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Abstract : 
Le lymphome folliculaire est l'un des exemples paradigmatiques des cancers dépendant 

d'un microenvironnement tumoral spécifique. Il comprend notamment des fibroblastes 

associés au cancer (CAF) émergeant de la reprogrammation des cellules stromales lymphoïdes 

ou de leur(s) précurseur(s) dans le ganglion et la moelle. Les cellules stromales dans le 

lymphome folliculaire soutiennent directement la croissance des cellules B malignes et 

orchestrent la niche tumorale en contribuant, par un dialogue bidirectionnel, au recrutement 

et à la polarisation d'autres sous-populations immunitaires. Une meilleure compréhension des 

voies de signalisation et des mécanismes moléculaires responsables du remodelage des 

cellules stromales et de la cinétique de ce dernier seraient utiles pour définir de nouveaux 

marqueurs prédictifs et de nouvelles approches thérapeutiques dans ce 

cancer encore incurable. Les modèles in vitro récapitulant les forces biomécaniques, le 

microenvironnement cellulaire et l'organisation spatiale des lymphomes B restent rares, alors 

que tous ces paramètres constituent des éléments clés déterminants dans la lymphomagenèse 

et la résistance aux médicaments. En utilisant une méthode microfluidique basée sur 

l'encapsulation de cellules dans des microsphères d'alginate perméables, nous avons développé 

un nouveau modèle 3D incorporant des cellules B de lymphome, de la matrice extracellulaire 

et/ou des cellules stromales d’amygdale. Nous avons montré que les cellules de lymphome B 

étaient capables de former des sphéroïdes cohésifs résultant de la surexpression des 

composants de la matrice extra-cellulaire. De plus, dans ce modèle, les cellules stromales 

s’auto-organisent pour initier la prolifération des cellules tumorales. La culture 3D induit une 

résistance à l'agent chimiothérapeutique classique doxorubicine, mais pas à l'inhibiteur de 

BCL2 ABT-199, identifiant cette approche comme un modèle in vitro pertinent pour 

comprendre l’activité des agents thérapeutiques . L'analyse RNAseq a mis en évidence des 

modulations des voies de signalisation similaires à celles observées dans les cellules primaires 

de lymphome folliculaire. Enfin, notre modèle a permis la survie à long terme in vitro de 

cellules B primaires de lymphome folliculaire. Nous proposons ainsi un nouveau modèle 3D 

imitant la niche tumorale du lymphome et permettant d'étudier la relation dynamique entre les 

cellules tumorales et leur microenvironnement pour les tests de nouveaux médicaments 

anticancéreux. 
En parallèle, nous avons pour la première fois, initié la caractérisation d’une niche 

tumorale jusqu’alors jamais explorée dans le lymphome folliculaire, située dans le tissu 

adipeux péri-ganglionnaire. Dans cette niche, les cellules tumorales évoluent au contact de 

cellules stromales adoptant un phénotype CAF associé aux tumeurs solides, 

et de macrophages associés aux tumeurs de phénotype M2. Les lymphocytes T y présentent une 

signature immunosuppressive et les cellules tumorales y adoptent un profil métabolique 

quiescent et une différentiation plasmocytaire. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 

 

  Follicular lymphoma is the most prototypical B-cell lymphoma that depends on a 

specific tumor microenvironment, including cancer-associated fibroblasts (CAFs) arising from 

the reprogramming of lymphoid stromal cells or their precursors in the lymph node and bone 

marrow. Stromal cells in follicular lymphoma directly support the growth of malignant B cells 

and orchestrate the tumor niche by contributing, through a bidirectional dialogue, to the 

recruitment and polarization of other immune subpopulations. A better understanding of the 

signaling pathways, molecular mechanisms and kinetics of stromal cell remodeling would 

be instrumental in defining new predictive markers and therapeutic approaches in this still 

lethal malignancy. In vitro models capturing the biomechanical forces, cellular 

microenvironment and spatial organization of B-cell lymphomas remain scarce, while all these 

parameters are key determinants of lymphomagenesis and drug resistance. Using a microfluidic 

method based on cell encapsulation in permeable alginate beads, we developed a new 3D model 

incorporating lymphoma B cells, extracellular matrix and/or tonsil stromal cells. We showed 

that B-cells were able to form cohesive spheroids resulting from the overexpression of 

extracellular matrix components. Furthermore, in this model, stromal cells self-organize to 

initiate tumor cell proliferation. The 3D-culture induced resistance to the classical 

chemotherapeutic agent doxorubicin, but not to the BCL2 inhibitor ABT-199, identifying this 

approach as a relevant in vitro model to evaluate the activity of some? therapeutic agents. 

RNAseq analysis revealed modulations of signaling pathways similar to those observed in 

primary follicular lymphoma cells. Finally, our model supported long-term survival of primary 

follicular lymphoma B cells. We thus propose a new 3D-model mimicking the lymphoma tumor 

niche and allowing for the study of the dynamic relationship between tumor cells and their 

microenvironment and the testing of new anticancer drugs. 
In parallel, we have for the first time initiated the characterization of a tumor niche never 

explored before in follicular lymphoma, located in the peri-nodular adipose tissue. In this niche, 

tumor cells evolve in close contact with stromal cells adopting a CAF phenotype associated 

with solid tumors, and macrophages presenting with M2 phenotype. Also, T cells expressed 

an immunosuppressive signature and tumor cells adopt there a quiescent metabolic profile and 

a plasma cell differentiation. 
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Avant-propos 
 

