

Ensembl!. Les enzymes de restriction situées à chaque extrémité de l’insert MAF_202 et leur 

position exacte sont indiquées au-dessus de la séquence. 

 

Cette analyse révèle les sites de deux enzymes de restriction situées aux extrémités de 

l’insert MAF_202 (région codante de MAF_202 + région 3’ UTR) : EcoRI et XbaI qui 

ont probablement permis le clonage de l’insert.  

Afin de valider cette hypothèse, nous avons donc réalisé une digestion du plasmide avec 

chaque enzyme séparément ou combinées (EcoRI + XbaI, taille du produit de digestion 

attendu : 1 204 pb) (Figure 35). 
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Figure 35 – Digestion enzymatique du plasmide pMAF202-HA. 

Le plasmide pMAF202-HA a été digéré soit avec l’enzyme EcoRI seule, soit avec l’enzyme 

XbaI seule, soit par une double digestion EcoRI + XbaI. La taille estimée des fragments est 

indiquée à droite en rouge pour l’insert, en bleu pour le plasmide sans l’insert et en noir pour le 

plasmide digéré par une seule enzyme. 

 

Les résultats des digestions simples (soit avec EcoRI, soit avec XbaI) ont révélé 

qu’EcoRI et XbaI présentent chacun un site unique au sein du plasmide pMAF202-HA. 

En effet, une seule bande a été observée dans les deux digestions simples (taille estimée 

à 12 710 pb). Les résultats de la double digestion (EcoRI + XbaI) ont montré une taille 

estimée de l’insert à 1 300 pb et du plasmide vide à 11 225 pb. La taille observée de 

l’insert après digestion est très proche de celle identifiée par le séquençage à 1 204 pb. 

Ces résultats confirment que le plasmide dans lequel l’ADNc MAF_202 a été cloné ne 

correspond pas au pcDNA 3.1 Zeo, car le plasmide vide pcDNA 3.1 Zeo a une taille de 

5 428 pb alors que le plasmide ici présente une taille estimée supérieure à 11 000 pb. Ce 

résultat confirme que les enzymes XbaI et EcoRI ont été utilisées pour le clonage de 

l’insert MAF_202. 

Cette étape de caractérisation a permis d’obtenir plus d’information sur l’outil que nous 

souhaitions utiliser pour valider la spécificité de reconnaissance des Ac anti-MAF. 
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3.3. Validation de la spécificité des Ac anti-MAF 

 

Afin de valider les Ac reconnaissant l’isoforme courte de la protéine MAF, la lignée 

HSG (n’exprimant pas MAF) a été transfectée avec le plasmide (pMAF202-HA) pour 

induire une surexpression de MAF ou avec le plasmide vide (pcDNA3.1 Zeo) en tant 

que contrôle négatif. (Figure 36).  

Figure 36 - Validation de la spécificité des Ac de cytométrie en flux pour la 

détection de la protéine MAF courte. 

A gauche : Images représentatives de l’expression de MAF dans les HSG avant ou après transfection 

avec le plasmide vide (pcDNA 3.1 Zeo) ou le plasmide pMAF202-HA. A droite : Graphiques 

représentant l’expression de MAF dans les HSG (HSG non transfectées : N=4 ; HSG transfectées (Ac 

anti-MAF T54-853 : N=7 et Ac anti-MAF sym0F1 : N=5)    

 

Anti-c-Maf  
(Clone T54-853) 

MAF
+ 

MAF  

HSG pcDNA 3.1 Zeo 

HSG  

%
 d

e
 c

e
llu

le
s 

M
A

F+  

pcDNA 3.1 Zeo 

pMAF202-HA 
- 
- 

+ 
+ 

HSG pMAF202-HA 

HSG pcDNA 3.1 Zeo 

HSG  

HSG pMAF202-HA 
MAF
+ 

0

20

40

60

80

100

✱✱✱✱

✱✱✱

pcDNA 3.1 Zeo 

pMAF202-HA 
- 
- 

+ 
+ 

%
 d

e
 c

e
llu

le
s 

M
A

F+  

Anti-c-Maf  
(Clone sym0F1) 

MAF  

0

20

40

60

80

100

✱✱

✱



104 
 

2 jours après la transfection des cellules HSG, l’expression de MAF a été évaluée dans 

les HSG par cytométrie en flux en utilisant les Ac anti-MAF T54-853 et sym0F1. 

Comparativement aux cellules non transfectées ou transfectées avec le vecteur vide, les 

cellules transfectées avec le vecteur pMAF202-HA et marquées avec les 2 Ac présentent 

une détection de l’expression de MAF. 

En parallèle, une étude par la technique de western-blot en conditions réductrices a été 

menée sur ces mêmes cellules en utilisant les Ac anti-MAF αM1, αM2, αM3, BLR045F 

(Figure 37). Etant donné la présence d’une séquence codant pour l’HA dans le plasmide 

(Figure 34), nous avons utilisé un Ac anti-HA qui permet de détecter indirectement 

MAF et constitue un contrôle positif de sa détection. 

Figure 37 - Validation des Ac de Western Blot pour la détection de la protéine MAF 

courte 
Les masses moléculaires estimées indiquées en bleu correspondent à des protéines détectées de façon 

aspécifique, celles en rouge correspondent à des protéines détectées uniquement dans les HSG 

pMAF202-HA. Les Ac anti-MAF utilisés sont indiqués sous les gels et ceux utilisés pour les protéines 

endogènes (GAPDH et Histone H3) sont indiqués à droite. 

 

L’Ac αM1 reconnait deux protéines aspécifiques détectées à 47 et 51 kDa dans les HSG 

transfectées avec le plasmide pMAF202-HA ou le plasmide vide pcDNA 3.1 Zeo 

(Figure 37). Deux protéines à 36 kDa et 50 kDa ne sont reconnues que dans les HSG 

transfectées avec le plasmide pMAF202-HA avec l’Ac αM1. L’Ac αM2, utilisé en tant 

que contrôle négatif de l’expression de MAF court, reconnaît deux protéines 

aspécifiques sont détectées à 39 et 43 kDa dans les HSG qu’elles soient transfectées ou 

non avec le plasmide pMAF202-HA. L’Ac monoclonal BLR045F reconnaît 3 protéines 

uniquement dans les HSG transfectées avec le plasmide pMAF202-HA à 51 kDa, 49 
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kDa et 36 kDa. L’Ac αM3 révèle 3 protéines dont 2 non spécifiques à 36 kDa et 39 kDa 

et 1 protéine détectée uniquement dans les HGS transfectées avec le plasmide 

pMAF202-HA à 32 kDa. Bien que la protéine à 32 kDa ne soit reconnue que dans les 

HSG transfectées avec le plasmide pMAF202-HA, la masse moléculaire de cette 

protéine est inférieure aux masses moléculaires observées ou prédictives de MAF court 

et ne correspond à aucune isoforme connue de MAF. L’Ac anti-HA détecte 2 protéines 

uniquement dans les HSG transfectées avec le plasmide pMAF202-HA à 49 kDa et 51 

kDa, présentant des masses moléculaires identiques à celles observées avec l’Ac anti-

MAF BLR045F. L’absence de détection d’une protéine à 36 kDa par l’anti-HA suggère 

qu’il pourrait y avoir une isoforme où l’étiquette HA est clivée. Cela suggère que la 

protéine MAF pourrait être soumise à un clivage en région N-terminale qui induirait la 

perte de l’étiquette HA. 

Ces résultats ont mis en évidence que la protéine MAF courte (codée par le transcrit 

MAF_202) présente un décalage entre la masse moléculaire prédictive de 38,5 kDa et 

celles observées entre 36 kDa, 49 kDa et 51 kDa. Le décalage entre la masse moléculaire 

prédictive 38,5 et celle observée à 36 kDa pourrait s’expliquer la variabilité présente 

dans l’estimation de la taille des protéines. Le décalage de masse moléculaire entre les 

différentes isoformes pourrait provenir de la présence de l’étiquette HA qui ajoute 3 kDa 

à la taille de la protéine et des MPT préalablement décrites sur la séquence protéique de 

MAF. Aucun des Ac anti-MAF testés dans cette partie n’a révélé de protéines à 70 kDa, 

correspondant à une isoforme sumoylée.  

Le décalage de masse moléculaire de la protéine MAF courte pourrait s’expliquer par 

une ou plusieurs MPT. Une mono-ubiquitination de MAF (+ 8,6 kDa) peut induire une 

protéine d’une masse molécuaire de 47,1 kDa (proche de la protéine observée à 49 kDa). 

Le nombre important de sites de phosphorylation sur la protéine MAF suggère que le 

décalage de masse moléculaire des isoformes à 51 et 49 kDa pourrait être dû à un nombre 

sites phosphorylés plus important pour l’isoforme à 51 kDa que celle à 49 kDa. 
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Figure 38 – Localisation des cibles des Ac anti-MAF capable de reconnaître la 

protéine MAF courte. 

Ces résultats ont donc permis de valider la spécificité de l’Ac anti-MAF BLR045F. 

Malgré l’invalidation de sa spécificité via  l’expression d’une protéine MAF 

recombinante dans la lignée HSG, nous avons continué l’évaluation de la spécificité de 

l’Ac αM1 par d’autres stratégies au cours de l’étude (Figure 38).  

 

3.4. Evaluation de la spécificité des Ac anti-MAF pour la protéine MAF longue 

 

La spécificité des Ac αM1 et BLR045F n’a pas été évaluée pour la reconnaissance de la 

protéine MAF longue. L’alignement que nous avions réalisé en Figure 21, nous a permis 

d’analyser la conservation des épitopes reconnus par les Ac. Les résultats de 

l’alignement des protéines MAF courte et MAF longue (Figure 21) confirment que les 

séquences protéiques sont identiques de l’AA 1 à 372 et donc au niveau des épitopes 

reconnus par les Ac BLR045F et αM1. Par conséquent, ces Ac devraient également 

reconnaître la protéine MAF longue. De plus, étant donné la présence de l’épitope 

reconnu par l’Ac αM2 sur la protéine MAF longue, il est possible que cet Ac puisse 

reconnaître cette isoforme de façon spécifique. 

 

3.5. Analyse de l’expression de MAF court dans différentes lignées dérivées de LB  

Après la stratégie de validation des Ac anti-MAF par cytométrie en flux et western blot 

dans les lignées HSG transfectées, l’expression de la protéine MAF a été évaluée dans 
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les lignées RAMOS et RPMI 8226 (Figure 39) dans lesquelles nous avions 

préalablement étudié l’expression des transcrits MAF_201 et MAF_202 (Figure 29).  

 

Figure 39- Etude de l’expression de MAF dans des lignées dérivées de LB par 

cytométrie de flux. 
Gauche: Image représentative de l’expression de MAF dans les lignées RAMOS et RPMI 8226. 

Droite : Graphique représentant la moyenne de trois expériences. Les résultats sont représentés en 

moyenne ± SEM (N=3).  

 

MAF est très faiblement exprimé dans la lignée RAMOS (0,96 % ± 0,01) et fortement 

exprimé dans la lignée RPMI 8226 (67,96 % ± 2,93).  

L’expression de MAF a été évaluée dans les deux lignées par western blot en conditions 

réductrices, en utilisant les deux Ac anti-MAF préalablement validés, BLR045F et αM1. 

Lors de sa validation, l’Ac BLR045F reconnaissait trois isoformes de la protéine MAF 

courte (36 kDa, 49 kDa et 51 kDa) (Figure 37). Dans la lignée RPMI 8226, deux 

isoformes ont été détectées avec cet Ac à 41 kDa et 49 kDa (Figure 40). 
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Figure 40 - Etude de l’expression de MAF dans des lignées dérivées de LB par 

western blot. (N=4). Les masses moléculaires indiquées en bleu correspondent à des protéines 

détectées de façon aspécifique,  en rouge, à celles détectées de façon spécifique et en violet à celle dont 

la spécificité est incertaine.  

 

Dans la lignée RAMOS, la détection par l’Ac αM1 révèle deux protéines à 46 et 49 kDa 

alors que les données précédentes ont montré une absence d’expression des transcrits et 

ne absence d’expression en cytométrie, suggérant une reconnaissance aspécifique de 

ceux deux protéines. Dans les RPMI 8226, l’isoforme à 54 kDa semble particulièrement 

exprimée comparé aux RAMOS, suggérant qu’elle pourrait correspondre à MAF. La 

présence de la protéine à 49 kDa dans les RAMOS suggère qu’elle serait également 

détectée de façon aspécifique dans la lignée RPMI 8226. Cependant, une isoforme de 

même masse moléculaire est aussi détectée de façon spécifique par l’Ac BLR045F, 

suggérant que la protéine détectée à 49 kDa pourrait correspondre à MAF. Il est donc 

impossible de conclure avec certitude sur la détection spécifique ou aspécifique de cette 

isoforme avec l’Ac αM1 dans la lignée RPMI 8226.  

Les résultats des western-blots suggèrent que la protéine à 49 kDa détectée par l’Ac 

αM1 et l’Ac BLR045F pourrait correspondre à une même isoforme de MAF. 

 

3.6. Etude des isoformes reconnues par les Ac anti-MAF 

Bien que reconnaissant tous les deux des épitopes situés dans le domaine charnière, l’Ac 

monoclonal BLR045F et l’Ac polyclonal αM1 reconnaissent deux isoformes de MAF 

dans les RPMI 8226 dont l’une avec une masse moléculaire identique entre les deux Ac 
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(49 kDa) et les autres avec les masses moléculaires différentes entre les deux Ac.  De ce 

fait, nous nous sommes demandé si les deux Ac reconnaissent les mêmes isoformes de 

MAF. 

Pour l’évaluer, MAF a été immunoprécipité à partir d’un lysat protéique de cellules 

RPMI 8226, à l’aide de l’Ac BLR045F ou l’Ac αM1. Chaque immunoprécipitat a 

ensuite été analysé par western blot en conditions dénaturantes non-réductrices (Figure 

41). Les conditions expérimentales de la réalisation du western-blot sont différentes de 

celles utilisées précédemment car nous n’avons pas utilisé de conditions réductrices 

(conservation des ponts disulfures), ce qui aura pour conséquence de modifier les masses 

moléculaires des isoformes. 

 

 

Figure 41 – Etude des isoformes de MAF dans la lignée RPMI 8226.  
(A) Stratégie d’immunoprécipitation et de révélation par western blot. (B) Western blot après 

immunoprécipitation de MAF avec les Ac anti-MAF αM1 ou BLR045F. Les protéines détectées de 

façon aspécifique sont indiquées en bleu. Les protéines MAF immunoprécipitées et révélées par le même 

Ac anti-MAF sont indiquées en noir, et celles révélées par détection croisée en rouge. N=3 
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Lorsque MAF est immunoprécipité avec l’Ac αM1, trois protéines sont révélées par l’Ac 

αM1 à 43 kDa, 46 kDa et 62 kDa alors qu’une seule à 62 kDa est révélée par l’Ac 

BLR045F dans l’immunoprécipitat αM1, confirmant que celles à 43 et 46 kDa sont 

reconnues de manière aspécifique. Seule la protéine révélée à 62 kDa est reconnue par 

les deux Ac correspond à MAF. Lorsque MAF est immunoprécipité avec l’Ac 

BLR045F, l’utilisation des deux Ac anti-MAF révèle une isoforme à 64 kDa, ce qui 

confirme la reconnaissance d’une même isoforme par les deux Ac. Une seconde 

isoforme de MAF, identifiée à 44 kDa par l’Ac BLR045F et 46 kDa par αM1. Cette 

isoforme n’est détectée que lorsque MAF est immunoprécipité par BLR045F. L’absence 

de détection de cette isoforme dans l’immunoprécipitat αM1 pourrait indiquer que l’Ac 

αM1 a une sensibilité plus faible pour cette isoforme et ne le reconnaît que lorsqu’elle 

est enrichie par immunoprécipitation. 

 

4.  CONCLUSION 

L’étude in silico a permis de proposer une description plus claire des variants et des 

isoformes de MAF chez l’Homme que celles proposées jusqu’alors. Toutefois, cette 

description nécessite encore d’être complétée. En effet, la prédiction de MPT dont 

certaines sont décrites pour moduler l’activité de MAF a mis en lumière de nouvelles 

pistes à explorer expérimentalement afin de mieux comprendre les mécanismes qui 

régulent l’activité de ce FT.  

Grâce à cette description et plus spécifiquement celle de la protéine MAF courte codée 

par le variant MAF_202, nous avons validé plusieurs outils pour la détection de MAF 

qui sont capables de détecter la protéine native (cytométrie en flux et IP), partiellement 

et complètement linéarisée (western blot). La validation des Ac par une expression 

ectopique de MAF dans la lignée HSG a permis de définir les masses moléculaires 

attendues de MAF. Cependant, ces masses moléculaires sont différentes de celles 

observées dans les lignées dérivées de B, rendant l’analyse de l’expression de MAF 

assez complexe par western-blot. Néanmoins, l’utilisation de plusieurs techniques 

complémentaires (RT-qPCR, cytométrie et western-blot), nous a permis de conclure à 
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une absence d’expression de MAF dans la lignée RAMOS et de confirmer sa forte 

expression dans la lignée de RPMI 8226.  

La forte expression de MAF dans les lignées de MM plasmocytaire n’est pas une 

caractéristique restreinte aux lignées ayant une translocation au niveau du gène MAF. 

Sa forte expression est également décrite dans les lignées LP-1, JIM-3 et OPM-2 issues 

de MM plasmocytaires qui n’ont pas la translocation t(14 ;16) (Hurt et al., 2004). A 

contrario, l’absence de son expression a été associée à d’autres lignées de LB moins 

différenciés, issues de lymphome de Burkitt, (DAUDI et RAJI) (Natkunam et al., 2009). 

En accord avec ces données, nos résultats suggèrent que l’expression de MAF pourrait 

être associée au stade de différenciation des LB. 
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PARTIE II : EXPLORATION DE L’EXPRESSION DE MAF 

DANS LES LB PRIMAIRES HUMAINS 
 

Les études autour de la protéine MAF ont été restreintes aux LT et aux macrophages. 

Au laboratoire, grâce au travail effectué par le Dr. Grasseau, l’expression de MAF a été 

étendue aux LBreg. En effet, sa surexpression dans les LBreg comparés LBe1 a suggéré 

son potentiel rôle dans la fonction régulatrice des LB. Son expression est absente des 

LB du sang périphérique, mais peut être induite lorsqu’ils sont stimulés in vitro via leur 

BCR et leur TLR9. Des résultats préliminaires semblaient indiquer que son expression 

est majoritaire dans des stades avancés de la différenciation des LB.  

Ainsi, l’évolution de l’expression de MAF en fonction du stade différenciation a été 

évaluée dans les LB de sang périphérique et les LB d’amygdale, et confirmée dans un 

modèle de différenciation in vitro des LB de sang périphérique. 

 

1. EXPRESSION DE MAF DANS LES LB PRIMAIRES 

 

1.1. La protéine MAF est faiblement exprimée à l’état basal dans les LB 
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Dans un premier temps, l’expression des transcrits MAF_201 et MAF_202 a été évaluée 

par PCR quantitative. Comme présenté dans la Figure 42, ces 2 transcrits sont très peu 

exprimés dans les LB à l’état basal qu’ils soient issus du sang périphérique ou de 

l’amygdale. Toutefois, l’expression de MAF_202 semble plus importante dans 

l’amygdale que dans les LB périphériques. 

Figure 42 - Etude de l’expression de MAF dans les LB d’amygdale et du sang 

périphérique. 

(A) Quantification des transcrits MAF dans les LB d’amygdale et les LB de sang périphérique.   
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Une analyse de l’expression relative des variants MAF_201 et MAF_202 dans les LB (GAPDH, gène 

de référence) a été réalisée par RT-qPCR.  Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM. N= 5 (LB 

du sang périphérique) et N= 7 (LB d’amygdale). 

(B) Expression de la protéine MAF dans les LB d’amygdale et du sang périphérique.  

A gauche : Image représentative de l’expression de MAF dans les cellules mononucléées du sang 

périphérique (en haut) et d’amygdale (en bas). A droite : Graphique représentant l’expression de MAF 

dans les cellules mononucléées non-LB (cellules de sang périphérique, N=10 et cellules d’amygdale, 

N= 4) 

L’expression de la protéine MAF a été évaluée par cytométrie en flux en utilisant l’Ac anti-MAF T54-

853. Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM. Les tests statistiques réalisés sont des tests de 

Wilcoxon (ns= non significatif, ** = p-value < 0,01). 
 

L’expression de MAF a été analysée par cytométrie en flux dans les deux compartiments 

(Figure 42). Très peu de LB expriment MAF qu’ils soient issus du sang périphérique 

(0,38 % ± 0,06) ou d’amygdale (4,27 % ± 0,17).  

 

L’expression des isoformes de MAF a été réalisée par western blot en utilisant les deux 

Ac anti-MAF préalablement validés (Figure 43). 

Figure 43 - Expression protéique de MAF dans les LB d’amygdale et du sang 

périphérique 
Les protéines reconnues de façon aspécifique sont indiquées en bleu. La protéine MAF est indiquée en 

rouge. 
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En utilisant l’Ac anti-MAF αM1, deux protéines non spécifiques sont révélées à 47 kDa 

et 63 kDa. Concordant avec les observations en cytométrie en flux, la protéine MAF est 

détectée très faiblement à 50 kDa dans les LB du sang périphérique alors que son 

expression est plus forte dans les LB d’amygdale. L’expression de MAF n’est détectable 

ni dans les B de sang périphérique, ni dans ceux d’amygdales en utilisant l’Ac anti-MAF 

BLR045F, suggérant que la proportion de LB exprimant MAF est trop faible pour être 

détectée par cet Ac. L’absence de marquage par l’Ac BLR045F est donc en accord avec 

les résultats observés en cytométrie. 

Ces résultats confirment les données de cytométrie qui mettent en évidence qu’un faible 

pourcentage de cellules exprime MAF dans les LB à l’état basal quelle que soit leur 

origine.  

      

1.2. MAF pourrait être exprimé lors de la différenciation terminale des LB en 

PB 

 

A l’état basal, une faible proportion de LB du sang périphérique et d’amygdale 

expriment la protéine MAF, suggérant qu’elle soit restreinte à une sous-population de 

LB. Nous avons analysé l’expression de MAF dans différentes sous-populations de LB 

issus des deux compartiments (Figure 44).  
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Figure 44 - Etude de l’expression de MAF en fonction du stade de différenciation 

des LB 
(A) Exploration de l’expression de MAF en fonction du stade de différenciation des LB 

d’amygdales.  A gauche : Stratégie de sélection permettant d’identifier les sous-populations de LB 

d’amygdale. Au milieu : Images représentatives de l’expression de MAF dans les sous-populations de 

LB d’amygdales. A droite : Graphique représentant l’expression de MAF dans les différentes sous-

populations de LB d’amygdales (N=10). Les moyennes ± SEM des proportions de cellules MAF+ sont 

indiquées sur le graphique à droite.  

(B) Exploration de l’expression de MAF en fonction du stade de différenciation des LB de sang 

périphérique. A gauche : Stratégie permettant d’identifier les sous-populations de LB de sang 

périphérique. Au milieu : Images représentatives de l’expression de MAF dans les sous-populations de 

LB de sang périphérique. A droite : Graphique représentant l’expression de MAF dans les sous-

populations de LB de sang périphérique (N=7). Les moyennes ± SEM des proportions de LB exprimant 

MAF parmi ces sous-populations sont indiquées sur le graphique à droite.  
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Les tests statistiques réalisés sont des tests appariés de Friedman (ns = non significatif ; *= p-value 

<0,05 ; ** = p-value < 0,01 et **** = p-value < 0,0001). 

 

Afin de discriminer les LB en fonction de leur stade de différenciation, un ensemble de 

marqueurs (CD38, CD27, IgD) a été utilisé. Ainsi, nous avons pu évaluer l’expression 

de MAF dans les LB naïfs (NA, CD27- IgD+), mémoires non commutés (USM, CD27+ 

IgD+), mémoires commutés (SM, CD27+ IgD-), mémoires double-négatifs (DN, CD38- 

CD27- IgD-), des centres germinatifs (CG, CD38+ CD27+/- IgD-) et les plasmablastes 

(PB, CD38fort CD27fort) (Figure 44).  

Dans l’amygdale, le pourcentage de LB exprimant MAF est plus élevé dans les USM (8 

% ± 3,75), les CG (9,13% ± 3,61) et les PB (62% ± 8) que dans les DN (2,43% ± 1,22) 

et les NA (1,8% ± 0,92). L’expression de MAF augmente au cours de la différenciation 

des cellules en PB, suggérant que MAF pourrait être impliqué dans la différenciation 

plasmocytaire des LB dans l’amygdale. 

Nous avons ensuite analysé l’expression de MAF dans LB de sang périphérique (Figure 

44). Parmi les LB dans le sang périphérique, seuls les PB expriment MAF. 

 

1.3. L’expression de MAF  est similaire dans les PB IgM+ ou IgM- 

 

Etant donnée que MAF n’est pas exprimé par tous les PB, nous nous sommes intéressés 

à son expression dans de deux sous-populations de PB en fonction expression d’IgM par 

cytométrie en flux: les PB commutés (PB IgM-) ou non (PB IgM+) (Figure 45).  
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Figure 45 - Expression de MAF dans deux populations de PB de l’amygdale en 

fonction de leur expression d’IgM. 

En haut à gauche : Stratégie de sélection permettant de discriminer les PB IgM+ et IgM-. En haut à 

droite : Graphique représentant le pourcentage de PB IgM+ et IgM- parmi les B d’amygdales (N=3). En 

bas à gauche : Image représentative de l’expression de MAF dans les PB IgM+ et IgM-. En bas à 

droite : Graphiques représentant l’expression de MAF dans les PB IgM+ et IgM- (N=3). 

Le test statistique réalisé est un test apparié de Wilcoxon (ns= non significatif ; *** = p-value < 0,001).  

 

Dans un premier temps, nous avons comparés la proportion PB IgM+ et IgM- dans les 

amygdales. Dans les B d’amygdales, la proportion de PB IgM- (94,16 % ± 0,82) est plus 

élevée que celle de PB IgM+ (4,92 % ± 0,69), indiquant qu’il y a plus de PB commutés 

que de PB non commutés dans l’amygdale.  

Nous avons ensuite analysé l’expression de MAF dans ces deux sous-populations. 

L’expression de MAF est similaire dans les PB IgM+ (33,23 % ± 4,52) et les PB IgM- 

(16,63 % ± 2,14). Les PB expriment MAF quel que soit leur expression d’IgM. 
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2. EXPRESSION DE MAF AU COURS DE LA DIFFERENCIATION 

TERMINALE DES LB IN VITRO 

 

Afin de confirmer si MAF est induit lors de la différenciation terminale des LB en PB, 

nous avons utilisé un modèle de différenciation des LB in vitro, mis en place au sein du 

laboratoire qui se base sur une activation concomitante du BCR (anti-IgM, anti-IgG et 

anti-IgA) et du TLR9 par l’utilisation du CpG en présence d’IL-2, d’IFNα ou 

d’interleukine-21 (IL-21) (Annexe 1).  

 

2.1. L’expression de MAF est augmentée lors de la différenciation terminale des 

LB in vitro 

 

Dans un premier temps, nous avons validé la génération de PB en réponse à l’activation 

des LB in vitro en présence ou non d’IFNα ou d’IL-21 (Figure 46).  

Figure 46  - Etude de la différenciation en PB en réponse au modèle de stimulation 

in vitro des LB.  

A gauche : Image représentative de la différenciation des LB en PB en réponse au modèle de stimulation 

in vitro. A droite : Graphique représentant la différenciation en PB en réponse au modèle de stimulation 

in vitro (LB J0 : N=5 ; LB stimulés : N=2 ; LB stimulés + IFNα : N=4 ; LB stimulés + IL-21 : N=3).  

Les PB sont délimités par un rectangle. Les résultats sont représentés en moyenne ± SEM. Le test 

statistique utilisé est une ANOVA unidirectionnelle (*= p-value < 0,05 et *** = p-value < 0,001). 
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Après 3,5 jours de stimulation dans les trois conditions, on obtient un enrichissement en 

PB de la population initiale. En réponse à l’IFNα, l’enrichissement en PB est plus 

important (20,15 % ± 3,81) qu’en réponse à l’IL-21 (12,5 % ± 0,95) ou qu’en absence 

de ces deux cytokines (11,88 % ± 2,22). 

Nous avons ensuite analysé l’expression de MAF dans les LB stimulés. Nous avons 

d’abord quantifié l’expression des transcrits MAF_201 et MAF_202 par RT-qPCR dans 

les LB stimulés (Figure 47).  
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Figure 47 - Etude de l’expression de MAF dans un modèle de différenciation des 

LB. 

(A) Etude de l’expression des transcrits MAF_201 et MAF_202 dans les LB stimulés in vitro. Les 

graphiques représentent la moyenne ± SEM de l’expression relative de MAF_201 ou MAF_202 dans 

les LB stimulés par l’IL-2, l’agoniste du TLR9 et les anti-BCR en présence d’IL-21 ou d’IFNα. Le test 

statistique utilisé est un test apparié de Friedman (* = p < 0,05 ; ns = non significatif).N=5 (LB stimulés),  

N=5 (LB stimulés + IFNα), N=6 (LB stimulés + IL-21). 
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(B) Etude de l’expression de MAF dans les PB générés in vitro. En haut : Image représentative de 

l’expression de MAF dans les PB. En bas : Graphique représentant l’expression de MAF dans les PB 

(LB stimulés : N=3 ; LB stimulés + IFNα : N=4 ; LB stimulés + IL-21 : N=3).  

L’expression de MAF est analysée par cytométrie en flux en utilisant l’Ac monoclonal anti-MAF T54-

853 et représentée en intensité moyenne de fluorescence (IMF). Le test statistique utilisé est une 

ANOVA appariée bidimensionnelle (* = p-value < 0,05 ; ** = p-value < 0,01 ; *** = p-value < 0,005). 

N= 3 (LB stimulés), N=5 (LB stimulés + IL-21), N=4 (LB stimulés + IFNα). 

 

L’expression du transcrit MAF_201 est similaire dans les trois conditions de 

stimulation. Le transcrit MAF_202 est exprimé plus fortement en réponse à l’IL-21 

(35,53 ± 3,42) qu’en réponse à l’IFNα (13.45 ± 5,10) ou qu’en absence de ces deux 

cytokines (20,52 ± 6,23) dans les LB activés in vitro par les signaux IL-2, agoniste du 

TLR9 et anti-BCR. Ces résultats indiquent que les deux transcrits MAF_201 et 

MAF_202 sont exprimés en réponse aux signaux activateurs de la différenciation des 

LB (agoniste TLR9, anti-BCR et IL-2), quelle que la stimulation utilisée.  

 

Nous avons ensuite quantifié l’expression des protéines MAF par cytométrie en flux 

dans les LB stimulés et avons réalisé une analyse comparative de son expression dans 

les PB et les autres LB (non-PB) (Figure 47). L’expression de MAF est plus importante 

dans les PB (IMF : 6 447 ± 1 469) que dans les LB non-PB (IMF : 3 257 ± 991) en 

réponse aux signaux IL-2, agoniste du TLR9 et anti-BCR, que ce soit en présence ou en 

absence d’IFNα et d’IL-21.  

Les PB générés expriment MAF de façon similaire quelle que soit la stimulation utilisée. 

Ces données indiquent que la présence d’IFNα ou d’IL-21 n’impacte pas l’expression 

de la protéine MAF dans les PB contrairement aux différences observées quant à 

l’expression des transcrits. 

 

 

 



123 
 

2.2. Deux isoformes de MAF sont produites dans le modèle de différenciation in 

vitro des LB 

 

Enfin, nous avons analysé l’expression des différentes isoformes de MAF par western 

blot lors de la différenciation des LB activés par les signaux TLR9 et BCR en présence 

ou non d’IFNα ou d’IL-21 (Figure 48).  

 

Figure 48 – Etude de l’expression des isoformes de MAF dans un modèle de 

différenciation des LB in vitro. 

L’expression de MAF est révélée en utilisant l’Ac anti-MAF αM1. L’expression de la GAPDH est 

utilisée comme contrôle endogène.  Les protéines MAF sont indiquées en rouge et la protéine non 

spécifique en bleu.  

 

En réponse à l’activation par l’IL-2, les anti-BCR et l’agoniste du TLR9, deux isoformes 

de MAF sont induites, dont l’une à 52 kDa et l’autre à 59,5 kDa. De façon intéressante, 

ce sont les deux mêmes isoformes qui sont induites de façon similaire en présence 

d’IFNα ou d’IL-21 que celles produites par les voies TLR9, BCR et IL-2. 

Les masses moléculaires observées de ces deux isoformes suggèrent la présence d’une 

ou plusieurs MPT. 
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3. CONCLUSION 

 

Au cours de cette étude, nous nous sommes intéressés à l’expression de MAF dans les 

LB provenant du sang périphérique et d’amygdale.  Dans l’amygdale, nous avons 

montré que l’expression de MAF est augmentée au cours de la différenciation des LB 

(LB des USM, CG et PB). Dans le sang, son expression n’est observable que dans les 

PB. 

L’utilisation du modèle de différenciation in vitro a mis en évidence un enrichissement 

de l’expression de MAF dans les PB. Deux isoformes de MAF induites lors de la 

différenciation des B en réponse aux stimulations in vitro du TLR9 et du BCR. 

En conclusion, les résultats de notre étude indiquent une association entre l’expression 

de MAF et la différenciation terminale en PB ex vivo (dans l’amygdale et le sang 

périphérique) et in vitro, suggérant que MAF pourrait intervenir dans la différenciation 

terminale ou que son expression serait une conséquence de la différenciation en PB. 

 

  



125 
 

PARTIE III : ETUDE DE L’EXPRESSION DE MAF ET DE L’IL-

10 DANS LES LB 
 

La relation entre de l’expression de MAF et la production d’IL-10 a été documentée 

dans les LT et les macrophages et fait l’objet d’une partie de l’article en Annexe 3. Dans 

les LB, la relation entre la protéine MAF et la production d’IL-10 n’a été que très peu 

étudiée. Dans un modèle murin, Liu et al. ont montré que les LB stimulés avec du LPS 

(TLR4) présentent une expression MAF et une production d’IL-10 (Liu et al., 2018). 

L’utilisation d’un ARN interférant de MAF a conduit à une réduction de la sécrétion 

d’IL-10. Une seconde étude a montré l’expression de MAF dans des LBreg producteurs 

d’IL-10 (LB10) murins et humains (Radomir et al., 2021), sans décrire une corrélation 

entre les deux éléments. 

Dans l’optique de comparer l’expression de MAF et la production l’IL-10 dans les LB, 

nous avons évalué leur expression d’IL-10 dans les deux compartiments précédents 

(amygdale et sang périphérique).  

 

1. EXPRESSION D’IL-10 DANS LES LB A L’ETAT BASAL 

 

1.1. L’IL-10 est exprimé dans très peu de LB à l’état basal 

 

Afin d’étudier la co-expression de l’IL10 et de MAF dans les LB, nous avons évalué 

l’expression d’IL-10 dans les LB d’amygdale et du sang périphérique par cytométrie en 

flux dans les LB (Figure 49).  
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Figure 49 - Etude de la production d’IL-10 dans les LB primaires issus du sang 

périphérique et d’amygdales 

(A) Etude de l’expression d’IL-10 dans les LB du sang périphérique. A gauche : Image 

représentative de l’expression d’IL-10 dans les LB de sang périphérique. A droite : Graphique 

représentant l’expression d’IL-10 dans les LB de sang périphérique (N=8).  

(B) Etude de l’expression d’IL-10 dans les LB d’amygdales. A gauche : Image représentative de 

l’expression d’IL-10 dans les LB d’amygdales. A droite : Graphique représentant l’expression d’IL-10 

dans les B d’amygdales (N=6). 

Les résultats sont représentés en moyenne ± SEM. 

 

L’IL-10 est exprimé par une très faible proportion de LB du sang périphérique (2,23 % 

± 0,30) et de LB d’amygdales (0,80 % ± 0,13).  

 

1.2. L’IL-10 n’est exprimé que par les PB à l’état basal 

 

Nous nous sommes ensuite demandé si son expression pouvait être liée à un stade de 

différenciation des B, comme nous l’avions montré pour l’expression de MAF. Nous 

avons donc procédé à l’analyse de l’expression d’IL-10 dans les sous-populations de LB 

issus du sang périphérique ou d’amygdales (Figure 50) pour lesquelles nous avions 

montré une expression de MAF (Figure 44). 
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Figure 50 - Etude de l’expression d’IL-10 en fonction du stade de différenciation 

des LB. 