Les lymphocytes B dépendent physiologiquement du microenvironnement stromal et 

immun pour leur maturation, leur activation et leur survie. Ils prennent naissance dans la moelle 

et connaissent différents stades de maturation pour parachever leur développement dans le 

ganglion lymphatique. Les cellules stromales organisent des compartiments anatomiques 

spécifiques au sein de la moelle osseuse et des organes lymphoïdes secondaires où elles 

déterminent le comportement des cellules B matures physiologiques. Plus précisément, les 

cellules stromales lymphoïdes forment des compartiments phénotypiquement hétérogènes qui 

favorisent de manière variable la survie, l'activation, la prolifération et la différenciation des 

lymphocytes B. À leur tour, les lymphocytes B activés déclenchent un remodelage en 

profondeur des réseaux de cellules stromales lymphoïdes dans les ganglions lymphatiques et la 

moelle osseuse. Les différentes niches jouent donc un rôle crucial de par leur hétérogénéité 

pour les différentes étapes de maturation du lymphocyte B. Le lymphome folliculaire (LF) est 

le lymphome indolent le plus fréquent. Les deux niches tumorales de ce lymphome jusqu’alors 

identifiées sont le ganglion et la moelle. Il touche le lymphocyte B dont la première altération 

génétique survient dans la moelle à un stade précoce de maturation. Le LF est le paradigme le 

plus représentatif d’une néoplasie des cellules B dépendant entièrement d'un 

microenvironnement tumoral (TME) spécifique, comprenant des fibroblastes associés au 

cancer (CAF) émergeant de la reprogrammation des cellules stromales lymphoïdes du ganglion 

et de précurseurs locaux mal caractérisés dans la moelle. Les CAFs du LF soutiennent 

directement la croissance des cellules B malignes et orchestrent la niche tumorale en 

contribuant, par un dialogue bidirectionnel, au recrutement et à la polarisation des sous-

populations lymphocytaires et myéloïdes du TME. Le lymphocyte B tumoral de LF présente 

une grande plasticité phénotypique dont le profil transcriptionnel et protéique peut être assimilé 

à des stades de maturation physiologiques du lymphocyte B. A cette hétérogénéité 

phénotypique, vient s’ajouter une hétérogénéité génétique, en partie liée à l’accumulation 

d’hypermutations somatiques, pouvant générer une population tumorale hétérogène façonnant 

en retour le microenvironnement. Environ 20% des patients connaissent une progression rapide 

de la maladie après le traitement de première ligne. Par ailleurs, la transformation histologique 

constitue un événement majeur dans l'histoire naturelle du LF expliquant environ 40% des 

échecs au cours de la première année après l'initiation du traitement. L’enjeu crucial de l’étude 

de l’hétérogénéité tumorale et de son microenvironnement est de pouvoir identifier les niches 
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tumorales hébergeant les cellules responsables de la récidive et de la transformation de la 

maladie en un lymphome plus agressif.  

Dans cette introduction, nous avons dans une première partie décrit le processus de 

développement du lymphocytes B physiologique et ses interactions avec sa niche 

microenvironnementale pour chaque étape de son développement dans la moelle et dans le 

ganglion. Dans un deuxième temps, nous abordons le trajet du lymphocyte B tumoral dans le 

LF, depuis la première altération génétique survenant dans la moelle, jusqu’à son arrivée dans 

le ganglion. Nous décrivons ses rapports jusqu’alors identifiés avec le microenvironnement 

stromal et immun dans chaque niche tumorale tout en soulignant l’impact majeur de 

l’hétérogénéité tumorale sur la modulation des niches microenvironnementales et inversement. 

Nous évoquons également les différents modèles d’étude jusqu’alors mis en place pour étudier 

les différentes cibles thérapeutiques potentielles dans ce lymphome
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Introduction 
 

A. Organes responsables de la maturation du lymphocyte B 
 

1. La moelle osseuse 
 

 Chez l’Homme adulte, la moelle hématopoïétique exerce sa fonction au sein du squelette 

axial, alors que chez la souris, tous les os sont un support d’hématopoïèse. La moelle osseuse 

représente une unité d’organisation comprenant la réunion de territoires intra osseux disjoints 

et de niches hématopoïétiques médullaires qui seront le support de l’hématopoïèse, et de la 

lymphopoïèse B. Ces niches sont irriguées par un réseau de capillaires sinusoïdes 

anastomotiques, elles sont délimitées par des travées d’os spongieux, et structurées par un 

réseau de fibroblastes. L’hématopoïèse médullaire s’effectue dans les logettes extra vasculaires 

comprenant une trame réticulaire, composée de protéines de la matrice extra cellulaire, qui va 

permettre aux cellules de s’ancrer et d’interagir entre elles.  

a) Vascularisation et innervation 

 

La vascularisation de la moelle permet le passage de substances labiles nutritives dans la 

cavité médullaire, et la libération des cellules matures dans le sang. Les artères nourricières de 

l'os donnent des ramifications centrales, puis des artérioles dirigées vers la périphérie des 

cavités osseuses, elles sont prolongées par des capillaires à endothélium continu, le plus souvent 

situés dans la corticale osseuse qui se transforment en sinusoïdes en pénétrant dans la cavité 

médullaire. Dans la région de l'endoste, les capillaires sont fréquemment anastomosés avec des 

capillaires issus du réseau périosté qui traversent obliquement la corticale1. Ainsi, une partie du 

sang artériel irriguant la moelle a préalablement irrigué l'os. Les sinusoïdes contournées qui 

prolongent les capillaires présentent de multiples divisions et anastomoses. Elles contiennent 

une couche discontinue de cellules endothéliales, une fine membrane basale et un revêtement 

extérieur incomplet de cellules réticulaires adventitielles couvrant environ 60% de la surface 

abluminale sinusoïdale2,3. Les sinusoïdes contournées sont collectées dans les sinusoïdes 

droites, puis dans les sinus centraux et dans les veines émergeant de l'os. Chaque bouquet de 

sinusoïdes contournées se jetant dans le même segment de sinusoïde droit est le lieu privilégié 

des migrations cellulaires trans endothéliales. Les lymphatiques sont absents dans la moelle, 

les sinusoïdes assurant leur fonction. Le réseau vasculaire médullaire est doublé d’un réseau 
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nerveux avec des fibres myélinisées, amyéliniques, vasomotrices ou nociceptives. Les nerfs 

nociceptifs sont nécessaires à la mobilisation des cellules souches hématopoïétiques (HSCs) et 

collaborent avec les nerfs sympathiques leur maintien dans la moelle osseuse 4,5. D’autre part 

le système adrénergique est un déterminant majeur des capacités de renouvellement et de 

prolifération de HSCs6. 

Comprendre cette vascularisation : permet d’envisager l’organisation des cellules 

souches hématopoïétiques.  

Figure 1 : Vascularisation de la moelle osseuse : les artères radiales relient les artères du périoste aux artères 

centrales, avant de donner les capillaires corticaux puis les sinusoïdes médullaires, qui se jetteront ensuite dans le 

réseau veineux 1. 