(A) Exploration de l’expression d’IL-10 en fonction du stade de différenciation des LB 

d’amygdales.  A gauche : Stratégie de sélection permet d’identifier les sous-populations de 

LB d’amygdales. Au milieu : Images représentatives de l’expression d’IL-10 dans les sous-

populations définies pour leur expression de MAF. A droite : Graphique représentant 

l’expression de MAF dans les sous-populations de LB d’amygdales (N=6). 

(B) Exploration de l’expression d’IL-10 en fonction du stade de différenciation des LB du 

sang périphérique.   A gauche : Stratégie de sélection permettant d’identifier les PB parmi les 

LB du sang périphérique. Au milieu : Image représentative de l’expression d’IL-10 dans les 

PB du sang périphérique. A droite : Graphique représentant l’expression de MAF dans les PB 

de sang périphérique (N=4). 

Les résultats sont représentés en moyenne des pourcentages ± SEM. Les tests statistiques 

réalisés sont des tests appariés de Friedman (ns = non significatif, * = p-value < 0,05).  
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Dans l’amygdale, les PB préalablement montrés comme les producteurs majoritaires de 

MAF (Partie II), produisent plus d’IL-10 des les autres sous-populations de LB MAF+ 

(amygdale : 18,06% ± 3,62). Dans le sang périphérique, seuls les PB produisent de l’IL-

10 (sang : 16,72 % ± 5,28),  indiquant une expression concomitante de MAF et d’IL-10. 

Au regard de la faible expression d’IL-10 à l’état basal, nous avons mis un modèle in 

vitro d’induction d’IL-10 à partir des LB de sang périphérique afin d’évaluer 

l’expression concomitante de MAF et d’IL-10. 

 

2. MISE EN PLACE D’UN MODÈLE DE LB PRODUCTEURS D’IL-10 

 

Dans la littérature, différentes études ont mis évidence une production d’IL-10 par les 

LB en réponse à des stimulations du TLR9 par le CpG durant deux jours (Iwata et al., 

2011 ; Lighaam et al., 2018). La présence du ligand du CD40 (CD40L) a augmenté la 

production d’IL-10 par ces LB comparé à une simple stimulation du TLR9 (Iwata et al., 

2011). Afin de générer une production d’IL-10 par les LB du sang périphérique, nous 

avons mis au point un modèle de culture in vitro qui consiste en une stimulation avec un 

agoniste du TLR9 (CpG) en présence d’IL-2 recombinante humaine (rhIL-2) ou d’un 

anti-CD40. 
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2.1. Mise en place et validation du modèle in vitro de production d’IL-10 par 

les LB 

 

Dans un premier temps, nous avons vérifié par cytométrie en flux, la production d’IL-

10 par les LB en réponse aux stimulations (Figure 51). 

Figure 51 - Validation du modèle in vitro de production d’IL-10 par les LB. 

A gauche : Images représentatives de l’expression d’IL-10 dans les LB à l’état basal ou stimulés par du 

CpG en présence d’IL-2 ou d’anti-CD40. A droite : Expression d’IL-10 dans les LB à l’état basal ou 

stimulés par du CpG en présence d’IL-2 ou d’anti-CD40 (LB J0 : N=11 ; LB stimulés : N=8). 

Les résultats sont représentés en moyenne des pourcentages ± SEM. Le test statistique utilisé est un 

ANOVA (** = p-value < 0,01 et *** = p-value < 0,001).  

 

Une production d’IL-10 est induite dans les LB en réponse à la stimulation CpG / IL-

2 (13,28 % ± 2,54) et à la stimulation CpG / anti-CD40 (14,95% ± 2,65) comparés aux 

LB non stimulés (0,81 % ± 0,19). Aucune différence dans la production d’IL-10 n’est 

observée entre la stimulation en présence d’IL-2 et celle en présence d’anti-CD40. 

 

2.2. MAF est induit dans les LB en réponse à la stimulation du TLR9 en 

présence d’IL-2 ou d’anti-CD40 

 

Dans un second temps, nous avons analysé l’expression des variants MAF_201 et 

MAF_202 par RT-qPCR (Figure 52A) et l’expression protéique globale de MAF par 
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cytométrie en flux (Figure 52B) dans les LB stimulés selon les deux modes de 

stimulation. 

 

Figure 52 - Evaluation de l’expression de MAF dans les LB stimulés par le CpG en 

présence d’IL-2 ou d’anti-CD40. 

(A) Etude de l’expression des variants MAF_201 et MAF_202 dans les LB en réponse à la 

stimulation par un agoniste du TLR9 en présence d’IL-2 ou d’anti-CD40. Les résultats sont 

représentés en moyenne ± SEM (N=4). Le test statistique réalisé est un test de Wilcoxon (ns = 

non significatif).   

(B) Etude de l’expression de la protéine MAF dans le modèle de production d’IL-10 par 

les LB. A gauche : Image représentative de l’expression de MAF dans les LB stimulés par du 

CpG en présence d’IL-2 ou d’anti-CD40. A droite : Graphique représentant l’expression de 

MAF dans les LB à l’état basal ou stimulés par du CpG en présence d’IL-2 ou d’anti-CD40 (LB 

J0 : N=3 ; LB stimulés : N=4). 
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L’expression de MAF est représentée en moyenne ± SEM. Le test statistique utilisé est une 

ANOVA (** = p-value < 0,01 ; ns = non significatif).  

 

Les transcrits MAF_201 sont exprimés de façon similaire en réponse à la stimulation 

par le CpG en présence d’IL-2 ou d’anti-CD40. L’analyse par cytométrie en flux a mis 

en évidence une induction de l’expression de MAF dans les LB en réponse à la 

stimulation par le CpG en présence d’IL-2 (70,60 % ± 11,11) ou d’anti-CD40 (75,37 % 

± 5,38) comparés aux LB non stimulés (9,06 % ± 1,48). 

Ces résultats indiquent une concomitance entre l’induction d’IL-10 et de MAF par les 

LB en réponse à la stimulation du TLR9 en présence d’IL-2 ou de CD40. 

 

Afin de déterminer s’il y a une corrélation entre l’expression de MAF et d’IL-10, nous 

avons analysé l’expression de MAF parmi les LB producteurs d’IL-10 (LB IL-10+) ou 

non producteurs d’IL-10 (LB IL-10-) générés en réponse à ces deux stimulations (Figure 

53).  

 

Figure 53 - Etude de l’expression conjointe de MAF et d’IL-10 dans les LB en 

réponse à la stimulation du TLR9 en présence d’IL-2 ou d’anti-CD40. 

A gauche : Stratégie de sélection permettant d’identifier les LB producteurs d’IL-10 (IL-10+) 

et non producteurs d’IL-10 (IL-10-). A droite : Graphique représentant l’intensité de 

fluorescence (IMF) de MAF dans les LB IL-10+ et IL-10- générés en réponse à la stimulation 

du TLR9 en présence d’IL-2 ou d’anti-CD40 (CpG/ IL-2 : N=4 ; CpG /anti-CD40 : N=5). 

Le test statistique réalisé est une ANOVA bidirectionnelle appariée (** = p-value < 0,01). 
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Les LB IL-10+ présentent une expression significativement plus importante de MAF que 

les LB IL-10-. L’expression de MAF n’est pas restreinte aux LB IL-10+, indiquant que 

sa seule expression n’induit pas obligatoirement une production d’IL-10 par les LB. 

 

2.3. Deux isoformes de MAF sont induites en réponse à la stimulation du TLR9 

par le CpG en présence d’IL-2 ou d’anti-CD40 

 

En parallèle, nous avons analysé l’expression de MAF par western blot afin d’identifier 

les isoformes de MAF induites dans les deux modèles. (Figure 54). 

 

Figure 54 - Etude de l’expression des isoformes de MAF dans un modèle de 

production in vitro d’IL-10 par les LB. 

Les protéines MAF sont indiquées en rouges et les protéines non spécifiques, en bleu.  

 

En réponse aux deux modes de stimulation des LB (CpG / anti-CD40 et CpG / IL-2), 

deux isoformes de MAF de 50 kDa et 54 kDa sont induites. L’isoforme de MAF à 50 

kDa, faiblement exprimée à l’état basal dans les LB, est fortement augmentée en réponse 

aux stimulations des LB (Figure 54). Une autre isoforme de MAF de 54 kDa, non 

présente dans les LB à l’état basal, est induite en réponse aux deux stimulations. Ces 
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deux isoformes de MAF sont induites de façon similaire en présence d’IL-2 ou d’anti-

CD40. 

 

3. CONCLUSION  

 

A l’état basal, notre étude a montré une concordance entre l’expression de MAF et la 

production d’IL-10 uniquement dans les PB ex vivo quelle que soit leur origine 

(amygdale et sang périphérique). Etant donné la faible expression d’IL-10 à l’état basal, 

nous avons mis en place un modèle in vitro de production d’IL-10 par les LB qui a 

confirmé une co-induction de MAF et d’IL-10 en réponse aux stimulations. Malgré un 

enrichissement de l’expression de MAF dans les LB IL-10+, son expression dans les LB 

IL-10- suggère que la relation entre l’expression de MAF et la production d’IL-10 dans 

les LB pourrait être bien plus complexe que dans les autres cellules immunitaires et 

qu’elle nécessitera d’autres approches expérimentales afin de la caractériser. 
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DISCUSSION 

1. VALIDATION DES AC ANTI-MAF 

 

Afin d’étudier MAF dans les LB, nous souhaitions utiliser des Ac via deux techniques 

différentes : la cytométrie en flux et le western blot. Lors de notre étude pilote de MAF, 

nous nous sommes inquiétés de la spécificité de ces Ac. En effet, toutes les 

interprétations de cette étude reposent sur la spécificité des anticorps anti-MAF utilisés, 

BLR045F et plus précisément, αM1 qui est utilisé dans l’exploration des LB primaires.  

Au cours de la dernière décennie, un nombre étonnamment élevé d'articles ont dénoncé 

un défaut de spécificité des Ac (Herrera et al, 2012 ; Gilda et al., 2015 ; Weller et al., 

2016 ; Marchalant et al., 2014).  Afin de valider ou d’invalider la spécificité, le groupe 

de travail international pour la validation des Ac (IWGAV) préconise l’utilisation de 

stratégies pour optimiser la validation, telles que l’expression ectopique de la protéine 

cible dans une lignée qui ne l'exprime pas à l’état basal, l’expression d’une protéine 

recombinante codant une étiquette (hémagglutinine (HA), histidine, FLAG), la détection 

de la protéine cible par deux Ac dirigés contre des épitopes différents de la protéine, 

l’évaluation de la concordance entre la détection par Ac et par des techniques 

indépendante des Ac (spectrométrie de masse (MS) ou expression des transcrits) ou 

encore l’analyse par MS des protéines reconnue par un Ac (Edfors et al., 2018). 

 

1.1. Validation par une expression ectopique dans une lignée qui n’exprime pas 

MAF 

Au cours de l’étude, nous avons mis en place une méthode de validation des anticorps 

anti-MAF qui fait partie des stratégie proposées par Uhlen et al., via une expression de 

la protéine MAF courte taguée par l’HA par une lignée qui ne l’exprime pas 

naturellement, ici la lignée HSG afin d’évaluer la spécificité de plusieurs Ac anti-MAF 

par western blot (BLR045F, αM1 et αM3) (Uhlen et al., 2016). Cela nous a permis de 

comparer le profil de détection des Ac anti-MAF à celui de l’Ac anti-HA dans les HSG 
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transfectées avec le plasmide pMAF202-HA.  Sur 3 Ac anti-MAF, seul l’Ac BLR045F 

a présenté un profil de détection uniquement dans les cellules transfectées par le 

plasmide pMAF202-HA, mais aussi équivalent à celui de l’Ac anti-HA (Figure 37). En 

effet, l’Ac αM1 et l’Ac αM3 ciblent d’autres protéines que MAF dans les cellules 

transfectées avec le plasmide vide. Cette stratégie met en évidence la difficulté de deux-

tiers des Ac sur à cibler uniquement la protéine MAF courte surexprimée dans la lignée 

HSG et remet en question leur spécificité et les résultats obtenus avec l’αM1 dans les 

primaires. Afin de confirmer les résultats de cette stratégie, nous avons décidé de 

comparer les profils de détection des Ac à une méthode indépendante des Ac. 

 

1.2. Comparaison des profils de détection des Ac à une méthode indépendante 

des Ac (RT-qPCR) 

A chaque étape de notre étude, la détection de MAF par western-blot a toujours été 

réalisée en parallèle d’une quantification des transcrits. Pour cette stratégie, il est 

conseillé d’utiliser plusieurs lignées ayant de fortes variations d’expression de la 

protéine cible (Edfors et al., 2018) telles que les lignées RAMOS et RPMI 8226. En 

considérant le marquage par l’Ac BLR045F, son absence de détection de MAF dans les 

RAMOS correspond à l’absence d’expression des transcrits MAF_201 et MAF_202 

(Figure 29 ; Figure 40). De même, la forte expression des transcrits MAF dans la lignée 

RPMI 8226 concorde avec celle de 2 protéines, qui sont absentes de la lignée RAMOS. 

Cette concordance n’est pas observée avec l’Ac αM1, ce qui suggère la reconnaissance 

aspécifique des protéines à 46 et 49 kDa et confirme l’invalidation de cet Ac. Cette 

approche se base sur l'hypothèse que les niveaux d'ARNm et les niveaux de protéines 

correspondant sont corrélés à l'état basal. Cependant il est essentiel de rappeler que 

souvent, les niveaux d'ARNm ne correspondent pas aux niveaux de protéines, de sorte 

que des comparaisons directes entre ces deux variables peuvent ne pas être applicables 

(Liu et al., 2016 ; Edfors et al., 2016). En définitive, le profil de détection des Ac devrait 

être préférentiellement comparé à un profil de protéomique (MS). 
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1.3. Validation par l’utilisation de deux anticorps indépendants 

Parmi les autres stratégies de validation des Ac, Cernecka et al. proposent que la preuve 

la plus convaincante d’une reconnaissance spécifique est un marquage de la protéine 

cible par deux Ac dirigés contre des épitopes distincts de la protéine cible (Cernecka et 

al., 2012). En révélant par western-blot des immunoprécipitats de l’Ac BLR045F ou 

αM1, nous avons confirmé la détection d’autres protéines par l’αM1 qui n’était pas 

reconnues par l’Ac BLR045F dans la lignée RPMI 8226 (Figure 41), indiquant un 

manque de spécificité de l’Ac αM1.  

Pourtant le manque de spécificité de l’Ac αM1 dans les lignées n’implique pas 

obligatoirement une reconnaissance aspécifique dans les LB primaires. Selon Uhlen et 

al., il est incorrect d’utiliser les résultats de validation d’un Ac dans des cellules 

particulières pour prouver qu’il a une spécificité équivalente dans d’autres cellules 

(Uhlen et al., 2016), indiquant que ce défaut de spécificité pourrait être propre à la lignée 

RPMI. En effet, lorsque cette même méthode est utilisée à partir de lysats de LB 

d’amygdale, les 3 protéines immunoprécipitées par αM1 sont révélées par l’Ac 

BLR045F dans les LB d’amygdales mais ne sont pas immunoprécipitées par celui-ci 

(Figure 55).  
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Figure 55 – Evaluation de la spécificité de détection des Ac anti-MAF BLR045F 

et αM1 dans les LB d’amygdale. N=3 

La détection par deux anticorps anti-MAF indépendants illustre une différence de 

spécificité de détection de MAF par l’Ac αM1 entre les lignées dérivées de LB et les LB 

primaires et confirme celle de l’Ac BLR045F.  

 

1.4. Validation par MS 

Plusieurs études dont celle de Pillai-Kastoori et al. conseillent de coupler le western-blot 

à une stratégie indépendante telle que la MS pour permettre une validation plus robuste 

des Ac (Pillai-Kastoori et al., 2020). Ici, après l’immunoprécipitation (IP) par l’Ac 

BLR045F, nous avons séparé sur gel d’électrophorèse les protéines contenues dans 

l’immunoprécipitat et analysé la bande révélée par les 2 Ac à 54 kDa par MS (Figure 

56). Cette analyse a mis en évidence la présence de peptides associés à des protéines du 

cytosquelette ou impliquées dans le processus de glycolyse mais n’a pas identifié la 

présence de MAF. Malgré une récente étude qui démontre une implication de MAF dans 

la glycolyse des macrophages associés aux tumeurs (Liu et al., 2020), l’absence de 

détection de la protéine interroge sur la spécificité de l’Ac BLR045F, pourtant validé 

par les 3 autres stratégies.  

Néanmoins, malgré l’efficacité de cette méthode lorsqu'elle est combinée avec des Ac 

(IP-MS), sa fiabilité peut être remise en question pour les protéines ayant des poids 

moléculaires autour de 50 kDa. Sachant que le protéome humain contient une majorité 

de protéines autour de ce poids moléculaire, Edfors et al. indiquent que les protéines 

identifiées dans cet intervalle sont davantage susceptibles de correspondre à des 

protéines appartenant à un complexe ou détectées de façon aspécifiques qu’à des 

protéines détectées de façon spécifique. Etant donné son poids moléculaire observé à 54 

kDa, l’identification par MS pourrait donc ne pas être adaptée à la protéine MAF. 
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Figure 56 - Identification des protéines ciblées par l’Ac BLR045F par MS dans 

les LB d’amygdale 

 

L’utilisation de plusieurs stratégies définies comme les piliers de la validation des Acs 

pour leur utilisation en western-blot dont les résultats sont récapitulés en Figure 57, 

confirment la spécificité de détection de l’Ac BLR045F dans les lignées. Cependant, 

l’analyse par MS révèle une incertitude sur la spécificité de cet Ac à détecter MAF dans 

les LB d’amygdale. En parallèle, l’ensemble de ces stratégies ont invalidé l’Ac αM1 

dans les lignées. En revanche, sa spécificité a été validée par une stratégie dans les LB 

d’amygdales.  

Avec une seule stratégie qui valide l’Ac αM1 dans les LB primaires, il pourrait sembler 

prématuré de confirmer ou d’invalider sa spécificité de détection, impliquant que 

l’ensemble des stratégies de validation devraient aussi être appliquées aux LB primaires. 

Bordeaux et al. indiquent qu’une seule stratégie de validation n'est pas suffisante et 
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qu’une combinaison des stratégies doit être utilisée pour la validation spécifique au test 

d'un Ac (Bordeaux et al., 2010). En revanche, Edfors et al. précisent qu’un Ac est 

considéré comme spécifique dans un contexte précis lorsqu’au moins une des stratégies 

le valide. Avec la mise en place de ces stratégies « piliers », il devient utile de se 

demander si les résultats de certaines stratégies prévalent sur d’autres, si on estime la 

spécificité de l’Ac au nombre de stratégies qui donnent le même résultat ou si la 

validation par une seule stratégie peut garantir une détection spécifique de l’Ac. 

Figure 57 - Stratégies et résultats de la validation renforcée des Ac αM1 et 

BLR045F dans les lignées et les LB d’amygdales. 

 

1.5. Un défaut de spécificité des Ac lié à la reproductibilité du western blot ? 

Parmi les études qui utilisent l’Ac αM1 en western-blot, six études sur sept ne détaillent 

aucune information concernant la composition des tampons, la température et le pH 

utilisé dans les différentes étapes du western-blot ni la durée du marquage par l’Ac ou 

encore la taille des bandes révélées (Wu et al., 2018 ; Hewitson et al., 2020 ; Xu et al., 

2020 ; Sun et al., 2021 ; He et al., 2020 ; Chen et al., 2019 ; Wang et al., 2017). Parmi 

ces études, cinq d’entre-elles quantifient l’expression de MAF dans la lignée RPMI 8226 

où seules deux protéines (entre 40 et 55 kDa) sont révélées sans donner aucune 
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information concernant leurs conditions de western blot (Xu et al., 2020 ; Sun et al., 

2021 ; He et al., 2020 ; Chen et al., 2019 ; Wang et al., 2017), empêchant donc la 

reproductibilité de leurs travaux et une comparaison entre leurs résultats et les nôtres où 

trois protéines sont révélées dans cette même lignée. En effet, les conditions dans 

lesquelles sont réalisées ces étapes cruciales peuvent moduler la fixation de l’anticorps 

sur sa cible et augmenter la fixation aspécifique d’autres protéines. Il est donc possible 

que la détection aspécifique de la bande à 46 kDa dans notre étude, résulte des conditions 

du western-blot et non de la capacité de l’Ac à lier la bonne protéine. A cause de l’impact 

de ces paramètres sur la validation des Ac, Gilda et ses collaborateurs ont proposé en 

2015, que tous les auteurs rédigent la partie « matériels et méthodes » du western blot 

selon un «  Western Blotting Minimal Reporting Standard » (WBMRS) qui détaille de 

façon plus approfondie les compositions des tampons, les températures et pH durant les 

différentes étapes du western blot afin d’améliorer la reproductibilité entre les 

laboratoires indépendants (Gilda et al., 2015). Cependant, il existe encore de 

nombreuses études qui ne détaillent pas leurs méthodes de western-blot comme l’illustre 

ces 7 études autour de la protéine MAF. 

Afin d’augmenter la reproductibilité, la transparence et la rigueur des études, plusieurs 

journaux recommandent l’utilisation de RRID (Research Resource Identifier) par les 

auteurs mais aussi par les fournisseurs, pour une identification claire des Ac dans les 

différentes études (Bandrowski et al., 2015 ; Bandrowski et Martone, 2016). Après une 

recherche sur la plateforme « RRID Portal » (https://scicrunch.org/resources), nous 

avons identifié trois anticorps anti-MAF sur les quatre utilisés : AB_2793713 (αM2, 

Active Motif), AB_2610056 (αM3, Invitrogen) et AB_2891844 (BLR045F, Bethyl 

Laboratories). Seul l’Ac αM1 (ProteinTech) ne possédait pas encore d’identifiant sur 

cette plateforme. Par conséquent, nous l’avons enregistré sous le numéro AB_ 10863127  

afin de contribuer à la reproductibilité de nos résultats.  

 

1.6. Impact de la conformation spatiale de la protéine  

En plus d’un défaut de reproductibilité, d’autres paramètres dans la conception des Ac 

peuvent impacter leur reconnaissance de la cible contre laquelle ils ont été générés. De 

https://scicrunch.org/resources
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nombreux sites de MPT ont été décrits (Figure 10) et prédits sur la séquence de MAF 

(Figure 23, Figure 24, Figure 25, Figure 26). La présence de ces MPT au niveau des 

épitopes reconnus par les Ac pourraient les rendre inaccessibles et empêcher leur 

détection. Dans le cas de l’épitope ciblé par l’Ac αM3, cette région de la protéine MAF 

est sujette à différentes MPT (sumoylation, phosphorylation, ubiquitination, 

glycosylation). Il pourrait donc exister des différences majeures entre la protéine finale 

et le peptide synthétique contre lequel l’Ac a été généré notamment au niveau de la 

conformation spatiale mais aussi des charges de la protéine, rendant l’épitope 

inaccessible. Gilda et al. suggèrent que l’inexactitude de détection des Ac pourrait être 

plus importante lorsqu’il sont dirigés contre des épitopes complexes, contenant des MPT 

telles que l’ubiquitination (Gilda et al., 2015). Par conséquent, si les sites prédictifs 

d’ubiquitination sont avérés, ils pourraient compromettre la reconnaissance de la 

protéine MAF. Cependant, il est important de noter que ces sites ont été prédits sur des 

régions communes aux autres protéines MAF longues, disqualifiant ainsi les Ac dirigés 

contre ces régions.  

 

Compte-tenu de l’importance que MAF pourrait avoir dans les LB, il est primordial de 

pouvoir le détecter spécifiquement. Si la validation des Ac reste un problème important 

dans la conception des études, l’utilisation des stratégies renforcées de validation, du 

WBMRS et de RRID permettra à l’avenir une meilleure reproductibilité des western-

blots et une validation renforcée des Ac. L’ensemble des stratégies de validation des Ac 

restent à être appliquées aux Ac BLR045F et αM1 dans les LB primaires, ce qui 

permettra une validation plus robuste de ces outils avant de pouvoir interpréter les 

résultats obtenus par western-blot. En plus de l’étude de l’expression de MAF dans les 

LB, la validation des Ac permettra d’étudier les isoformes de MAF induites par des MPT 

ou encore les voies de signalisation impliquées dans son induction. 
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2. MAF EST-IL IMPLIQUE DANS LA DIFFERENCIATION TERMINALE 

DES LB ?  

 

La différenciation plasmocytaire est caractérisée par l’augmentation des FT IRF4 et 

BLIMP-1 (codé par PRDM1) et la diminution de BCL6 et PAX5 (Shi et al., 2015). De 

façon intéressante, l’expression de MAF dans les LBe2/LBreg induite de façon 

concomitante à celle d’IRF4 et de BLIMP-1, indiquant que les LBe2/LBreg pourraient 

correspondre à des PB régulateurs (Michée-Cospolite et al., 2022). Au cours de notre 

étude, l’analyse de l’expression de MAF dans les LB a révélé que son expression est 

enrichie dans les PB comparés aux LB moins différenciés (Figure 44). Concordant avec 

nos résultats, Kassambara et al. ont  mis en évidence une surexpression de l’expression 

de FT non caractérisés dans la différenciation des LB, tel que MAF dont l’expression 

augmente entre le stade pré-PB et le stade PC, comparés aux Bmem (Kassambara et al., 

2021). L’induction concomittante de MAF et BLIMP-1 dans les LB suggère qu’il 

pourrait y avoir un lien entre l’expression de MAF et la différenciation terminale des 

LB, et potentiellement les FT qui la régulent. Cependant, la nature de ce lien reste à être 

définie. 

 

2.1. MAF et l’IRF4 s’induisent mutuellement  

Dans les LT et les macrophages, quelques études décrivent des interactions entre l’IRF4 

et MAF. Dans les macrophages dérivés de la MO, la délétion du gène MAF conduit à 

une diminution de l’expression d’IRF4, indiquant que MAF favorise l’expression 

d’IRF4 (Liu et al., 2020). En effet, MAF est capable de se fixer sur le promoteur de 

l’IRF4  dans les lymphocytes LT (Sahoo et al., 2015). Cependant, la fixation de MAF 

seul n’est pas capable d’activer la transcription de l’IRF4. Sa co-fixation avec IRF4 

induit la transactivation de son promoteur de manière autocrine. En plus de confirmer 

une interaction directe entre MAF et l’IRF4, ces données suggèrent que ces deux FT 

peuvent coopérer ou former un complexe pour transactiver leur cible. Dans les LTh17 

qui n’expriment pas le gène RASA3 (impliqué dans la balance du programme 

moléculaire entre LTh17 et LTh2),  l’absence d’expression d’IRF4 par shRNA conduit 

à une diminution des gènes associés aux LTh2, incluant MAF (Wu et al., 2018). Par 
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ailleurs, la transfection de LT CD4+ par un vecteur contenant l’IRF4 conduit à 

l’augmentation de l’expression de MAF comparés à ceux transfectés avec le vecteur 

vide (Rauch et al., 2020), suggérant que l’IRF4 est capable d’induire l’expression de 

MAF. Ces données laissent présager d’une induction mutuelle de ces deux FT dans les 

LT.  

Dans les LB, MAF a également été décrit pour sa coopération avec l’IRF4. En effet, 

dans la lignée M12 (lignée de lymphome dérivée de LB), MAF coopère avec l’IRF4 et 

NFATc2 pour transactiver le promoteur de l’IL4 (Rengarajan et al., 2002). En plus de 

coopérer avec l’IRF4, un CHIP-seq de MAF a révélé qu’il est capable de fixer sur le 

promoteur de l’IRF4 dans les plasmocytes (Katsarou et al., 2019). En outre, une analyse 

comparative des ChIP-seq de MAF et d’IRF4 a illustré leur co-occupation sur 63% des 

loci qu’ils ciblent, soutenant ainsi l’hypothèse d’un complexe IRF4-MAF pour la 

transactivation de leurs cibles dans les LB. 

 

2.2. MAF/BLIMP-1 : coopération ou interaction directe ? 

Au-delà son lien avec l’IRF4, l’interaction de MAF avec d’autres FT impliqués dans la 

différenciation terminale, tels que BLIMP-1, pourrait expliquer son induction lors de 

cette étape. A ce jour, malgré leur synergie d’expression dans les LB, aucune interaction 

directe entre MAF et BLIMP-1 n’a été documentée. Chez la souris, un autre membre de 

la famille des MAF courts, MAFK a été décrit pour sa fixation sur le site MARE de 

Prdm1 dans les LB (du stade Pro-B au stade PC) (Ochiai et al., 2008 ; Ochiai et al., 

2006). MAFK forme un homodimère avec le FT BACH2, impliqué dans la 

différenciation des LB, afin d’inhiber l’expression de Prdm1. Dans les LT humains, 

certaines études suggèrent une interaction directe entre MAF et BLIMP-1. Dans les 

LTh1, une analyse par ChIP-qPCR a révélé la fixation de MAF sur le promoteur PRDM1 

(Neumann et al., 2014) et ce, au niveau du même site MARE réprimé par BACH2 et 

MAFK dans les LB (Ochiai et al., 2008). Par ailleurs, la co-transfection de plasmides 

contenant le gène rapporteur de la luciférase sous le contrôle du promoteur de PRDM1 

(PGL3-PRDM1-Luc) et de plasmides contenant le gène MAF (CMV-MCS-C-Maf-

3Flag) dans les cellules HEK293T conduit à une transactivation du promoteur PRDM1 
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plus importante qu’en l’absence de MAF (Chang et al., 2017). Si ces études soutiennent 

l’hypothèse d’une interaction directe entre MAF et le promoteur PRDM1, d’autres 

indiquent une action synergique des deux FT mais sans interaction directe. Dans les LT 

CD8+ murins, malgré une augmentation de l’expression de Maf en l’absence 

d’expression de Prdm1, l’identification par ChIP-seq des cibles de MAF ou de BLIMP-

1 a révélé qu’il ne semble y avoir aucune interaction directe entre ces deux FT (Chihara 

et al., 2018). En revanche, cette analyse a mis en évidence 121 gènes régulés à la fois 

par MAF et BLIMP-1, suggérant qu’ils peuvent se lier à proximité l’un de l’autre sur 

des cibles communes. Dans les LTh, ils sont capables de contribuer indépendamment à 

la production d’IL-10 (Alhers et al.,2022). La délétion de l’un ou l’autre, n’impacte 

aucunement leur expression respective. Par ailleurs, leur délétion individuelle par 

siRNA n’induit qu’une diminution partielle de leurs cibles dans les LT CD8+ (PD-1, 

TIM-3, TIGIT) (Chihara et al., 2018) et dans les LTh (IL-10) (Alhers et al., 2022). Ces 

études suggèrent une régulation compensatoire de MAF et BLIMP-1 vis-à-vis de leurs 

cibles, soit un rôle redondant de ces deux FT sur leurs cibles communes. 

 

2.3. Interaction entre MAF et les autres FT impliqués dans la différenciation en 

cellules sécrétrices d’Ac 

Malgré l’incertitude quant à la nature de l’interaction entre MAF et BLIMP-1 (directe 

ou indirecte), l’idée de leurs rôles redondants vis-à-vis de leurs cibles communes dans 

les LT soulève la question du rôle de MAF envers les cibles de BLIMP-1 lors de la 

différenciation terminale des LB. De façon intéressante, les souris transgéniques dont 

les LB sur-expriment Maf, présentent une diminution de l’expression de Pax5 et une 

augmentation de l’expression de Xbp1 dans les LB issus de la rate (Morito et al., 2011). 

Ces résultats suggèrent que MAF pourrait inhiber PAX5 et induire l’expression de 

XBP1 dans les LB murins. Et inversement, l’expression de Maf est augmentée dans les 

LB de souris transgéniques qui sur-expriment Xbp1 (Carrasco et al., 2007), indiquant 

que ces deux FT pourraient s’induire mutuellement dans les LB murins.  Par ailleurs, 

lorsque l’expression de MAF est augmentée en réponse au blocage de SLAMF5 dans 

les LBreg IL-10+, celle de PAX5 est diminuée (Radomir et al., 2021).  



145 
 

Concernant les autres cibles de BLIMP-1, aucune étude ne les relie à MAF dans les LB 

à notre connaissance. Cependant, MAF a été décrit pour sa coopération avec BCL6 dans 

les LTfh pour l’induction de gènes clés (Kroenke et al., 2012) et sa régulation négative 

de l’expression des gènes BCL6 et IRF8 dans les ILC3 NKp46+ (Tizian et al., 2020). En 

effet, en absence d’expression de MAF, l’expression de ces deux FT est augmentée dans 

les ILC3 NKp46+. Par analogie, ces données suggèrent que MAF pourrait également 

réguler négativement BCL6 et l’IRF8 lors de la différenciation terminale des LB et ainsi 

contribuer au maintien du programme moléculaire des ASC. 

L’ensemble de ces données suggèrent que MAF pourrait avoir un rôle dans l’induction 

de la différenciation terminale des LB en PB et PC via l’induction d’IRF4 qui induit à 

son tour BLIMP-1. De plus, MAF pourrait être également impliqué dans le programme 

identitaire des ASC via l’induction de BLIMP-1 et de XBP-1, permettant la sécrétion 

abondante d’Ac et la répression de PAX5, BCL6 et IRF8, responsables du programme 

moléculaire des LB moins différenciés (Figure 58).  
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Figure 58 - Rôle hypothétique de MAF dans la balance moléculaire au cours de la 

différenciation terminale des LB. Les flèches en bleu indiquent les gènes induits par MAF, 

celles en noir représentent les gènes induits par les autre FT. Le trait orange indique les coopérations 

connues entre MAF et les autres FT. 
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Etant donné, le caractère compensatoire des rôles de BLIMP-1 et MAF, il serait 

intéressant de vérifier expérimentalement si l’expression de MAF est nécessaire à la 

différenciation terminale. Pour cela, des LB NA préalablement transfectés avec un ARN 

interférant de MAF pourraient être mis en culture selon le modèle de différenciation 

utilisé en Partie II. Dans le cas où l’absence de MAF impacterait la différenciation en 

plasmablastes, cela signifierait que MAF joue un rôle essentiel dans la différenciation 

terminale des LB. En l’absence d’effet sur la différenciation, MAF aurait simplement 

un rôle redondant, qui peut être compensé par la présence de BLIMP-1. Afin de 

confirmer les observations réalisées chez la souris, il serait également pertinent 

d’analyser l’impact de l’absence d’expression de MAF sur les FT impliqués dans la 

balance moléculaire qui régule la différentiation terminale des LB (IRF4, BLIMP-1, 

XBP1, PAX5, IRF8, BCL6). 
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ANNEXES 
 

 

ANNEXE 1 : IL-21 AND IFN-ALPHA HAVE BOTH OPPOSITE AND 

REDUNDANT ROLE ON HUMAN INNATE PRECURSORS AND 

MEMORY B-CELL DIFFERENTIATION   
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ABSTRACT 

Immunological memory is essential for effective immune protection upon antigen 

rechallenge. Memory B cells encompass multiple subsets, heterogeneous in terms of 

phenotypes, origins and precursors, anatomical localization, and functional 

responses. B-cell responses are conditioned by micro-environmental signals, 

including cytokines. Here, we analyzed in vitro the effects of two cytokines 

implicated in B-cell differentiation, interferon-alpha (IFN-α) and interleukin (IL)-21, 

on the early functional response of four different mature B-cell subsets (IgD- CD27- 

naive, IgD+ CD27+ unswitched, IgD- CD27+ switched and double-negative B cells). 

The dual response of naive and memory B cells to IL-21 allowed us to uncover a 

unique IgD+ CD27- CD10- B-cell population (referred to as NARB+) characterized by 

the expression of marginal zone B-cell markers CD45RB and CD1c. Similar to 

memory B cells, NARB+ cells were in a pre-activated state, allowing them to rapidly 

differentiate into plasmablasts upon innate signals while maintaining their 

susceptibility to IL-21 activation-induced apoptosis as observed for the naive 

compartment. Both in-depth phenotypic analysis of circulating B cells, and 

identification of these cells in spleen, tonsil and gut-associated lymphoid tissues, 

supported that NARB+ are uncommitted precursors of human marginal zone B cells.  
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INTRODUCTION 

Memory B cells (MBC) and antibody (Ab) secreting cells (ASC) are the key players 

of humoral immunity resulting in the clearance of pathogens and the establishment of 

durable immune protection and supporting successful vaccination strategies (1). 