 

b) Localisation des cellules hématopoïétiques 

 

Les études sur la localisation des HSCs en fonction de leurs capacités de renouvellement 

et du degré d’hypoxie des niches s’avèrent être très controversées. Les résultats contradictoires 

s’expliquent en partie par l’étude de la localisation des HSCs  après irradiation de la moelle 

puis transplantation de ces dernières dans la calvaria de souris7–9. De ce fait, les HSCs ont 

préalablement été  identifiées dans la niche endostéale7,8 8–10, constituant en réalité la seule 

niche non remaniée après irradiation. D’autre part, la localisation de niches hypoxiques 

auparavant perçues en zone endostéale 11,12, et identifiées comme ayant pu maintenir les HSCs 

en état de quiescence, sont partiellement relocalisées en zone péri sinusoïdale 13,14. Une très 

récente étude, ne relie pourtant pas les capacités prolifératives des HSCs au degré d’hypoxie de 

la niche 15. En effet, dans cette étude, il a été mené une observation microscopique dynamique 

en temps réel des HSCs sans irradiation préalable grâce au modèle murin Mds1GFP/+ Flt3-Cre 
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identifiant les HSCs qui exprimeraient le gène Mds1 et n’exprimeraient pas Flt3. Ainsi, ces 

cellules se trouveraient aussi bien à proximité des vaisseaux sanguins sinusoïdaux qu’au niveau 

de la surface endostéale, et les HSCs ne se localiseraient pas dans les niches de la moelle osseuse 

où l'hypoxie est la plus intense (Figure 2). 

Figure 2 : Mesure in vivo du taux d’oxygène présent autour des HSCs Mds1GFP/+ Flt3Cre (n=2, 15 cellules) et des 

HSCs et MPPs ou Mds1GFP/+ (n=2 , 7 cellules) 15. 

 

En effet, une fraction de HSCs se développe de manière clonale dans des endroits 

spatialement restreints. Ces domaines ont des caractéristiques bien définies, car cette expansion 

se trouve presque exclusivement dans un espace de la moelle osseuse ayant une activité de 

remodelage osseux15. Pour visualiser les étapes du renouvellement osseux, l’équipe de 

Christodoulou et al a administré deux marqueurs (spectralement distincts) fixant le calcium à 

48 heures d'intervalle, une imagerie a ensuite été réalisée pour visualiser l’os immédiatement 

après la deuxième injection. Les deux marquages signent la position de l'ancien et du nouveau 

front osseux, respectivement (Figure 3). Les zones osseuses suivantes ont ainsi été distinguées 

: type D (dépôt osseux prédominant), type R (résorption osseuse prédominante) et type M 

(mixte). En situation d'équilibre, les HSCs se trouvent en nombre similaire dans tous les types 

de cavités. Il est cependant remarquable qu'après activation avec le facteur de stimulation des 

colonies de granulocytes marqué par une molécule fluorescente (Cy/G-CSF), les cellules HSCs 

se trouvent presque exclusivement dans les cavités de type M (Figure 4). En revanche, les 

espaces ayant une faible activité de résorption osseuse n'abritent pas de HSCs en expansion. 

Ces résultats mettent en évidence une hétérogénéité jusqu'alors inconnue au sein du 

microenvironnement de la moelle osseuse, imposée par les étapes du renouvellement de l'os. 
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Figure 3 : La double stratégie de marquage du calcium permet d'identifier les cavités de type D, M et R. Le 

marquage 1 (en bleu), administré 48 heures avant l'imagerie, montre l’ancien front osseux érodé, tandis que le 

marquage 2 (en rouge) administré juste avant l'imagerie montre le nouveau front osseux15. 

 

Une explication serait que les HSCs murines lin−Sca1+c-Kit+ expriment le Récepteur 

Sensible au Calciums (CaSRs). En effet, dans les modèles CaSR−/−, les HSCs sont fortement 

diminuées et les HSCs CaSR−/− transplantées échouent à s’établir près de l’endoste 16. A 

l’inverse, le traitement par un agoniste du CaSR améliore la prise de greffe17. 

Figure 4 : Quantification des HSCs dans les cavités de type D, M ou R à l'état d'équilibre et après activation du 

Cy/G-CSF. n=4 souris par groupe, représentées sous forme de symboles différents. La ligne noire représente la 

moyenne, les barres d'erreur représentent la déviation standard15. 

 

c) Les trois lignées hématopoïétiques 

 

Les HSCs sont multipotentes et vont permettre en se divisant de constituer d’une part un 

pool de réserve de cellules de renouvellement et d’autre part, de donner les cellules des lignées 

érythroblastiques, granulocytaires,  mégacaryocytaires, et lymphoïdes.  

Les cellules de la lignée érythroblastique sont groupées en îlots au centre des espaces 

médullaires près des sinus 18 (Figure 5 A et B). Les macrophages sont situés au centre des îlots 

érythroblastiques, et aident les érythroblastes à expulser leurs noyaux avant de sortir de la 

moelle 19. D’autre part, ils phagocytent les cellules anormales. 

La lignée myéloblastique est volontiers éparse, et la maturation des granulocytes se fait 

de la périphérie vers le centre de la travée avec les myéloblastes, les myélocytes et les 

promyélocytes à proximité des travées osseuses18. Les cellules plus matures (myélocytes, 
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métamyélocytes et granulocytes) se situent en revanche au centre des espaces médullaires 

(Figure 6)18. 

Les mégacaryocytes sont isolés à distance des travées osseuses et près des sinus 

vasculaires1. 

 

Figure 5 : Coloration HES d’une coupe de moelle osseuse, grossissement x20 en A, les flèchent indiquant de 

gauche à droite, un mégacaryocyte, un adipocyte, une travée osseuse et crop x40 en B, centré sur un îlot 

érythroblastique. 

 

Figure 6 : Coloration HES d’une coupe de moelle osseuse, grossissement x40 en A, montrant des granulocytes 

matures (flèches) et x40 en B, montrant des granulocytes immatures, collés aux travées (flèches).  
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d) Organisation des populations de cellules lymphoïdes matures dans la moelle 

  

Les lymphocytes T et B sont répartis de manière éparse, et représentent moins de 10% de 

la population générale. 

Les plasmocytes ainsi que les mastocytes, très peu nombreux, sont situés dans les zones 

périvasculaires 20. Les plasmocytes sont colocalisés avec les cellules stromales périsinusoïdales, 

des cellules T régulatrices de la MO (Tregs), des cellules dendritiques (CD) et des éosinophiles 

21,22. Ils reçoivent là d'importants signaux de survie tels que B-cell-activating factor (BAFF), 

l'interleukine-6 (IL-6), a proliferation-inducing ligand (APRIL), qui leur permettent de se 

différencier en plasmocytes sécrétant des immunoglobulines à longue durée de vie 23–25. La MO 

contient également  un nombre important de cellules B mémoires, dont la majorité sont des 

cellules résidentes non circulantes de la MO qui se fixent sur des cellules stromales exprimant 

Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1)  26. Ces lymphocytes B mémoires peuvent se 

différencier localement en plasmocytes. Enfin, dans diverses conditions dysimmunitaires, la 

MO peut contenir des structures de type centres germinatifs (CG), contenant des cellules 

dendritiques folliculaires (FDCs) et des cellules T auxiliaires folliculaires (TFH) 27  localisées 

dans des régions centro-trabéculaires.  

Les cellules T CD8+ naïves se regroupent selon un rapport 10:1 autour des cellules 

présentatrices d'antigènes (CPA) 28. Les cellules T CD8+ mémoires se localisent à proximité 

des sinusoïdes et des cellules stromales VCAM-1+ périvasculaires qui assurent leur survie et 

leur maintien en produisant  les interleukines IL-7 et IL-15 29,30.  Les cellules T CD8+ mémoire 

produisent le tumor necrosis factor-α (TNF-α) et l'interféron-γ (IFN-γ), qui peuvent réguler ou 

perturber le maintien des HSCs, selon la quantité produite 31,32. 

Les cellules T CD4+ mémoire sont colocalisées avec les cellules stromales VCAM-1+, 

qui produisent également de l'IL-7. Elles sécrètent des cytokines nécessaires au  maintien des 

HSCs, telles que l'IL-3 et le facteur GM-CSF 33,34.  

Les lymphocytes T régulateurs (Tregs) préservent l'hématopoïèse normale grâce à leur fonction 

de suppression des lymphocytes T 35.  

Enfin, la MO contient également des cellules T γδ matures 36, des cellules T Natural Killer 

(NK) 37 et des cellules lymphoïdes innées , mais on sait peu de choses sur leurs localisations et 

fonctions précises 38.  
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e) Le tissu adipeux 

 

La décroissance du compartiment cellulaire hématopoïétique va de pair avec une 

augmentation du compartiment adipeux de la moelle avec l'âge 39. Cette involution adipeuse 

peut être quantifiée histologiquement, en mesurant le pourcentage de volume occupé par les 

adipocytes par rapport au tissu médullaire total dans la pièce osseuse. Conformément à cette 

idée, chez les souris irradiées, l'implantation de cellules souches hématopoïétiques avec des 

progéniteurs adipogènes ou des pré-adipocytes entraîne une régénération réduite de la 

population de cellules souches hématopoïétiques 40. À l'âge de 25 ans, le volume adipocytaire 

occupe 50 à 70 % du volume total de la moelle osseuse 41. Cette augmentation de la masse 

adipeuse s'explique en partie par une augmentation du volume des espaces médullaires au cours 

du vieillissement, du fait de la diminution du volume osseux. Elle est particulièrement marquée 

dans l’os ostéoporotique 42. La culture de cellules mononucléées de MO de lapin sur des milieux 

conditionnés par des adipocytes humains ou de lapin entraîne une réduction significative du 

nombre de cellules pré-pro-B CD79a+, ce qui indique que les adipocytes sont aussi capables 

d'inhiber la lymphopoïèse B par la sécrétion de facteurs solubles 43 44. D’autre part, le blocage 

de la différenciation des précurseurs mésenchymateux de MO par l’utilisation d’inhibiteurs de 

PPARy, ou en bloquant le facteur de transcription A-ZIP /F1 chez la souris, a permis la 

restauration d’une hématopoïèse plus efficace après transplantation 40 45,46.   

En revanche, une étude récente, montre que la restauration adipocytaire peut récupérer 

une myélo-érythropoièse déficiente. En effet, il a été montré dans un modèle murin de leucémie 

myéloïde aigue, que la suppression des adipocytes de la moelle altérait la maturation myélo-

érythroïde normale, alors que l’administration de PPARy  restaurant la maturation adipocytaire, 

sauvait la maturation myélo-érythroïde physiologique et réprimait la croissance leucémique 347. 

Il est d’autre part intéressant de noter que des îlots lymphoïdes, constitués de GC fonctionnels 

peuvent être présents dans 1 à 2 % des cas au sein de la moelle, au centre des espaces 

médullaires, notamment chez les personnes âgées avec une importante involution adipeuse 27. 

Bien que sécrétant des quantités moindres de TNF et de plus grandes quantités d’IL6 48 et 

malgré l’identification de plusieurs spécificités du tissu adipeux en fonction de sa localisation 

chez l’humain, il convient donc de mentionner que le tissu adipeux peut héberger des structures 

lymphoïdes matures capables de réponse antigénique 49.  

Il est donc important de rester prudent quant au rôle précis que jouent les adipocytes de 

moelle dans l’hématopoïèse et la lymphopoïèse B, les travaux précédemment décrits ayant été 

majoritairement menés chez des souris irradiées. On peut émettre l’hypothèse que les 
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adipocytes jouent peut-être un rôle de « protecteurs d’une hématopoïèse myélo-

érythoïde anormale », sachant que la probabilité qu’elle s’altère avec l’âge augmente. Ces 

adipocytes sont d’autre part capable d’accueillir des cellules B matures, mais sont peut-être 

également des « régulateurs » de la maturation lymphocytaire B.  

En outre, les adipocytes semblent réguler différemment la maintenance des HSCs à court 

et à long terme. Dans une étude de coculture adipocytes /HSCs, les adipocytes ont d'abord 

induit un déclin de prolifération des HSCs les deux premières semaines, puis une augmentation 

de leur nombre les semaines suivantes, suggérant que les adipocytes de moelle peuvent 

améliorer le maintien des HSCs à long terme chez l’homme 50. 