However, the persistence of autoreactive memory B-cell clones could sustain chronic 

and autoreactive inflammation leading to systemic autoimmune diseases (2). Some 

inherent and stable memory functions include long lifespan, high sensitivity to low 

doses of antigen, quick and robust proliferation, and rapid differentiation into plasma 

cells highly contrast with those from naive inexperienced B cells (3, 4). Accumulated 

data have demonstrated the high degree of heterogeneity of subsets and their 

progenitors with ambivalent equivalence in humans (5). Activated B cells that make 

cognate interactions in secondary lymphoid organs differentiate along either a 

follicular or extra-follicular (EF) pathways. In the follicular pathway, antigen-

activated B cells interact with T cells and form the germinal center (GC), where they 

undergo somatic hypermutation, selection, and eventually differentiate toward high 

affinity long-lived plasma cells or IgG+ memory B cells. The EF differentiation of B 

cells is described as very heterogeneous depending on the tissue localization and 

subsequently on the nature of the availability of T-cell help as described in the lymph 

node (6).  In the gut or the spleen, this pathway is mostly T-cell independent but relies 

on signals provided by innate cells (7). However, the strength of antigen (Ag) 

recognition appears as a common crucial regulator (8). The prototype of this pathway 

is represented by marginal zone B-cell (MZB) differentiation, leading to the 
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production of short-lived plasmablasts (PBs) involved in bacterial protection and the 

immune regulatory response (9).  

The cytokines IL-21 and IFN-α are major actors involved in the control of B-cell 

responses. In secondary organs, the production of IL-21 by follicular helper T cells 

(LTfh) not only initiates affinity maturation in the GCs and isotype switching but also 

promotes cell proliferation and plasma cell differentiation (10-12). IFN proteins are 

highly produced by plasmacytoid dendritic cells upon viral aggression and are 

involved in the development of protective immunity mostly against viruses (13-15). 

Interestingly, IL-21 and IFN-α signaling have shared involvement in the pathogenesis 

of chronic and autoimmune diseases as well as in uncontrolled exacerbated 

inflammation (16-18). However, the role of IL-21 and IFN-α role in influencing the 

reactivation of MBCs or initiating the innate B-cell differentiation pathway is not well 

understood and often analyzed separately, especially in humans (19, 20). In the 

present report, we were interested in exploring the role of both cytokines in the initial 

events that cause activation and plasma cell differentiation from different human 

mature B-cell progenitors. Thus, we thus used a canonical gating strategy with IgD 

and CD27 to sort the four main mature B-cell populations. We then analyzed the early 

response of B cells to IL-21 and IFN-α signaling following BCR and Toll-like 

receptor (TLR) stimulation. We showed that both signaling pathways induced 

different B-cell fates, depending on their maturation status. Furthermore, we 

uncovered a mature B-cell population IgD+ CD27- CD45RB+ CD10- (referred to as 

NARB+) harboring highly versatile “multilineage” differentiation potential either 

able to differentiate into IgM producing PB upon innate signals or adopt pre-GC 
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features in the presence of IL-21. Phenotypically, NARB+ cells share some attributes 

with IgD+ CD27+ MZB cells but retain a unique naive migratory pattern and are 

sensitive to IL-21 activation-induced apoptosis. This population differed from Ag-

inexperienced naive B cells by exhibiting a pre-activated phospho-signaling response 

to BCR/TLR stimulation. The co-stimulation with IFN-α but not with IL-6 or IL-10 

overtook the IL-21 dependent inhibition of the differentiation pathway. This 

functional plasticity towards its cytokine environment contrasted with the stable and 

redundant responses observed in committed MBC subsets. Therefore, this subset 

could represent an important crossroad in human between the follicular and marginal 

zone developmental pathways. 
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MATERIALS AND METHODS 

Sample collections 

Blood samples from healthy donors were collected. Routine plateletpheresis was 

performed with the Trima Accel device at the French Blood Establishment (EFS). 

After donation, tubing of the leukoreduction system chamber (LRSC) was sealed 

before removing the collection set from the Trima Accel system. The LRSC were 

kept at 4°C until cell recovery (within 18 hours). 

Cell isolation 

To isolate Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs) from Trima Accel devices, 

residual human blood from the LRSC was harvested and the LRSC was rinsed with 

phosphate-buffered saline (PBS). PBMCs were isolated by density gradient 

centrifugation on Lymphocyte Separating medium, Pancoll human (PAN Biotech). 

CD19+ B cells were purified from human PBMCs using the REAlease® CD19 

Microbead Kit (Miltenyi Biotec) according to the manufacturer’s recommendations 

with purity greater than 98 %. 

Cell sorting 

After isolation, B cells were stained for 30 min at 4°C into the dark with fluorescein 

isothiocyanate (FITC)-conjugated anti-IgD (IA6-2), phycoerythrin (PE)-conjugated 

anti-CD10 (ALB1), phycoerythrin linked to cyanin 5.5 (PC5.5)-conjugated anti-

CD27 (1A4CD27), allophycocyanin (APC) linked to Alexa Fluor 700 (AAF700)-

conjugated CD19 (J3-119) antibodies. CD10-positive B cells, which correspond to 
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transitional subset, were excluded from the cell sorting. Naive (NA, IgD+ CD27- 

CD10-), unswitched memory (USM, IgD+ CD27+ CD10-), switched memory (SM, 

IgD- CD27+ CD10-) and double-negative B cells (DN, IgD- CD27- CD10-) were 

sorted. For sorting of CD45RB+ and CD45RB- NA B cells, FITC-conjugated anti-

CD45RB (MEM-55, Immunotools), combined with PE-conjugated anti-CD10, 

PC5.5-conjugated anti-CD27, APC-conjugated anti-IgD (IA6-2) and AAF700-

conjugated anti-CD19 antibodies, was used. Cell sorting was performed using a 

MoFlow XDP cell sorter (Beckman Coulter). The purity of B-cell subsets was 

typically greater than 97 %. 

Ex vivo B-cell phenotyping by Flow Cytometry 

For B-cell phenotyping, the following antibodies were used (Supplementary Table 1). 

For ABCB1 transporter activity analysis, cells were then washed and incubated at 

37°C for 30 min with 200 nmol/L MitoTracker Green FM probes (Molecular Probes, 

Eugene, Ore). Samples were acquired with a Navios cytometer (Beckman Coulter). 

Cell culture 

Sorted cells were cultured in 96-well plates (Falcon) at 2×105 cells per 200 µL/wells 

in complete medium (RPMI 1640 medium (Sigma-Aldrich) supplemented with 10 % 

of heat-inactivated Fetal Calf Serum (FCS) (BD, Biosciences), 4 mM L-Glutamine 

(Gibco) and penicillin (200 U/mL) and streptomycin (100 µg/mL)). B cells were 

stimulated for 84 h (3.5 days), in the presence of the AffiniPure Goat anti-Human 

IgG+IgM (H+L) (2 µg/mL), the AffiniPure F(ab’)2 Fragment Goat Anti-Human 

Serum IgA, α Chain Specific (2 µg/mL; Jackson ImmunoReasearch Laboratories), 
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CpG oligodeoxynucleotide (ODN-2006) (0,25 µM; InvivoGen), recombinant human 

Interleukin-2 (rh IL-2) (20 ng/mL, ImmunoTools) subsequently referred to as primed 

stimulation. Recombinant human Interferon-alpha 2a (rh IFN-α2a) (10 µg/mL; 

ImmunoTools), or recombinant human IL-21 (40 ng/mL; Immunotools) were added 

to the stimulation. For kinetics studies, B cells were stimulated with or without IL-21 

for 12 h (0.5 days), 1.5 days, 2.5 days and 3.5 days. 

Apoptosis and differentiation rescue assays 

Viability of stimulated B cells were assessed by flow cytometry using FITC-labeled 

annexin V and propidium iodide (PI) (Biolegend). For apoptosis assays by live-

imaging, IncuCyteⓇ Annexin V Green Reagent was added directly in the medium at 

the dilution 1:200 and B cells were imaged every hour for 3.5 days using IncuCyteⓇ 

Live-Cell Analysis System (Sartorius). 

For rescue assays, sorted B cells were cultured with rh IL-21 as previously described 

and with Human CD40-Ligand Multimer Kit (1 µg/mL, Miltenyi Biotec), rh IL-6 (20, 

100 or 1000 ng/mL, Immunotools), rh IL-10 (10, 100 or 1000 ng/mL, Immunotools), 

rh BAFF (50 ng/mL, Immunotools), rh IFN-α2a (10 ng/mL) or with the Pan Caspase 

Inhibitor Z-VAD-FMK (100 µM, BD Biosciences).  

Analysis of the differentiation of cultured B cells by Flow Cytometry 

After culture, cultured B cells were harvested, pelleted and the supernatant was 

collected. Cells were then stained with PE anti-CD11c, PC5.5 anti-CD27, APC-

AF700 anti-CD19, APC-AF750 anti-CD38 (Beckman Coulter).Intracellular staining 

for transcription factors was carried out after cell fixation and permeabilization using 
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the Transcription Factor Buffer Set (BD Biosciences) according to the manufacturer’s 

instructions. Transcription factor expression was analyzed using PE anti-IRF8 

(REA516), PE Vio770 anti-IRF4 (REA201), APC anti-BLIMP1/PRDM1 (646702), 

BV421 anti-T-BET (4B10, Biolegend). Stained B cells were analyzed using a Navios 

cytometer (Beckman coulter). The phenotype of the cells was analyzed using Kaluza 

Flow Cytometry Analysis and FlowJo software.  

Phosphoprotein measurement  

Purified total B cells were first stained with FITC-conjugated anti-CD45RB, PC5.5-

conjugated anti-CD27, APC-conjugated anti-IgD, AAF700-conjugated anti-CD19 

and AAF750-conjugated anti-CD38 antibodies for 30 min at 4°C into dark. After 

surface staining, cells were stimulated following the primed stimulation with or 

without rh IL-21 or rh IFN-α2a (as described above) during 5 to 30 min. Unstimulated 

B cells were used as control. Cells were then fixed in 1.5 % Paraformaldehyde 10 min 

at room temperature and permeabilized with 100 % ice-cold methanol for 30 min at 

4°C. The expression of phosphorylated proteins was measured by flow cytometry 

using a Navios cytometer with VioBlue (VB)-conjugated anti-pSTAT1 (pY701, 

REA159), Brilliant Violet 421 (BV421)-conjugated anti-pSTAT3 (pY705, 13A3-1) 

or BV421-conjugated anti-pAKT (pS473, M89-61) (Biolegend) Abs. 

Proliferation assays 

Sorted B-cell subsets were labeled with CellTrace Violet reagent (Thermo Fischer 

Scientific) for 10 min at 37°C prior to the primed stimulation as described above. B-
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cell proliferation was evaluated by using Navios cytometer and analyzed with 

FlowJo's Proliferation software. 

Antibody production measurement by FluoroSpot 

After 3.5 days of stimulation, the levels of total IgM, IgG, and IgA production by 

each sorted B-cell subset were evaluated by using the Human IgG/IgM and IgG/IgA 

FluoroSpot kits (MABTECH), according to the manufacturer’s instructions. 15,000 

pre-stimulated B cells were incubated by wells during 20 h before revelation. Spots 

were counted with an Elispot Reader system (Autoimmun Diagnostika GmbH). 

Intracellular cytokine detection 

For analysis of the intracellular cytokine production, 50 ng/mL Phorbol 12-Myristate 

13-Acetate (PMA, Sigma Aldrich), 1 µg/mL ionomycin (Sigma Aldrich) and 10 

µg/mL Brefeldin A (Selleckchem) were added for the last 5 hours of culture. Cells 

were then fixed and permeabilized using Cyto-Fast Fix/perm Buffer Set (Biolegend) 

according to the manufacturer’s instructions and stained with PE anti-IL-6 and PE-

Cy7 anti-IL-10 (JES3-9D7) Abs (Biolegend).  

Blood sample staining and CYTOF acquisition 

Whole blood from healthy controls was analyzed using the Maxpar® Direct™ 

Immune Profiling Assay™ (Fluidigm) according to manufacturer’s instructions on a 

CYTOF Helios system (Fluidigm). The following antibodies were added to the initial 

cocktail:  CD24-169Tm (ML5, Fluidigm), CD21-162Dy (BL-13, Miltenyi Biotec), 

CD11b-209Bi (ICRF44, Fluidigm), IgM-175Lu (PJ2-22H3, Miltenyi Biotec), T-
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BET-165Ho (4B10, Biolegend), FoxP3-159Tb (259D/C7, Fluidigm) and CD45RB-

142Nd (MEM-55, Immunotools). Briefly, 270 µl of blood were incubated in dry 

antibody tube with the additional antibodies (CD24, CD21, CD11b, IgM and 

CD45RB). After 30 min erythrocyte were lysed by addition of 250 µl of Cal-lyse and 

washed. Then cells were fixed and permeabilized using the Maxpar® Nuclear 

Antigen Staining Buffer Set Cells before incubation with nuclear antibodies (T-BET 

and Foxp3). Then cells were fixed in 1.6% paraformaldehyde and incubated with 

125mM Cell-ID™ Intercalator-Ir. Sample acquisition was performed on a Helios 

system utilizing CyTOF® Software using the Maxpar Direct Immune Profiling Assay 

template with additional channels. Samples were acquired in CAS containing 0.1× 

EQ beads to normalize data. 

Tissue staining and IMC image acquisition 

FFPE sections of 4 μm thickness from gut, tonsil and spleen, were cut onto glass 

slides. Sections were de-paraffinized with xylene and carried through sequential 

rehydration from 100% Ethanol to 70% Ethanol before being transferred to TBS. 

Heat-induced antigen retrieval was performed in a water bath at 95°C for 30 min in 

Tris/EDTA buffer (10mM Tris, 1mM EDTA, pH9). Slides were cooled to room 

temperature (RT) and were subsequently blocked with PBS+3%BSA for 30 min at 

RT. Each slide was incubated with 100 μl of the antibody cocktail (Supplementary 

Table 2) overnight at 4°C. Then, slides were washed 3 times with PBS and labeled 

with 1:500 dilution of Intercalator-Ir (Fluidigm) in TBS for 2 min at RT. Slides were 

briefly washed with H2O and air dried before IMC acquisition. The IMC was 

purchased from Fluidigm (Fluidigm, Hyperion Imaging System™). Data were 
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acquired on a Hyperion imaging system coupled to a Helios Mass Cytometer 

(Fludigm), at a laser frequency of 200 Hz and laser power of 3 dB. For each recorded 

ROI, stacks of 16-bit single-channel TIFF files were exported from MCD binary files 

using MCD™ Viewer 1.0 (Fluidigm). Cell-based morphological segmentation was 

carried out by using supervised pixel classification by Ilastik (64) to identify nuclei, 

membrane and background, and used CellProfiler (65) to segment the resulting 

probability maps.  Inputs of 16-bit TIFF images with their corresponding 

segmentation mask were uploaded in histoCAT to open a session data analysis. 

Dimensionality reduction and unsupervised FlowSOM clustering for 16-bit single 

images were performed using Cytobank on FCS.files. 

RNA sequencing  

Total RNA from ex vivo sorted B cells (NA, SM and DN) and after culture (Primed, 

IFN-α and IL-21) was extracted using RNA isolation kits (Norgen Biotek) according 

to the manufacturer’s instructions. Libraries were generated by using the Qiaseq RNA 

library kit (Qiagen) according to manufacturer’s instructions. The sequencing 

analysis was realized by Macrogen society. Fastq reads were aligned using Partek® 

Flow® Genomic analysis software with STAR aligner and hg38-GENCODE Genes 

(release 31) as transcript model. Differential expression analysis was performed using 

the EdgeR package. We treated the PCA loadings onto each of the genes as expression 

data to run pathway analysis with the PGSEA package. For each pathway, the PAGE 

algorithm performed one-sample t-test on each gene set in the biological processes 

branch of Gene Ontology (GO). The adjusted P-values were then used to rank the 

pathways for each of the first five principal components. The following R code 
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performs PCA and PGSEA analyses: pca.object <- prcomp(t(x)) ; pg = PGSEA 

(pca,cl=GeneSets(),range=c(15,2000), p.value=TRUE, weighted=FALSE). We used 

the top 500 genes in hierarchical clustering using the heatmap.2 function. The data 

was centered by subtracting the average expression level for each gene.  

 

Real-time PCR 

From 120 to 500 ng of total RNA were reverse-transcripted with superscript IV 

reverse transcriptase (Thermo Fisher Scientific) according to the manufacturer’s 

instructions. The gene expression was analyzed with the TaqMan™ Gene Expression 

Master Mix and the following probes: GAPDH (Hs02758991), BCL2 (Hs04986394), 

IL6 (Hs00985639), IL6R (Hs01075666), IL10 (Hs00174086) and TNFSF13B 

(Hs00198106). Real-time PCR were performed using The QuantStudio6™ real-time 

PCR device (QuantStudio™ real-time PCR software). The mRNA relative 

abundances in real-time PCR were obtained by using the MCMC.qPCR package. 

Statistics and Data visualization 

For in vitro experiments, statistical differences were evaluated using the paired two-

tailed Wilcoxon signed-rank t-test or repeated measures (RM) one-way ANOVA 

using Tukey’s correction for multiple comparisons when analyzing more than three 

groups. All statistical analyses were performed using GraphPad Prism version 8.4.3 

and 9 software. 
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RESULTS 

Activation, rapid differentiation and immunoglobulin production upon 

stimulation define functional B-cell subsets 

To investigate the initial activation and differentiation response of the different 

circulating mature B-cell subsets, we sorted the four canonical mature B-cell 

populations in CD10-negative cells according to IgD and CD27 expression. The 

expression of both markers was widely used to phenotype and follow the mature 

human B-cell population in the literature (21, 22) and delineates naive B cells (NA, 

IgD+ CD27-), unswitched MBCs (USM, IgD+ CD27+), switched MBCs (SM, IgD- 

CD27+), and double-negative cells (DN, IgD- CD27-) (Supplementary Figure 1A). 