 

f) Caractérisation transciptomique des différentes populations stromales médullaires 

 

Classiquement, la fonction et l'architecture des niches de la moelle osseuse ont été 

étudiées par des approches génétiques, en utilisant des systèmes rapporteurs comme le système 

Cre/lox, ciblant des expressions géniques. Les premières études qui ont caractérisé l'expression 

de CXCL12 dans la moelle osseuse à l’aide de souris knock-in ont pu montrer que ce sont 

principalement les cellules stromales périvasculaires qui produisent cette cytokine 51. Ces 

cellules ont été nommées CXCL12-abundant reticular cell  (CAR), elles se caractérisent par 

leur morphologie distincte des cellules stromales s’enroulant autour des vaisseaux ou péricytes. 

De plus, Nagasawa et Morrison ont permis l'identification d'un réseau fortement interconnecté 

de cellules péri-sinusoïdales de la lignée mésenchymateuse 13,51, qui expriment de grandes 

quantités de SCF et de CXCL12 ainsi que le récepteur de la leptine (LepR). Une délétion 

génétique de SCF et de CXCL12 dans ces cellules LepR+ a montré leur fonction cruciale dans 

le maintien des HSCs 52,53. Ces résultats concordent avec des études montrant une localisation 

préférentielle des HSCs dans le compartiment péri sinusoïdal 13,51,54,55. Un chevauchement entre 

les cellules Lepr+ et CAR a été suggéré, mais ce n'est qu'avec l'avènement des récentes 

technologies single cell RNA-sequencing (scRNAseq), ou étude du transcriptome à l’échelle 

de la cellule unique, qu'il a été possible d'accéder à la caractérisation de ces populations. Le 

scRNAseq des cellules exprimant le récepteur Lepr (modèle de souris Lepr-Cre) et la 

comparaison avec d'autres données scRNAseq publiées sur les cellules stromales de la MO ont 

montré que cette population comprend deux compartiments : d’une part un compartiment de 

cellules exprimant faiblement l'ARNm Lepr mais exprimant les marqueurs de la lignée 

ostéoblastique, tels que l'osterix, la phosphatase alcaline et l'ostéopontine 56–58, et d’autre part, 

un compartiment de cellules exprimant fortement Lepr, ainsi que des marqueurs adipogènes, 
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tels que l'adiponectine ou la lipoprotéine lipase. Les sous-populations ont donc été désignées 

respectivement comme les cellules Adipo-CAR et Osteo-CAR. Bien que la population Lepr-

Cre soit composée des deux types cellulaires Adipo-CAR et Osteo-CAR, les cellules Osteo-

CAR présentent des niveaux d'ARNm Lepr nettement plus faibles et sont donc susceptibles de 

n'être que partiellement représentées dans le modèle Lepr-Cre. D'autres études menées par 

Nagasawa et Frenette ont révélé que ces cellules stromales sont en fait des cellules 

souches/progénitrices mésenchymateuses (CSMs) capables de se différencier en cellules de 

lignées adipocytaires, ostéoblastiques et chondrocytaires.59,59,60 Alors que Tikhonova et al. ont 

exploité le Cre-labeling spécifique des lignées vasculaires (VE-Cad+), périvasculaires (LepR+) 

et ostéoblastiques (Col2.3+) pour étudier spécifiquement des sous-types de niche prédéfinis, 

Wolock et al. se sont intéressés à l’ensemble des cellules de la lignée mésenchymateuse 57, 

tandis que Baccin et al. et Baryawno et al. ont réalisé le scRNAseq de toutes les populations 

non hématopoïétiques (donc mésenchymateuses et endothéliales) de l'os et de la moelle 

osseuse56,61. 

Bien que les résultats de ces études soient cohérents, les dénominations des cellules 

stromales identifiées diffèrent (Tableau 1).  

Tableau 1 : Identification des différentes population stromales de la moelle osseuse56. 
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Il est à noter que les fréquences des types de cellules varient selon les études et que 

certains sous-types cellulaires n'ont été identifiés que dans les ensembles de données les plus 

complets, ce qui reflète les différences dans la conception expérimentale, la préparation des 

échantillons et les sources anatomiques des cellules étudiées. Les niches artériolaires semblent 

contenir des cellules endothéliales artérielles, des cellules musculaires lisses, et une population 

spécifique de la niche artériolaire, appelée fibroblastes artériolaires, ou cellules Nestin/NG2+ 

permettant la production de collagène constituant la tunique artériolaire externe. Les CSMs 

périvasculaires NG2+ et Nestin+ ont été décrites comme  étant des régulateurs critiques des 

HSCs par leur production de CXCL12 et de KITL62 63. 

Baryawno et al. a identifié un ensemble de cellules stromales mésenchymateuses 

périvasculaires/péricytes, co-exprimant des marqueurs classiques des CSMs : Nes, CPSG4, et 

des marqueurs de péricytes Acta2, Myh11 et Mcam 64. Les péricytes expriment exclusivement 

Jag1, le ligand de signalisation Notch, et Il-6, qui sont également impliqués dans la maintenance 

des HSCs 65. Il est à noter que les cellules de ce groupe n'expriment que de très faibles niveaux 

de Lepr. Ainsi, les péricytes et les CSMs Lepr+ se distinguent clairement. 

Baryawno et al. distinguent cinq groupes de fibroblastes exprimant les gènes spécifiques 

aux fibroblastes comme la Fibronectine-1 (Fn1), S100a4, Decorine (Dcn), et Sémaphorine-3C 

(Sema3c), exprimant à peine les gènes de chondrocyte Sox9, Acan et Col2a1 66, et se distinguant 

des CSMs Lepr+ et des péricytes. 

Le scRNAseq a identifié les cellules endothéliales sinusoïdales et artérielles comme étant 

les principales populations endothéliales de la moelle osseuse. Baryawno et al. ont identifié un 

troisième type de cellules endothéliales qui proviendrait d'artérioles plus petites 61. Ces 

différences transcriptionnelles parmi les populations endothéliales de la moelle osseuse, 

reflètent probablement des différences dans la taille et la fonction des vaisseaux, ou l'exposition 

à différents gradients micro environnementaux.  

 

Les ostéoblastes semblent jouer un rôle primordial dans le maintien de l’hématopoïèse. 