We analyzed activation and differentiation capacities of the different subsets after 

activation (anti-BCR, CpG, and IL-2) (23) during a short incubation period (three 

days) that was inferior to previous culture conditions required for the in vitro class 

switch recombination (24). In subsequent experiments, we referred to this stimulation 

as priming activation. We first followed B-cell activation and differentiation by 

assessing the expression of CD38 and CD27 in culture to classify resting B cells 

(CD38-CD27-), activated B cells (Act, CD38+CD27-), intermediate (Int, CD38+/-

CD27+) and plasmablasts (PBs, CD38highCD27high) (Figure 1A) adapted from 

previous studies (18, 25, 26). As expected, PBs and Int cells were significantly 

enriched in cultures derived from CD27+ MBCs compared to those from NA and DN 

cells, which in contrast presented an activated phenotype with enrichment of CD38+ 

CD27- cells. However, we could detect that 25.9% (± 4.8) of CD38+ CD27+ cells 

originated from the DN population and more surprisingly 14.2% (± 1.8) from the NA 
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population. To extend these phenotypic observations, we assessed the IgM, IgA, and 

IgG production by dual-color ELISPOT in activated sorted B-cell subsets (Figure 

1B). Detection of isotype-specific PB confirmed that the culture model does not allow 

for the class-switching of IgD-positive and IgM-positive cells from NA and USM 

cells, supporting the observation of the rapid differentiation of MBC progenitors. 

Although the SM population presented an increase in PB and CD27+ cells compared 

with cells originating from the DN population, the percentage of ASC (all isotypes) 

was very close in both populations (13.6 vs 10.4). Moreover, there was a significant 

amount of IgM-secreting cells originating from the NA population which is usually 

positioned as a non-secreting subset. Therefore, to understand these potent 

discrepancies between the observed differentiated phenotype and the functional 

ability of the different subsets to secrete Ab, we assessed the intracellular expression 

of three key molecular drivers of B-cell differentiation BLIMP1 (encoded by the 

PRDM1 gene), IRF4 and IRF8 (27) (Figure 1C). We robustly detected the induction 

of IRF4high IFR8low cells expressing the PB marker BLIMP1 with no significant 

difference between the SM, DN, and USM populations regardless of CD27 

expression. In agreement with the ELISPOT assays. NA stimulated cells generated 

5.5% (± 1.4) of BLIMP1+ IRF4+ IRF8low cells that did not acquire a typical CD27+/high 

pre-PB/PB phenotype. Moreover, the detection of differentiated cells with functional 

Ig production derived from NA cells might indicate the existence of a precursor IgD+ 

CD27- B-cell subset with the ability to rapidly differentiate into IgM+ PB. 
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IL-21 and IFN-α modify the mature B-cell responses and uncover unique 

innate precursor ability 

To investigate the role of IL-21 and IFN-α signaling in mature B-cell differentiation, 

we assessed the induction of IRF4high IRF8low cells in the primed culture in the 

presence of IL-21 or IFN-α in the four sorted populations (Figure 2A). A relative 

heterogeneous rate of cell differentiation existed within the IgD+ compartment 

according to the different donors (Figure 2B). Whereas IFN-α exhibited no significant 

additive effect to the priming activation on the activation of any mature subset, IL-21 

signaling had opposite results between NA and SM cells. Primed SM cells had a 30 

% increase in the differentiation rate in the presence of IL-21. On the contrary, IL-21 

suppressed the induction of the IRF4high IRF8low population in the NA culture. Those 

observations were confirmed by ELISPOT at the functional level confirming the loss 

of ASC coming from the NA population in the presence of IL-21 (Supplementary 

Figure 1B). IgM/IgD memory and class-switched cells might exhibit a distinct fate 

after reactivation in mice (28). Thus, we compared the differentiation response to IL-

21 in the IgD+ population (Figure 2B). In contrast to the effect on IgD+ CD27- cells, 

IL-21 had no additional impact on the differentiation of IgD+ CD27+ USM cells and 

did not exhibit a suppressive effect.  

IL-21 was initially described to deliver both positive and negative signals in a context-

dependent manner in NK cells and B cells (29) and more recently on dendritic cells 

(30). To date, several articles have reported a suppressive effect of IL-21 on normal 

B cells (31-33). To understand the opposite role of IL-21 on SM- and NA-derived PB 

differentiation, we examined the effect of IL-21 on the B-cell apoptosis (Figure 2C). 
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The addition of IL-21 to the initial stimulation significantly decreased annexin V- PI- 

viable NA cells but not viable SM cells. On the contrary, IFN-α significantly 

promoted NA cell survival, whereas it had no impact on SM cell recovery (Figure 2C 

and 2D). Multiple rounds of division and differentiation coexist during the 

reactivation of MBC, balancing in vivo between the generation of either GC or plasma 

cells (34, 35). Furthermore, the functional division of MBCs following reactivation 

might highly contribute to their regenerative potential. When activated, NA cells 

remained largely undivided at day 3. In contrast, SM cells proliferated with more than 

three divisions. IL-21 increased the proliferation of SM cells induced by priming 

activation, whereas it led NA to enter into the cycle (Figure 2E). We analyzed the 

apparition of the IRF4+ IRF8low PB population in both subsets each day during the 

culture (Supplementary Figure 1C). There was a notable difference in the velocity of 

the differentiation process. IL-21 amplified and maintained both rounds of division 

and differentiation in SM cells initiated at the beginning of the culture. In contrast, 

cell activation triggered the differentiation of a subset of NA cells with a significant 

delay compared with that of SM cells. The IL-21-induced proliferation of NA cells 

might lead in vitro to nutrient exhaustion and subsequent non-specific apoptosis that 

may be uncoupled from direct IL-21 signaling. When following the kinetics of the 

IL-21-dependent apoptosis in NA cells, live imaging revealed a very progressive 

process that was initiated after 10-15 hours of stimulation, suggesting an activation-

induced mechanism (Supplementary Figure 1D). 

IL-21 induced T-BET and CD11c expression in anti-IgM/CD40L activated naive B-

cell culture (36). As expected, CD11c was strongly induced by IL-21 without any 
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differences between the subsets (Figure 2F). Interestingly, IL-21 decreased the 

induction of T-BET in activated SM cells together with the induction of BLIMP1, as 

mutually exclusive events (Figure 2G, and 2H, Supplementary Figure 1E). The 

addition of IL-21 to activated NA cells led to opposite results, with significant 

suppression of the BLIMP1+ population toward a T-BET-positive phenotype 

underlining two opposite maturation trajectories. 

Altogether, these results demonstrated that IL-21 signaling specified different 

primary outcomes in B-cell subsets promoting either proliferation and T-BET-

activation in NA B cells or both renewal and differentiation in MBC. Moreover, we 

uncovered a unique NA-derived IgD+ CD27- population with delayed ability to 

differentiate into IgM-producing PB repressed by IL-21. 

IL-21 and IFN-α induce different transcriptional programs in naive and 

switched memory B cells 

To gain insight into the role of IL-21 and IFN-α signaling in activated mature B-cell 

subsets, we performed RNA sequencing on sorted NA and SM B cells in a resting 

state and cultured them in the presence of both cytokines. The unsupervised approach 

showed an accurate clustering of B-cell subsets according to their origin and stimuli 

(Figure 3A). Principal component analysis 1, representing 54% of the total variance, 

is correlated with the culture-activation conditions, whereas PC2 (15% of the 

variance) separated the two major B-cell subsets (Supplementary Figure 2A). We 

treated the loadings of the principal components onto each of the genes as expression 

data to run pathway analysis using the PAGE algorithm on multiple GO pathways 
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and hallmark.MsigDB databases (37) (Figure 3B). As anticipated, PC1, representing 

the culture activation, was strongly associated with the mitotic process, cell cycle, 

and DNA replication, whereas PC2 correlated with the reticulum process, mRNA 

translation, and protein production. We then analyzed genes differentially expressed 

in NA cells in the presence of IL-21 compared to the priming stimulation (adjusted p 

value = 0.05, fold change = 1.5). Although the sensitivity of our dataset was modest, 

we observed that differentially expressed genes (DEGs) reflected the principal 

cellular outcomes in cultures between the different conditions (Figure 3C and 

Supplementary Table 3). Among the 124 genes down-regulated by IL-21, we found 

genes involved in Ig transcription and protein production (XBP1, BHLHA15, CAV1, 

TNFSF8, FKBP11, MZB1, and IGVK) were both key elements of B-cell 

differentiation into ASCs (Figure 3C). In contrast, the presence of IL-21 strongly up-

regulated genes involved in the control of B-cell activation and proliferation of 

AICDA, TOX, TOX2, NR4A1, ZBTB32 and, ITGAX (CD11c) gene expression. GO 

enrichment analysis highlighted the up-regulation of metabolic activity in IL-21 

stimulated NA cells with the enrichment of kinase, transferase, fatty-acyl-CoA, and 

lipid metabolic processes (Supplementary Figure 2B). Similar observations were 

made when we compared NA cells stimulated either with IL-21 or IFN-α (Figure 3D). 

IFN-α-stimulated NA B cells exhibited induction of PRDM1, CD38, and XBP1 

involved in PB differentiation and Ig transcription whereas the genes induced in the 

presence of IL-21 (AICDA, TOX, BHLHE40, CD276, PBX4, and IKZF4) suggested a 

more GC-like pathway (38, 39) (Figure 3D). As expected, the IFN-α signaling is 

strongly emphasized in NA cells by the up-regulation of an important set of type I 
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IFN-responsive genes (IRF7, MX1, MX2, IFI44, IFI35, ISG15, OAS3, IFI6, and 

IFI16) (Supplementary Figure 2C).  

Since the IL-21 signaling was initiated at the beginning of the culture, we 

hypothesized that important variations in gene expression occurred during the 3 days 

of stimulation and could be reflected by assessing DEGs during activation with or 

without IL-21 related to unstimulated NA B cells (Supplementary Figure 2D, 

Supplementary Table 3). The overlapping profile of both simulations revealed a core 

activation signature that reproduce changes in gene expression mediated by the 

priming stimulation. A set of 819 up-regulated and 795 down-regulated genes were 

modulated only in the presence of IL-21. In agreement with the increase of mortality 

observed in the culture, CFLAR, DDIT4, BCL2L11 (BIM), BNIP3, and PAK2 

apoptotic genes were up-regulated and the anti-apoptotic protein BCL2 was down-

regulated exclusively in the presence of IL-21 (Supplementary Table 2). Gene 

ontology, KEGG, and pathway gene set enrichment analysis (GSEA) was used to 

characterize the IL-21 signature in NA B cells. Metabolic processes appeared as 

recurrent up-regulated pathway and included the increase of oxidative 

phosphorylation, fatty acid metabolism and glycolysis (Figure 3E and 3F, 

Supplementary Figure 2E). These pathways seem to be associated with an enrichment 

of mTOR activity. The IL-21 signature in activated NA cells was further 

characterized by an enrichment of a C/EBPβ and MYB-dependent-genes network 

over the MZB-related genes (DLL1, ADAM17, MALM3, FBXW7, RBM15, and 

TGFBR2) (Figure 3F) (40-42).  
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Finally, we compared the effects of IL-21 signaling after activation between the NA 

and SM cell subsets resulting in 1227 up-regulated and 1166 down-regulated genes 

(Supplementary Figure 2F and Supplementary Table 4). These DEGs corroborated 

the interpretation of the different fates mediated by IL-21 on the two B-cell subsets. 

IL-21-stimulated NA cells harbored a transcriptional program close to pre-GC cells 

with the up-regulation of BCL6, BACH2, SPIB, IRF8, and TCL1 whereas IL-21 

induced a strong differentiation of SM cells into PB illustrated by the increase of 

PRDM1, IRF4, and XBP1 and the down-regulation of B-cell lineage associated genes, 

including CD22, CD72, MS4A1, CD19, and PAX5) (Supplementary Figure 2G).  

Altogether, our transcriptional analyses argued for the down-regulation by IL-21 of 

PB differentiation in the NA B-cell subset that is conserved in SM cells. Moreover, 

these data established B-cell-intrinsic IL-21 signaling in primed NA B cells with a 

high metabolic signature led to proliferation and activation-induced apoptosis.  

CD45RB, CD1c, and unique homing receptor profile identify a circulating 

CD27- marginal zone B-cell-related progenitor population  

We uncovered the existence of a B-cell population within the IgD+ CD27- NA 

compartment that rapidly differentiated upon BCR and TLR signaling but had 

opposite responses between IL-21 and IFN-α. This identity coincided with the down-

regulation of some genes involved in MZB differentiation. We thus hypothesized the 

existence of a MZB-related progenitor cell population displaying multi-potential 

properties. To explore this idea, we conducted an extensive phenotypic analysis using 

mass cytometry on circulating peripheral blood (Figure 4). The CD45RB isoform 
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detected by the Ab clone MEM-55 was reported as an accurate marker to identify not 

only CD27- and CD27+ MBCs (43, 44) but also MZB cell lineage subsets (45, 46). 

We thus used a routine panel of 35 markers including anti-CD45RB (MEM-55) Ab 

and the intracellular detection of T-BET on whole blood from seven different donors 

(Figure 4A). The ViSNE algorithm was run on the concatenated CD19+ B-cell data 

to visualize B-cell populations projected onto a two-dimensional map (Figure 4A). 

CD27 expression distinguished two distinct areas on the ViSNE cell map, and IgD+ 

cells represented the majority of mature B cells. We then performed unsupervised 

hierarchical clustering using FlowSOM resulting in 15 meta clusters overlaid on the 

ViSNe plot with various IgD, CD27, and CD45RB density expressions (47) (Figure 

4B). Among them, cluster 12 (C12) represents a unique population of B cells among 

the NA CD27- population expressing IgD and high density of CD45RB. We then 

applied on the t-distributed stochastic neighbor embedding (t-SNE) the overlay of the 

manually gated IgD+ CD27- CD45RB+ (NARB+) population together with the most 

currently known B-cell subsets, including the two newly described B-cell populations 

poised to differentiate into PB and expanded in autoimmune patients referred to as 

activated naive (aNav) and DN2 cells (Supplementary Figure 3) (21, 48). The NARB+ 

population does not express T-BET or CD11c as described for the aNav and DN2 cell 

populations that appeared to cluster together in C3, confirming the previously 

described relationship between them (Figure 4C). The NARB+ cells were 

characterized by a high amount of the B-cell follicle homing receptors CXCR5, 

CCR7, and CCR6 but low expression of CXCR3. This profile contrasted with USM 

and SM cells that exhibited the up-regulation of CXCR3 expression and down-

regulation of CCR6 expression. We further realized an extensive identification of this 
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population with additional markers in other donors. The NARB+ population 

represented 4.5 ± 1.8% of total B cells with a relatively stable representation, 

contrasting the importance of donors’ variability of human CD27+ MBCs (Figure 4D). 

NARB+ presented an intermediate profile between NARB- B cells and USM B cells 

(IgD+CD27+) and can be identified as IgM+ IgDhigh CD45RB+ CD27− MTGint CD38- 

CD23low CD21high CD1c+ CD80low PDL2- B cells (Figure 4E). The circulating NARB+ 

population shared a common phenotypic identity (expression of IgM and CD1c) with 

IgD+ IgM+ CD27+ MZ-like B cells but with a very distinctive homing (CXCR4, 

CXCR5, CCR6, and CCR7) and signaling-associated molecules (CD21, CD23, 

CD22, CD5, TACI, CD80, PDL2, and CD32) profile.  

NARB+ cells are uncommitted precursors of innate plasmablasts  

According to these data, we thus hypothesized that this progenitor population might 

represent the previous B-cell subset among the NA cells that exhibit rapid 

differentiation upon reactivation. To confirm this hypothesis, we sorted NARB+ and 

NARB- cells to evaluate their response in the priming culture. The induction of the 

IRF4+ IRF8low BLIMP1+ PBs was only observed in the NARB+ cells culture (Figure 

5A and 5B) identifying NARB+ as the precursor population of IgM+ IgD+ CD27+ cells 

and IgM+ PBs. We followed the apoptosis of sorted NARB+ and NARB- cells by live-

cell imaging in the primed culture with or without IL-21. NARB+ cells conserved 

functional characteristics of Ag-inexperienced NA cells in response to IL-21 

exhibiting rapid activation-cell death with similar kinetics (Figure 5C).  
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We then explored whether these cells could be found in secondary lymphoid organs 

at steady state. To address this question, we performed imaging mass cytometry on 

tonsil, spleen, and gut-associated lymphoid tissue sections (Supplementary Figure 

4A). We visualized and analyzed data using the open-source platform histoCAT, 

which enables highly multiplexed, quantitative, and detailed analysis of cell 

phenotypes, microenvironment interactions, and tissue architecture. The workflow of 

histoCAT consists of overlaying the segmentation masks previously generated by 

CellProfiler to extract single-cell level information and processing this information 

into FCS files. We analyzed FCS files analyzed using the t-SNE algorithm that 

revealed specific cell distribution according to tissue origin (Figure 5D). 

Unsupervised hierarchical clustering using the FlowSOM algorithm was performed 

to cluster 10 major groups of cells in the different tissues (Figure 5E). Although the 

expression levels of the different markers may significantly vary between them and 

across the tissues, the heat map view of the FlowSOM clusters identified clusters 1 

and 2 were mostly associated with T cells; cluster 3 with macrophages; cluster 4 with 

neutrophils, and clusters 8, 9, and 10 with B cells. Clusters 5, 6 and 7 had a more 

ambivalent profile. Finally, Ki67+ proliferative B cells identified the GCs in tonsil 

and the gut but not in the spleen sections analyzed here (Supplementary Figure 4B). 

We confirmed that the clusters overlapped with the main cell populations identified 

by manual gating. NARB+ B cells were detected belonging mostly to cluster 9 (Figure 

5E and Supplementary Figure 4C). NARB+ cells were localized outside the GC 

mostly in the mantle zone as previously described for IgD+ cells. Using neighborhood 

analysis with histoCAT, NARB+ cells were found in very close interaction with 

CD3+CD4+ BCL6+ T cells localized at the border of the GCs in the tonsil and in the 



174 
 

gut-associated tissues. Moreover, NARB+ appeared to be close to Ki67+ proliferative 

CD3+ T cells that might suggest antigen presentation or activation process. However, 

the cell interaction map of NARB+ differed in the spleen where NARB+ were mostly 

in interaction with innate cells like with CD68+ macrophages and MPO+ neutrophils 

(Figure 5F and Supplementary Figure 4D). These data suggested circulating NARB+ 

cells had equivalence in secondary lymphoid tissues that were not restricted to the 

spleen and might participate in the immune response.  