Les capacités prolifératives des HSCs semblent se développer à proximité de l’endoste 7 67, 

après une transplantation de HSCs dans la moelle osseuse. Les ostéoblastes sécrètent des 

cytokines et des facteurs de croissance, notamment du G-CSF 67, le facteur de croissance des 

hépatocytes (HGF) 68 et l'ostéopontine (OPN) 69, capables de maintenir le pool de réserve des 

progéniteurs CD34+ dans la moelle. Les ostéoblastes jouent un rôle dans la migration des 

HSCs, principalement par le biais des axes de signalisation CXCL12/CXCR4 51 et des 

molécules d’adhésion VCAM-1/VLA-4 70. Grâce à un modèle de souris knockout dépourvu du 
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récepteur de la protéine de la morphogénèse osseuse (BMP), Zhang et al.71 ont signalé qu'une 

augmentation du nombre de HSCs était exclusivement associée à une population de cellules qui 

tapissaient l'os long et qui présentaient un phénotype ostéoblastique. De même, Calvi et al 65 

ont démontré que l'activation des ostéoprogéniteurs ou des pré-ostéoblastes Lin- Sca-1 c-Kit 

grâce à l'hormone parathyroïdienne (PTH) permettait un enrichissement en HSCs in vivo8. Il 

est intéressant de noter que cette expansion des HSCs s'est produite sans affecter le nombre 

total de cellules hématopoïétiques. Ces observations suggèrent que la signalisation induite par 

la PTH dans les cellules ostéoprogénitrices ou les pré-ostéoblastes pourrait jouer un rôle sélectif 

dans le maintien de l'auto-renouvellement des HSCs, mais pas dans la prolifération de leurs 

progéniteurs engagés. La manière dont les ostéoblastes régulent la quiescence des HSCs a été 

étudiée à de multiples reprises. Les pertes d'interactions ligand-récepteur, telles que pour le 

récepteur de l'angiopoïétine 72 (Ang-1/Tie2) et la thrombopoïétine73 (TPO/MPL), dérégulent 

non seulement les points de contrôle du cycle cellulaire mais aussi les mécanismes d'adaptation 

aux facteurs de stress extrinsèques, ce qui entraîne une diminution du nombre des HSCs 

quiescents. L’inhibition de la signalisation Wingless (Wnt) dans les ostéoblastes entraine 

d’autre part la réduction de la capacité d'auto-renouvellement des cellules souches.74 

 

g) Organisation des différentes niches stromales 

 

Baccin et al., ont récemment combiné en 2020 une analyse transcriptomique cellulaire 

avec une analyse spatiale des cellules mésenchymateuses de la MO de souris et ont identifié 

des niches stromales caractérisées par la production de cytokines spécifiques56. Ils ont d'abord 

réalisé le scRNAseq sur les cellules stromales et hématopoïétiques, et ont microdisséqué les 

niches endostéales, sous-endostéales, artériolaires, sinusoïdales et non vasculaires par capture 

laser. Ceci a permis la localisation des Adipo-CARs dans les niches sinusoïdales, qui 

représenteraient les cellules LepR+ et qui produiraient des niveaux très élevés de CXCL12. Les 

cellules Ostéo-CARs seraient localisées dans les niches artériolaires et les niches non 

vasculaires. Les principales sources de SCF et de CXCL12, IL-7 et M-CSF sembleraient 

provenir des populations adipo-CARs et ostéo-CARs. Les cellules stromales NG2+ 

représenteraient une population hétérogène sans aucune localisation spécifique. 

Enfin, des follicules réactionnels peuvent être présents dans certaines conditions 

physiologiques ou pathologiques dans la moelle osseuse et contiennent des cellules stromales 

exprimant des marqueurs de FDCs qui restent par ailleurs à distance de l'os, en position centro-

trabéculaires27. Ces observations posent la question de l’origine de ces FDCs au sein de la MO, 
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et de leur localisation systématique à distance de l'os, aussi bien en situation physiologique que 

pathologique. Chez la souris, les zones claires des CG des ganglions sont très hypoxiques75, ce 

qui suggère que les FDCs sont susceptibles de résider dans des régions hypoxiques, comme 

c'est le cas dans la zone péri sinusoïdale de la moelle osseuse13,14. Le stroma de type FDC 

semble provenir de la conversion phénotypique de cellules périsinusoïdales préexistantes76, 

plutôt que du recrutement de FDCs circulantes, mais leurs précurseurs dans la moelle osseuse 

restent en réalité inconnus77. Des cellules stromales périfollicullaires analogues aux 

Fibroblastic Reticular Cells (FRCs) peuvent également être présentes in vivo. Des cellules FRC-

like peuvent d’ailleurs être induites à partir de CSMs humaines de MO in vitro en réponse à 

une combinaison de TNF/ et de lymphotoxine α1β2 (LT)78,79.  

 

Figure 7 : Schéma de la méthode expérimentale adoptée par Baccin et al dans l’étude et la caractérisation des 

différentes niches stromales dans la moelle. 

 

2. Le ganglion 
 

a) Généralités 

 

Le ganglion lymphatique est composé de 95% de leucocytes et 5% de cellules stromales 

80. En raison de la diversité des points d'entrée des agents pathogènes, les humains possèdent 

plusieurs centaines de ganglions afin de fournir des réponses immunitaires spécifiques de la 
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région drainée81. Les ganglions qui drainent différentes régions topographiques, présentent de 

ce fait, des variations fonctionnelles 82–84. A titre d’exemple, les Tregs expriment des récepteurs 

de surface dirigeant leur migration vers des tissus spécifiques en fonction de leur localisation, 

un phénomène régit par les ganglions drainants dans lesquels ils résident 85. De la même 

manière, la nature des isotypes d'immunoglobulines des plasmocytes, est largement déterminée 

par la région topographique drainée86. Les ganglions présentent également quelques variations 

anatomiques topographiques, nous allons cependant décrire leur organisation générale. 

b) Charpente vasculaire et réticulaire 

 

Le ganglion est organisé par une trame fibroblastique supportant l'énorme quantité de 

lymphocytes en transit dans la structure. Le réseau de fibres de réticuline est particulièrement 

dense dans le cortex, excepté dans les zones folliculaires. La charpente réticulinique et le 

collagène de la capsule ainsi que les travées sont élaborés par des fibroblastes. La capsule 

fibreuse du ganglion est interrompue par les branches des vaisseaux lymphatiques afférents, 

pourvus de valvules qui assurent la circulation dans un seul sens. Sous la capsule se trouve le 

sinus sous-capsulaire, qui se draine vers la médullaire par les sinus corticaux. Les sinus des 

ganglions lymphatiques sont tapissés par des cellules endothéliales, et une trame réticulinique, 

fournissant un support de mobilité pour les macrophages.Ces derniers absorbent les particules, 

les antigènes solubles et autres débris provenant de la lymphe afférente. Les sinus corticaux, 

traversent ensuite la corticale et se dirigent vers la médulla (Figure 8 et 10).  

 

 

 

 

 



Introduction        Organes responsables de la maturation du lymphocyte B 

 - 34 - 

Figure 8 : Histologie générale du ganglion lymphatique, barre d’échelle 50µm. Immunofluorescence montrant les 

noyaux des cellules en bleu, le CD21 en rouge souligne la structure des follicules, le collagène IV en jaune, montre 

le réseau vasculaire, lymphatique et fibroblastique, ainsi que la capsule. 

 

La médulla est le siège de larges canaux lymphatiques interconnectés, correspondant aux 

sinus médullaires (Figure 9) qui convergent vers le hile. La lymphe se draine depuis le hile, 

vers les vaisseaux lymphatiques efférents. Elle transporte les antigènes qui seront ensuite 

présentés par les  Cellules Présentatrices d’Antigènes (CPA) aux lymphocytes spécifiques 87. 

Les lymphocytes pénètrent dans le ganglion lymphatique principalement par le système des 

High Endothelial Veinule ou (HEVs) et accèdent au parenchyme en traversant les parois de 

veinules postcapillaires spécialisées. Ces dernières se drainent dans de petites veines qui 

quittent le ganglion au niveau du hile 88. Les lymphocytes qui ne reconnaissent pas d'antigène 

quittent le ganglion en quelques heures par le compartiment lymphatique et la lymphe efférente 

pour rejoindre la circulation lymphatique générale par le canal thoracique selon un mécanisme 

finement régulé par l’expression des récepteurs à la molécule S1P 89,90.  
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Figure  9 : Histologie de la médulla, barre d’échelle 50µm. Immunofluorescence montrant les noyaux des cellules 

en bleu, le CD21 en rouge souligne la structure des follicules, le collagène IV en jaune, montre le réseau vasculaire, 

lymphatique et fibroblastique. 

 

c) Organisation générale de la population lymphocytaire T et myéloïde 

 

Les lymphocytes du cortex superficiel sont essentiellement disposés en follicules 

lymphoïdes ; ceux-ci sont les principaux sites de localisation et de prolifération des 

lymphocytes B activés par l’antigène. Traditionnellement, on classe les follicules lymphoïdes 

en « follicules primaires », s'ils ne comportent pas de centre clair, et en « follicules secondaires 

», s'ils en comportent un (Figure 10). Les centres clairs sont le lieu de prolifération des 

lymphocytes B et sont appelés CG. Les follicules « primaires » pourraient représenter des 

follicules « secondaires » au repos, ils contiennent tous deux un type de fibroblastes particuliers 

qui sont les FDCs. Les lymphocytes B du cortex superficiel sont essentiellement des cellules B 

« naïves » et des cellules B mémoires. L'imagerie quantitative a montré que les Tregs se 

regroupent à la frontière T – B où ils interagissent avec les cellules T effectrices autoréactives91. 

A la limite des zones de cellules T et B, se trouve un réseau diversifié de cellules lymphoïdes 

(cellules tueuses naturelles, cellules T γδ, cellules T tueuses naturelles (NK), et cellules T CD8 

+ innées) 92 situées à proximité des macrophages sentinelles des sinus lymphatiques 93. La zone 

corticale profonde ou paracortex, est essentiellement constituée de lymphocytes T et organisée 

grâce à un sous-type de cellules stromales appellées Fibroblastic Reticular Cells (FRCs). La 

différenciation normale des cellules TFH nécessite généralement deux types de cellules 
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présentatrices d’antigènes : les cellules dendritiques (DC) et les cellules B 94. Les DCs sont 

généralement nécessaires pour la différenciation précoce des cellules TFH dans les zones inter-

folliculaires, tandis que les cellules B sont nécessaires pour les événements ultérieurs et la 

maturation complète des cellules TFH dans le CG. Néanmoins, les cellules B peuvent initier 

les réponses des cellules TFH dans certaines conditions 95. Les cellules B sont d'excellents 

producteurs d'un large éventail de cytokines, notamment l'IL-6 qui peut faciliter la 

différenciation des cellules TFH murines96. Les cellules B sont des cellules présentatrices 

d’antigènes plus rares pour les cellules TFH. Les cellules B spécifiques de l'antigène subissent 

ensuite une expansion exponentielle et deviennent ainsi plus abondantes pour activer les TFHs.  

Figure 10 : Histologie du cortex et paracortex, barre d’échelle 50µm. Immunofluorescence montrant les noyaux 

des cellules en bleu, le CD21 en rouge souligne la structure des follicules, le collagène IV en jaune, montre le 

réseau vasculaire, lymphatique et fibroblastique, ainsi que la capsule. La flèche jaune indique le sinus lymphatique, 

la flèche blanches les HEVs et les pointillés verts, la zone sombre des follicules qui sera détaillée plus tard. 

 

Au cours d'une réponse immunitaire, la zone paracorticale peut s'étendre de façon très 

importante dans la médulla. Les cellules T activées se disséminent ensuite dans la circulation 

vers les sites périphériques 90, où se déroule la majeure partie de leur activité. Les macrophages 

résidents du ganglion éliminent les agents pathogènes en transit de la lymphe et jouent un rôle 

déterminant dans la coordination de la réponse immunitaire 97. Plus précisément, une population 

de macrophages CD169 + dans le sinus sous-capsulaire capture les grosses particules et les 

micro-organismes qui pénètrent dans le ganglion par les vaisseaux lymphatiques afférents98. 
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D’autre part, les cellules endothéliales lymphatiques (LEC) permettent leur maintien via la 

production de la cytokine RANKL (également connue sous le nom de TNFSF11) et du Facteur 

de survie CSF-1 99. Ces macrophages facilitent l’initiation de l’activation des cellules B en 

transférant des antigènes sous forme native aux cellules B 100–104. Il a également été montré que 

la perturbation de ce réseau de macrophages altère les réponses des cellules B 105. D’autre part, 

des cellules dendritiques CD11b + sont stratégiquement positionnées au niveau du sinus 

lymphatique, où elles capturent les antigènes et les agents pathogènes transmis par la lymphe 

pour une présentation efficace aux cellules T naïves106. Elles auraient la capacité d'initier des 

réponses cellulaires T robustes bien plus tôt que les DC provenant du site d'infection. Une étude 

récente a démontré que les lymphocytes T CD4 + et les lymphocytes T CD8 + ne sont pas 

uniformément répartis dans tout le paracortex du ganglion 107. Ainsi, les lymphocytes T CD4 + 

seraient enrichis à la périphérie du paracortex de manière dépendante du récepteur Ebi2 et les 

cellules T CD8 + seraient plus centrales. Les cellules dendritiques Dendritic Cells type 1 