NARB+ cells are in a pre-activated state with unique pSTAT3 and pSTAT1 

pattern 

IL-21 signaling via downstream STATs phosphorylations specified the outcome of 

naive and memory B cells (12, 19). To shed light on the mechanisms underlying the 

specific effects of IL-21 on the NARB+ population, we compared the early signaling 

events triggered by IL-21 in combination with the primed stimulation in the different 

subsets. IL-21 signals through the receptor pair IL-21R/γc, which leads to induction 

of STAT3 and STAT1 and to a lesser extent the STAT5 and PI3K/AKT pathways. In 

the priming stimulation, the STAT3 activation showed a similar dynamic of 

phosphorylation between the different subsets with a peak after 5 min and then a 

decrease. The STAT1 phosphorylation in USM, SM, and NARB+ cells also had a 

peak of activation after 5 min, however it continued to gradually increase between 30 

and 90 min. This increase was not observed for NARB- cells (Figure 6A). We 

analyzed the phosphorylation levels of Y705-STAT3 and Y701-STAT1 in the 

different B-cell subsets after 30 min of activation with or without IL-21 (Figure 6B). 

In the presence of IL-21, NARB+ cells presented a dual profile characterized by an 
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important increase of pSTAT3 as observed in Ag-inexperienced NARB- cells and a 

decrease of pSTAT1 as observed in MBC (USM and SM). In addition to STATs 

activation, the IL-21 proliferative effect was dependent on the PI3K/AKT pathway 

(49). We thus examined S473-AKT phosphorylation in the different subsets 

following activation (Figure 6C). We did not detect a strong additional effect of the 

addition of IL-21 on the AKT phosphorylation in any of the subsets. However, as 

observed for STATs phosphorylation, a strong difference existed between the 

magnitude of the pAKT response following activation between NARB- and NARB+ 

cells. Altogether, these data showed that NARB+ cells exhibited a specific IL-21-

dependent pSTAT1 and pSTAT3 activation pattern. Moreover, NARB+ cells have an 

intracellular-phosphorylation signature close to Ag-experienced cells suggesting their 

previous in vivo activation. 

IFN-α but not apoptosis inhibition counteracted IL-21 mediated suppression 

of NARB+ differentiation  

In vitro activation-induced apoptosis may result from an absence of optimum survival 

signals potentially available in vivo. Quantitative RT-PCR performed on four 

independent experiments showed that IL-21 down-regulated BCL2 mRNA together 

with several other B-cell survival and pro-differentiating factors (BAFF, IL6, IL6R, 

and IL10) in NA cells, confirming the observations obtained from RNA sequencing 

(Figure 7A). NARB+ produced twice as much IL-6 as NARB- at steady state (Figure 

7B). After in vitro activation, the IL-6 production in NA cells was reduced in the 

presence of IL-21 whereas IL-10 appeared to be unmodified (Figure 7C and 7D). We 

thus tested whether supplementation of survival factors in the culture might rescue 
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NA cells from IL-21- dependent apoptosis and restore NARB+ differentiation. The 

addition of IL-6 and IL-10 to the IL-21 primed condition at different doses neither 

improved the viability of NA cells nor the induction of IRF4+ PB in the culture 

(Figure 7E). The CD40 signaling is described as a GC key pro-survival factor and is 

a hallmark of the provision of T-cell help to B cells. Accordingly, the addition of a 

CD40L multimer (Figure 7F and 7G) or BAFF (data not shown) in culture inhibited 

IL-21-induced apoptosis but did not induce NARB+ cells to differentiate, suggesting 

a subset-intrinsic control of PB differentiation. We then examined whether the 

biochemical blocking of caspase-induced apoptosis could restore NARB+ PB 

differentiation. We pretreated NA cells with the pan-caspase inhibitor Z-VAD before 

their activation in the presence of IL-21. As expected, we obtained a full recovery of 

cell viability in culture, but the PB differentiation was not restored decoupling both 

mechanisms (Figure 7F and 7G). Lastly, as a test of whether innate signals could 

overcome IL-21-induced inhibition of NARB+ cell differentiation, we analyzed the 

effect of adding IFN-α to the IL-21 primed condition (Figure 7H). Although apoptosis 

of NA cells was only partially corrected, IFN-α counteracted IL-21 signaling in 

NARB+ cells and re-established PB differentiation. 

Taken together, these data support that NARB+ cells not only preferentially followed 

an IFN-α-dependent pathway of differentiation independently of apoptosis but also 

kept the ability to proliferate in response to IL-21 and T-cell signals.  
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DISCUSSION 

In this work, we analyzed the effects of IL-21 and IFN-α signals on different subsets 

of human activated B cells. We used an in vitro B-cell activation model involving 

BCR and TLR stimulation in presence of IL-2 during a relatively short-time period 

(referred to as priming cells) (23). The requirement of permanent BCR engagement 

with an Ag for MBCs to survive or be reactivated is a major debate (50-52), and 

activation by TLR agonists or bystander T cells help have been suggested to also 

ensure the longevity of MBC in an Ag-independent process (53). The priming model 

presented here was an attempt to integrate cognate B-cell stimulation signal 1 and 

TLR innate signal 2 without direct provision of T-cell help. We demonstrated that 

this stimulation was sufficient to capture the early events of the activation of memory 

and naive B cells and then address the ability of MBC to rapidly differentiate into PB. 

We thus efficiently tracked the IRF4+ IRF8low PB and pre-PB subsets with Ab 

secreting ability regardless of CD27 and CD38 expression. However, this model has 

the inherent limitations of in vitro studies using a limited competitive cells 

environment and fixed levels of BCR stimulation. In this regard, the affinity and 

valence of the BCR in the regulation of primary events conducting human B cells 

toward follicular or EF pathways remain to be addressed (54).  

Our data showed that the IFN-α and primed stimulation have a redundant role in the 

differentiation of MBC subsets into PB. In contrast, IL-21 signaling had a unique 

intrinsic effect influencing B-cell fate. This specific IL-21-dependent B-cell response 

led us to uncover the existence of an innate-like mature IgD+ CD27- CD45RB+ CD1c+ 

CD10- B-cell subset harboring progenitor abilities. This subset presented a versatile 
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“multilineage” differentiation potential, either being able to differentiate into IgM- 

producing PB upon innate signals or becoming proliferative and apoptotic in the 

presence of IL-21. NARB+ circulating B cells exhibited the expression of follicular 

homing chemokine receptors and had equivalents in multiple secondary lymphoid 

tissues which strengthen its progenitor nature. However, NARB+ cells differed from 

transitional B cells notably by the low expression of CD38, the intermediate MTG 

extrusion, and the absence of CD10 expression. An equivalent subset was previously 

identified in the spleen expressing the CD45RB glycosylated epitope MEM-55 and 

up-regulating CD27 expression in response to NOTCH2-ligand classifying those 

subsets as marginal zone precursor cells (MZP) (17, 55). The CD45RB isoform was 

initially associated with MBC subsets in humans with a high expression on switched 

CD27+ B cells, PBs, and IgD+ IgM+ CD27+ USM B cells (45). More recently, 

extensive phenotypic and functional analysis of human peripheral B-cell subsets 

through mass cytometry has refined the CD45RB+ CD27- population as an early 

memory B-cell subset based on the level of mutational burden, and their unique 

metabolic and immune signaling activities, however, with no distinction between 

isotype status (43). In a recent elegant study, the Spencer’ group identified CD45RB+  

T2 cells as progenitors of human marginal zone B cells, suggesting a very close 

developmental link with the CD45RB+ naive population described in this paper (62). 

CD45RB+ IgD+ CD27- (NARB+) cells shared different molecular and functional 

attributes with both naive and memory B cells but with unique IL-21 responsiveness. 

NARB+ cells were able to differentiate upon innate signals toward IgM-producing 

cells as observed for the IgD+ CD27+ (USM) subset. Whereas IL-21 signaling had 

nearly no impact on the priming activation of USM cells, NARB+ cell differentiation 
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is suppressed toward activation-induced apoptosis. The reduction of cell viability in 

the presence of IL-21 is not restrained to NARB+ cells but is a feature of the whole 

naive compartment. Intracellular STAT and PI3K signaling analysis of the different 

populations following stimulation demonstrated that the NARB+ subset exists in a 

pre-activated state. This finding challenged the belonging of this subset to the Ag-

inexperienced compartment. Although our data could not trace the trajectory of 

NARB+ differentiation, the phenotypic observations seemed to place this subset in a 

developmental continuum from naive B cells to MBC. However, another 

complementary point of view will be to see NARB+ cells as circulating innate 

progenitors of the MZ response. Thus, NARB+ cells could be assimilated to a MZP 

subset, however, the IL-21 typical response observed in vitro suggested that NARB+ 

cells are not fully committed to MZ differentiation and may keep the ability to follow 

the follicular response in a specific environment. The addition of CD40L signaling to 

the IL-21 activation cocktail is in favor of this idea, with almost entire cell recovery 

and entry into the cell cycle. At this stage, we could only speculate on this putative 

cell pivotal state but its existence in secondary lymphoid organs suggested active 

participation of the immune response. Furthermore, our mass cell imaging analyses 

revealed that NARB+ cells seem interact more specifically with innate cells 

(neutrophils and macrophages) in the spleen, and with pre-LTfh in tonsils and in the 

gut. These data supported that NARB+ cells have specific cell-cell interactions 

according to their tissue localization that might shape their ultimate function. CD27dim 

MBCs were recently described as enriched in infants and might not only represent a 

reservoir for CD27high memory effectors but also might enter the GC reaction (56). 
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The NARB+ cells described in this report presented similar functional attributes, 

suggesting a developmental relationship. 

IL-21 production is one of the hallmarks of LTfh identity and is related to the control 

of the GC B-cell response (39). However, the IL-21 activity area is not restrained to 

the follicular response, and BCL6+ PD1low helper T cells located at the T-B border 

could contribute to the EF response. There was a defect of EF plasma cells in IL-21R 

and IL-21 knockout mice. It was further proposed that IL-21 could act at the stage of 

T–B interaction to accelerate B-cell activation before their differentiation into GC 

cells or to promote EF PB differentiation (6). More recently two LTfh effector stages 

were described according to their spatial positioning in secondary lymphoid organs. 

EF LTfh cells (PD1low) produce high levels of IL-21 and low levels of CXCL13 

compared with GC PD1high CXCR5high LTfh cells (57). Therefore, IL-21 availability 

appears as a key element in the initial activation of B cells (58). Our data 

demonstrated that IFN-α could bypass the IL-21 dependent restriction of PB 

differentiation in NARB+ cells. Early viral responses are mediated by the EF pathway 

and rely on type I IFN activation (59). Precise components of the EF B-cell responses 

are still not fully understood, and recently EF effector B cells with pathogenic activity 

were described in patients with systemic lupus erythematosus expressing CD11c and 

T-BET. ANav B cells are the precursors of autoreactive CXCR5- CD11c+ cells (DN2) 

and EF PB (60), and their development may be related to an aberrant IFN-γ and IL-

21 environment. Our phenotypic analysis showed that NARB+ were a distinct subset 

from the aNav B cells, as they did not express T-BET and seemed not to be 

chronically activated (normal expression of CD21 and CD19). Those observations 
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were in favor of a physiological non-pathogenic subset; however, we could not 

assume any functional relationship between the different EF precursor populations 

and how they might interact. The control of the EF response and the reactivation of 

natural innate or chronically activated B cells appear essential in autoimmunity and 

acute viral infections such as SARS-CoV2 or influenza (61). The convergent and 

balanced existence of different EF progenitors could participate in the homeostasis of 

a such response, providing protective rapid immunity but which could lead to an 

exacerbated inflammatory response (9). In this regard, innate MZB cell (USM) 

differentiation seems impaired in patients with systemic lupus erythematosus and 

Sjögren’s syndrome (63).Therefore, elucidation of the cellular and molecular actors 

controlling the initial B-cell activation toward MZB or FO developmental pathway 

would be promising for better care of systemic autoimmune diseases and hyper-

inflammatory syndromes. 
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FIGURES LEGENDS 

Fig 1 . Assessment of the responsiveness of each B-cell subset primed with IL-2, 

anti-Ig, and CpG.  

(A) Representative flow cytometry plots of CD38 and CD27 expression on CD19+ B 

cells. Three populations, observed after stimulation (priming), are gated: CD27high 

CD38high B cells (PBs, plasmablasts in black), CD27+ CD38int (Int, intermediate B 

cells in dark grey), CD27- CD38+ (Act, activated B cells in light grey). Mean ± SEM 

percentages (below) of Act, Int and PBs in each B-cell subset. (N= 5 to 14) (B) 

Assessment by ELISPOT of the Ig secretory function in primed B cells. The right plot 

depicted the percentages of IgM-(blue), IgA-(yellow), IgG-(red) secreting B cells (C) 

Representative flow cytometry plots of IRF4 and IRF8 intracellular staining. Black 

gates depicted IRF4+ IRF8low differentiated B cells and grey gates the IRF4low IRF8+ 

activated B cells. Mean ± SEM percentages (right) of IRF4+ IRF8low B cells. Data are 

representative of N= 14 (NA); N= 5 (DN); N= 7 (USM), and N= 11 (SM) independent 

experiments. Below are the histogram overlays of the expression of BLIMP1 in IRF4+ 

IRF8low (black) and IRF4low IRF8+ (grey) populations. Statistical significance in (A, 

C) was determined by a one-way paired ANOVA test using Tukey’s correction for 

multiple comparisons. Error bars indicate mean ± SEM. ** p<0.01, *** p<0.001. NA: 

Naive B cells, USM: Unswitched memory B cells, SM: Switched memory B cells, 

DN: Double-negative B cells. 

Fig 2.  Effects of IL-21 and IFN-α on B-cell responses.  

(A) Representative differentiation profile of the four primed B-cell subsets cultured 

in the presence or not of IFN-α or IL-21. (B) Mean ± SEM of IRF4+ IRF8low B cells 

generated in the different cultures of primed B-cell subsets cultured in the presence 
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or not (dark grey) of IFN-α (blue) or IL-21 (orange). Data are representative of N= 

14 (NA), N= 12 (SM), N= 9 (USM) and N= 4 (DN) independent experiments. (C) 

Annexin-V/Propidium Iodure (PI) representative cytometry data of primed NA B 

cells cultured or not with IFN-α (blue) or IL-21 (orange). (D) Mean ± SEM viable 

Annexin-V- PI- NA and SM primed (dark grey) B cells cultured in the presence or not 

of IFN-α (blue) or IL-21 (orange). Data are representative of 4 to 7 independent 

experiments. Statistical significance was determined by paired Wilcoxon paired t-

test. (E) Assessment of the proliferation of primed NA and SM B cells (left) cultured 

in the presence or not of IFN-α (blue) or IL-21 (orange). The right panel depicted the 

mean ± SEM division index (N= 3 independent experiments). (F) Mean ± SEM 

CD11c geometric mean intensity (gMFI) in NA (left) and SM B cells (right) at day 0 

(D0, white) and after stimulation (primed) in the presence or not (dark grey) of IFN-

α (blue) or IL-21 (orange). N= 8 to 10 independent experiments. (G) Representative 

flow cytometry plots of T-BET and BLIMP-1 expression analyzed by intracellular 

flow cytometry (H) Mean ± SEM geometric mean for T-BET expression on B cells 

in the different culture conditions. Data are representative of 3 (D0) to 8 independent 

experiments, and statistical significance was determined by ANOVA test with 

Tukey’correction. NA: Naive B cells, USM: Unswitched memory B cells, SM: 

Switched memory B cells, DN: Double-negative B cells. 

Fig 3 . Transcriptional programs induced by IFN-α and IL-21 in naive and 

switched memory primed B cells. 

(A) Unsupervised hierarchical clustering of gene expression in NA and SM cells at 

resting state (No stim), after stimulation in the presence or not of IFN-α or IL-21. (B) 

Heatmap of the principal component 1 and principal component 2 associated pathway 
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from the PGSEA analysis. (C) Volcano plot of DEGs between NA primed B cells 

(NAPrimed) and NA cells primed in the presence of IL-21 (NAIL21). (D) Heatmap of 

important genes differentially expressed between NA primed B cells in the presence 

of IFN-α (NAIFN) versus IL-21 (NAIL21). (E) Plot of Gene Ontology (GO) pathway 

enrichment of the genes only upregulated by the addition of IL-21 in NA primed cells. 

(F) Gene set enrichment analysis (GSEA) (upper), genes in major pathways (middle), 

and MSigDB pathway enrichment of the IL-21 signature in NA cells (bottom). NA: 

Naive B cells, SM: Switched memory B cells. 

Fig 4 . Phenotypic characterization of IgD+ CD27- CD45RB+ cells using CyTOF 

and Flow cytometry. 

(A) VisNE analysis of mass cytometry data performed on B cells from whole blood 

of healthy control (concatenate files from 5 donors). (B) FlowSOM clustering with 

the representation of the 15 meta-clusters on the t-SNE map and heatmap of 

expression density of IgD, CD27, and CD45RB markers (below). (C) Manual gating 

of the major peripheral B-cell subsets loaded on the t-SNE plots and heatmap of 

expression density of selected markers (below). (D) Mean ± SEM of the percentage 

of transitional (Tr.), NARB+, USM, SM, and DN subsets in B cells. Data are from 18 

independent donors. (E) The extended phenotype of NARB+ cells compared to 

NARB-, USM and SM B cells performed by flow cytometry. NA: Naive B cells, 

NARB+/-: CD45RB+/- naive B cells, aNav: activated naive B cells, USM: Unswitched 

memory B cells, SM: Switched memory B cells, DN: Double-negative B cells. 

Fig 5. NARB+ cells are non-committed precursors of innate plasmablasts and 

localized in secondary lymphoid organs. 
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(A) NARB+ B-cell sorting purity. (B) Representative FACS plots of IRF4 and IRF8 

intracellular staining in NARB- and NARB+ primed in the presence or not of IL-21. 

Black gates indicate IRF4+ IRF8low differentiated B cells. (C) Kinetics of apoptotic 

annexin-V+ B cells in NARB- and NARB+ stimulated in the presence (orange line) or 

not (grey line) of IL-21, evaluated by live-cell imaging. (D) The t-SNE plot was 

performed on individual cell files (FCS) obtained from imaging mass cytometry data 

from spleen, gut, and tonsil tissue sections. (E) FlowSOM clusters were loaded the t-

SNE plots in gut, spleen, and tonsil tissues together with NARB+ cells previously 

manually gated. (F) Heatmap view of the neighborhood analysis of NARB+ cells in 

the tonsil and spleen. Representative images of BCL6+, NARB+ and CD4+ cells in the 

tonsil, and MPO+, CD68+, and NARB+ in the spleen. The dashed square lines 

identified cell-cell interactions. All data were generated with histoCAT tool and 

Cytobank. 

Fig 6. NARB+ cells present a unique phosphorylated STATs profile. 

(A) Fold increase of pSTAT3 (Y705) (left) and pSTAT1 (S701) (right) in primed 

NARB-, NARB+, USM, and SM subsets cultured in the presence or not of IL-21 at 5, 

10, 30 and 90 min. (B) Representative flow cytometry plots of pSTAT3 (left) and 

pSTAT1 (right) in primed NARB+
,
 NARB-, USM, and SM B-cell subsets (grey line) 

cultured in the presence (orange line) or not of IL-21. Fold increase of pSTAT3 and 

pSTAT1 compared to the primed stimulation (N= 3). (C) Fold increase of pAKT 

(S473) in primed NARB-, NARB+, USM et SM B-cell subsets (left) cultured in the 

presence (middle) or not of IL-21 at 5-, 10-, 30- and 90-min. Representative flow 

cytometry plots of pAKT (right) in primed NARB-, NARB+, USM et SM subsets 
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(grey line) cultured in the presence (orange line) or not of IL-21 (N= 3). NA: Naive 

B cells, NARB+/-: CD45RB+/- naive B cells, aNav: activated naive B cells, USM: 

Unswitched memory B cells, SM: Switched memory B cells. 

Fig 7. NARB+ differentiation was not restored by the inhibition of apoptosis 

but with innate signals.  

(A) Real-time PCR of BCL2, IL6, IL6R, IL10 and TNFSF13B gene expression in 

primed NA cells in the presence (orange) or not (black) of IL-21. (B) Representative 

flow cytometry plots of IL-6+ cells in NARB-, NARB+ and SM B cells at steady state. 

(C) Representative flow cytometry plots of IL-6+ and IL-10+ cells in NARB-, NARB+, 

and SM B-cell primed subsets cultured in the presence or not of IL-21. (D) 

Histograms of IL-6+ and IL-10+ B cells in primed-NA and primed-SM (black) 

cultured or not with IL-21 (orange). (E) Percentage of annexin V- PI- viable cells in 

primed NA B cells cultured in the presence or not of IL-21, with or without addition 

of IL-6 (left) or IL-10 (middle). Right plot depicted the fold increase of IRF4+IRF8low 

B cells compared to the primed stimulation. (F) Representative plot of AnnexinV/PI 

staining of NA cells primed cultured in the presence of IL-21, CD40 stimulation 

(CD40L) or preincubated with the pan-caspase inhibitor (ZVAD) before the culture 

in the presence of IL-21 (G) Representative flow cytometry plots of IRF4 and IRF8 

intracellular expression in primed NA cells cultured in the presence or not of IL-21, 

CD40 stimulation or pan-caspase inhibitor (ZVAD) (H) Percentage of AnnexinV- PI- 

viable cells in primed NA B cells cultured in the presence or not of IL-21 with or 

without the addition of IFN-α. Middle panel depicted the fold increase of IRF4+ 

IRF8low B cells compared to the primed stimulation. The right panel depicted 



187 
 

representative flow cytometry plots of. NA: Naive B cells, NARB+/-: CD45RB+/- 

naive B cells, SM: Switched memory B cells. 
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SUPPLEMENTARY FIGURE LEGENDS 

 

Fig.S1 Sort strategy and analysis of sorted B-cell functional responses in presence of 

IFN-α or IL-21 

(A) Gating strategy and cell sorting verification of the four B-cell subsets (NA, USM, SM and DN). 

(B) Assessment of Ig secretory function by ELISPOT in primed B-cell subsets cultured in the 

presence or not of IFNα or IL-21. Percentages of IgM-(blue), IgA-(yellow), IgG-(red) secreting B 

cells from NA, USM and SM-primed B cells. (C) Evolution of the percentage of IRF4+ IRF8low B 

cells in primed NA (blue) and primed SM (red) B cells cultured in the presence (dashed lines) or not 

(solid lines) of IL-21 (D) Kinetics of the apoptosis (AnnexinV-FITC positive B cells) in primed NA 

B cells cultured in the presence (orange line) or not (grey line) of IL-21. (E) Mean ± SEM BLIMP1 

geometric mean intensity (gMFI) on NA (left) and SM B cells (right) at day 0 (D0) (white) and 

cultured (primed, dark grey) in the presence or not of  IFN-α (blue) or IL-21 (orange). N=7 to 8 (for 

NA), and N=8 to 10 (for SM) independent experiments, and statistical significance was determined 

by ANOVA test with Tukey’correction. NA: Naive B cells, USM: Unswitched memory B cells, SM: 

Switched memory B cells, DN: Double-negative B cells. 

 

Fig.S2 Transcriptional characterization of primed naive B cells in the presence of IL-

21 by RNA sequencing 

(A) Principal component analysis (PCA), PC1 (x-axis, 54 %) and PC2 (y-axis, 15 %) of gene counts 

from NA and SM B cells at day 0 (D0) and cultured in the presence or not of IFN-α or IL-21. (B) 

Clustering of up-regulated GO pathways from genes in primed NA in the presence of IL-21 versus 

primed NA only. (C) Heatmap of genes from IFN signaling differentially expressed between primed 

NA B cells in the presence of IFN-α (NAIFN) versus in the presence of IL-21 (NAIL21). (D) Venn 

diagrams of up-regulated genes (left) and down-regulated genes (right) between primed NA signature 

(primed NA versus NA at resting state (day 0), green) and in primed NA in the presence of IL-21 

signature (+IL-21) (primed NA + IL-21 versus NA at resting state (day 0), yellow), characterizing 

the IL-21 signature. (E) KEGG pathway enrichment in primed NA in the presence of IL-21. (F) 



204 
 

Volcano plot of DEGs between primed NA B cells in the presence of IL-21 (NAIL21) and primed SM 

in the presence of IL-21 (SMIL21). (G) Heatmap of important genes differentially expressed between 

primed NA B cells in the presence of IL-21 (NAIL21) versus primed SM B cells in the presence of IL-

21 (SMIL21). NA: Naive B cells, SM: Switched memory B cells. 

 

Fig.S3 Gating strategy of CyTOF analysis on B cells from whole blood of healthy 

donors. 

 

Fig.S4 Visualization of IgD+ CD27- CD45RB+ (NARB+) cells and their neighborhood in 

tissues by imaging mass cytometry 

(A) Expression of Ki67, CD45RB, CD27, IgD and PanKeratin in gut (left), in tonsil (middle) and 

spleen (right) with Hyperion mass imager. (B) Heatmaps of expression density of CCR6, CD138, 

CD20, CD45RB, IgD, Ki67, CD27, CD4, CD138, FOXP3, PD1, CD8a, CD68, ColI and MPO, 

PanKeratin and CD8a markers in the 10 meta-clusters obtained with FlowSOM clustering in gut 

(left), in spleen (middle), in tonsil (right). (C) Manual gating of the major cell subsets loaded on the 

t-SNE plots in gut (left), in spleen (middle), in tonsil (right): polymorphonuclear neutrophils (PMNs), 

germinal center B cells (GC), IgD+ CD27- naive CD45RB+ B cells (NARB+) (D) Representative 

images of Ki67+ B cells, NARB+ B cells and CD4 T cells in the tonsil (left), and CD20+, NARB+, 

and CD4+ in the gut with the heatmap of NARB+. neighborood analysis in the gut. dashed line squares 

identified cell interactions. 
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ANNEXE 2 : THE DIVERSITY OF THE PLASMABLAST SIGNATURE 

ACROSS SPECIES AND EXPERIMENTAL CONDITIONS : A META-

ANALYSIS 
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ANNEXE 3 : MOLECULAR MECHANISMS DRIING IL-10 PRODUCING B 

CELLS FUNCTION : STAT3 AND MAF AS UNDERESTIMATED 

CENTRAL KEY REGULATORS  
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ANNEXE 4 : MISE EN EVIDENCE DES SITE PREDICTIFS DE 

MODIFICATIONS POST-TRADUCTIONNELLES DE MAF   

 

Tableau A1 – Sites prédictifs de phosphorylation de MAF avec identification 

des kinases impliquées 

Position Kinase prédite Score de confiance 

S 3 Cdc2 0,527 

S 8 Cdc2 0,535 

S 10 Cdc2 0,547 

T 14 PKC 0,575 

S 15 

Cdk5 0,554 

GSK3 0,519 

p38 MAPK 0,509 

S 44 

PKA 0,509 

DNAPK 0,584 

ATM 0,545 

S 54 

PKC 0,635 

Cdc2 0,528 

PKA 0,550 

S 57 
PKC 0,693 

Cdc2 0,528 

T 58 Cdk5 0,650 

 Cdc2 0,529 

S 61 PKC 0,544 

T 62 Cdk5 0,692 

 GSK3 0,502 

S 66 PKC 0,569 

S 70 
Cdk5 0,623 

GSK3 0,543 

S 77 
Cdc2 0,512 

PKC 0,510 

Y 92 SRC 0,522 

T 95 PKC 0,548 

S 109 
CKI 0,588 

GSK3 0,516 

S 149 PKC 0,591 
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CKI 0,571 

S 153 CKII 0,501 

T 196 PKC 0,525 

S 209 CKI 0,562 

S 262 PKA 0,526 

S 282 
PKA 0,565 

PKG 0,538 

T 295 

PKC 0,894 

PKA 0,749 

PKG 0,531 

Y 301 EGFR 0,565 

S 304 PKC 0,874 

Y 344 EGFR 0,566 

Y 348 INSR 0,517 

S 354 Cdc2 0,534 

S 367 CKII 0,576 

S 368 
Cdk5 0,533 

p38 MAPK 0,512 

T 377 PKC 0,578 

T 388 PKC 0,791 

T 398 PKC 0,667 

S 399 PKC 0,713 

T 402 PKC 0,508 
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Tableau A2 – Sites prédictifs de phosphorylation de MAF (sans identification 

de kinases) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau A3– Sites prédictifs de SUMOylation de MAF 

Position Score de confiance 

K 29 0,8 

K 33 0,93 

K 331 0,91 

K : lysine. Les scores de confiance sont calculés par l’outil GPS-SUMO (valeurs comprises 

entre 0 et 1).  

 

 

Position Score 

S 8 0,99 

S 15 0,96 

S 44 0,85 

S 61 0,94 

T 62 0,88 

 S 70 0,99 

S 77 0,98 

S 80 0,99 

Y 92 0,95 

S 109 0,99 

S 209 0,70 

S 262 0,99 

S 282 0,99 

S 318 0,99 

Y 344 0,95 

Y 348 0,96 

S 361 0,99 

S 362 0,83 

S 368 0,99 

T 377 0,80 

S 383 0,74 

T 398 0,94 
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Tableau A4– Sites prédictifs d’ubiquitination de MAF 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

K : lysine. Les scores de confiance sont calculés par l’outil GPS-Uber (valeurs comprises 

entre 0 et 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Position RING CRL RBR HECT 

K 29 

 

0,87   

K 33 0,77 0.81 

K 34 0,85 0.81 

K 85 0.84 0,83 0.82 

K 283   0.79 

K 290 0.84 0.85  

K 292 0.83 0.79 0.83 

K 297 
 

0.80 0.80 

K 308 0.60 0.83 

K 320 0.82 0.84 0.82 

K 331 0.79 0.85  

K 345 0.84 0.85 0.72 

K 347 

 

0.84 0.75 

K 350 0.83 0.64 

K 403 0,94 0.69 
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Tableau A5 – Sites prédictifs d’O- et N-glycosylation de MAF 

Position Score de confiance 

O-glycosylation 

S 3 0,53 

S 54 0,82 

S 57 0,87 

T 58 0,85 

S 61 0,58 

T 62 0,73 

S 65 0,85 

S 66 0,89 

S 70 0,89 

S 72 0,93 

S 74 0,87 

S 77 0,83 

S 80 0,54 

S 149 0,51 

S 175 0,79 

T 196 0,84 

S 205 0,66 

S 209 0,81 

S 223 0,74 

S 304 0,65 

T 374 0,55 

S 383 0,62 

N-glycosylation 

N 359 0,64 

N 365 0,56 

S : sérine ; T : thréonine ; N : asparagine  

Les scores de confiance sont calculés par l’outil NetOGlyc 4.0 pour l’O-glycosylation et par 

l’outil NetNglyc 1.0 pour la N-glycosylation (valeurs comprises entre 0 et 1).  
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ANNEXE 5 : MISE EN EVIDENCE DE LA STRUCTURE PREDICTIVE DE 

LA PROTEINE MAF 
 

Tableau A6 – Scores de confiance de la prédiction de la structure de  la 

protéine MAF courte des AA 259 à 355 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les AA non présents dans le tableau présentent des scores de confiance < 50. Les AA en 

bleu clair présentent un score de confiance compris entre 70 et 90. Les AA en bleu foncé 

présentent un score de confiance supérieur à 90. 

 

AA SCORE AA SCORE AA SCORE 

259 74,46 292 95.80 325 98.67 

260 83,03 293 96.93 326 98.44 

261 88,23 294 97.81 327 98.72 

262 93,93 295 98.13 328 98.63 

263 95,59 296 97.82 329 98.64 

264 96,32 297 98.37 330 98.64 

265 97,02 298 98.40 331 98.50 

266 96.44 299 98.29 332 98.58 

267 97.20 300 97.97 333 98.31 

268 97.27 301 98.60 334 98.44 

269 95.87 302 98.48 335 98.59 

270 97.60 303 98.52 336 98.61 

271 97.65 304 98.47 337 98.31 

272 97.74 305 98.69 338 98.60 

273 97.08 306 98.56 339 98.24 

274 96.39 307 98.62 340 98.32 

275 95.76 308 98.67 341 98.33 

276 95.58 309 98.64 342 98.19 

277 92.76 310 98.64 343 98.04 

278 93.50 311 98.62 344 97.76 

279 93.78 312 98.50 345 97.47 

280 92.06 313 98.57 346 96.56 

281 91.21 314 98.74 347 95.29 

282 94.24 315 98.54 348 95.49 

283 94.89 316 98.54 349 94.68 

284 94.13 317 98.62 350 93.16 

285 92.20 318 98.43 351 93.29 

286 94.35 319 98.57 352 92.70 

287 94.55 320 98.55 353 89.82 

288 93.69 321 98.64 354 84.92 

289 94.23 322 98.71 355 71.49 

290 95.09 323 98.63   

291 96.36 324 98.53   
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Titre : Exploration du facteur de transcription MAF dans les lymphocytes B humains 
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Résumé : Les lymphocytes B aux fonctions 

régulatrices (LBreg) sont décrits pour leur grande 

hétérogénéité des phénotypes et des mécanismes 

immunosuppresseurs qui les rend difficiles à 

identifier. Dans les travaux précédents du laboratoire, 

le facteur de transcription (FT) MAF a été identifié 

pour sa surexpression dans les LBreg comparés aux 

LB pro-inflammatoires. MAF est un FT décrit pour 

son implication dans la différenciation et son 

induction d’IL-10 dans les T et macrophages. 

L’objectif de ce travail était donc de mieux définir les 

variants et isoformes de MAF,  d’explorer son 

expression dans les B et de comprendre les conditions 

relatives à son expression.  A partir des bases de 

données et des outils d’analyses in silico, nous avons 

proposé une meilleure description du FT MAF et des 

modifications post-traductionnelles impliquant son 

activité. Cela nous a permis de mettre en place une 

validation des outils pour la détection de MAF afin de 

procéder à son étude dans les LB primaires.  

 

A partir de B d’amygdales et du sang périphérique, 

nous avons mis en évidence que MAF est faiblement 

exprimé à l’état basal et que son expression est 

associé aux stades les plus différenciés: LB 

mémoires non commutés, des centres germinatifs et 

les plasmablastes (PB) de l’amygdale. Dans le sang, 

son expression est restreinte aux PB. De la même 

façon, nous avons mis en exergue que l’expression 

d’IL-10 est associéé au stade PB à l’état basal, et 

correspond au stade qui exprime le plus MAF. Par la 

suite, nous avons développé un modèle in vitro de 

production d’IL-10 par les LB, dans lequel MAF est 

induit de façon synergique à l’IL-10. Enfin, les 

analyses in vitro ont permis de montrer que les LB 

IL-10+ ont un enrichissement de l’expression de 

MAF comparés aux autres LB, mais que l’expression 

de MAF n’était pas forcément associée à une 

production d’IL-10. Ces résultats suggèrent que 

MAF pourrait être impliqué dans la différenciation 

terminale des LB et qu’il pourrait coopérer avec 

d’autres FT pour induire leur production d’IL-10. 
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Keywords :  MAF, B cells, differentiation, regulatory B cells, interleukine-10, plasmablast 

 

 

Abstract :  B lymphocytes with regulatory functions 

(LBreg) are described for their heterogeneity of 

phenotypes and immunosuppressive mechanisms 

which makes them difficult to identify. In a previous 

work from the lab, the transcription factor (TF) MAF 

was identified for its overexpression in LBregs 

compared to pro-inflammatory B. MAF is a TF with a 

basic leucine zipper domain described for its 

involvement in differentiation and its induction of IL-

10 in T cells and macrophages. The objective of this 

work was to better define the variants and isoforms of 

MAF, to explore its expression in B cells and to 

understand the conditions relating to its expression. 

From databases and in silico analysis tools, we have 

proposed a better description of FT MAF and post-

translational modifications involving its activity. This 

allowed us to set up a validation of tools for the 

detection of MAF in order to proceed with its study in 

primary B. From B of tonsils and peripheral blood, we  

have shown that MAF is weakly expressed at steady 

state and that its expression in tonsils is associated 

with the most differentiated B cell stages including 

unswitched memory B cells, germinal center B cells 

and plasmablasts (PB). In the blood, its expression is 

restricted to PB. In the same way, we have 

highlighted that the expression of IL-10 is associated 

with the PB stage in the basal state, and corresponds 

to the stage which expresses the most MAF. 

Subsequently, we developed an in vitro model of IL-

10 production by B cells, in which MAF is 

synergistically induced with IL-10. Finally, in vitro 

analysis showed that the B IL-10+ have an 

enrichment of MAF compared to the other B, but that 

the expression of MAF was not necessarily 

associated with a production of  IL-10.These results 

suggest that MAF could be involved in the terminal 

differentiation of B and that it could cooperate with 

other TFs to induce their production of IL-10. 