(cDC1), assurant préférentiellement la présentation croisée de l'antigène via le CMH I aux 

cellules T CD8+ sont localisées au centre du paracortex , tandis que les cellules dendritiques 

Dendritic Cells type 2 (cDC2), spécialisées dans la présentation de l'antigène via le CMH II aux 

cellules T CD4+ sont enrichies au niveau du sinus sous capsulaire, des zones adjacentes du 

paracortex et des zones interfolliculaires 108.  

La médulla contient un maillage dense de vaisseaux sanguins enrichis en plasmocytes 

sécréteurs d'anticorps et en macrophages 97. La population de cellules qui prédomine dans les 

cordons médullaires correspond aux plasmocytes. Les plasmocytes synthétisent les anticorps 

qui sont transporté du ganglion vers la circulation générale par la lymphe efférente et assurent 

un rétrocontrôle de la réaction immunitaire dans les centres germinatifs en limitant l'accès aux 

divers antigènes permettant l'émergence des cellules B de plus haute affinité 109. Les cellules 

dendritiques plasmocytoïdes (pDC)  résidant dans la medulla sont des cellules qui répondent 

principalement aux infections virales par la synthèse d’interferon-a mais elles interviennent 

aussi dans la présentation des antigènes 110. 

L’organisation et le rôle des lymphocytes T et des macrophages sera abordée dans la 

partie concernant la maturation des lymphocytes B dans le ganglion. 

 

d) Caractérisation des différentes populations stromales des organes lymphoïdes 

secondaires 
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Les cellules stromales conditionnent l’organisation du ganglion en participant à la 

réalisation de niches fonctionnelles qui interviendront dans la maturation et la qualité de la 

réponse immune. Elles se caractérisent chez la souris par leur expression commune de 

podoplanine et l’absence d’expression des marqueurs hématopoïétiques, endothéliaux et 

épithéliaux111. Jusqu’à récemment on distinguait essentiellement les FDCs, sécrétrices de 

CXCL13, de localisation intra folliculaire et les FRCs, de localisation extra-folliculaire, et 

sécrétant du CCL19/CCL21. Cependant, les nouvelles stratégies de ciblage génétique, 

d’imagerie cellulaire et de séquençage par scRNAseq, ont permis de mieux caractériser 

l’hétérogénéité des cellules stromales du ganglion chez la souris 112. Au sein des follicules, il a 

ainsi été identifié un compartiment de cellules stromales dans la zone sombre des CG et 

sécrétant du CXCL12, appelé Dark-Zone FDCs (DZ-FDC). D’autres cellules produisant 

CXCL13, appelées Marginal Reticular Cells, (MRC), expriment TNFSF11/RANKL et résident 

en bordure du follicule sous le sinus sous-caspulaire. D’autre part, un sous-type de cellules 

exprimant CD21, non associées aux FDCs, a été identifié comme étant un compartiment de 

cellules « dormantes ». Elles pourraient être converties en cellules sécrétant du CXCL13 au 

contact de cellules B activées, et seraient identifiées comme les cellules réticulaires border de 

la zone T (TBRC) 113,114. Dans la zone extra folliculaire, au moins deux principaux 

compartiments fonctionnels de cellules stromales sont mis en évidence. Les cellules réticulaires 

de la zone interfolliculaire (IFRC), attirent les cellules T, B et dendritiques exprimant le 

récepteur CCR7, elles favorisent la croissance, la survie et la migration des lymphocytes. Elles 

permettent également la diffusion de petites molécules dans le ganglion. Le second sous-type, 

appelé cellules réticulaires médullaire ou  Medullary Reticular Cells (MedRCs), constitue le 

principal composant structurel de la niche des plasmocytes dans les cordons de la médulla du 

ganglion115.  

Récemment, une étude chez la souris par scRNA-seq a permis de décrire neuf sous-

populations de cellules stromales dans le ganglion, y compris les FDCs, les Marginal Reticular 

Cells  (MRCs), les MedRC, les TRCs, les cellules péricytaires, les cellules endothéliales 

lymphatiques ou LECs et au moins 3 sous-types de cellules stromales, sans identification claire 

à cette époque  quant à leur fonctionnalité et leur localisation 112. Toutefois, ces sous-types ont 

récemment été explorés définissant les sous-populations exprimant CXCL13 regroupés sous le 

terme B-cell–interacting reticular cell  (BRC), comprenant les DZ et LZ reticular cells, les 

MRCs, les TBCRs, les IFRCs 116 . Il convient également de souligner que des données très 

récentes sont disponibles sur les caractéristiques des cellules stromales lymphoïdes humaines ; 

montrant une similarité phénotypique des cellules stromales humaines et de souris 117. 
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e) Précurseurs mésenchymateux des cellules stromales lymphoïdes 

 

Les cellules stromales lymphoïdes dérivent de progéniteurs mésenchymateux locaux, 

mais l'identité, la localisation et la différenciation de ces progéniteurs restent controversées. Il 

a été démontré que les précurseurs pré-adipocytaires se différencient in vivo en plusieurs sous-

types de cellules stromales lymphoïdes comprenant au moins les MRCs et les FRCs 118. 

Les MRCs seraient les équivalents présumés chez l’adulte des cellules stromales du tissu 

lymphoïde embryonnaire, et pourraient proliférer et se différencier en FDCs pendant la 

réorganisation du ganglion lors de l'inflammation 119. De plus, les cellules périvasculaires 

pourraient être les précurseurs de cellules stromales lymphoïdes même s'il existe des points de 

vue divergents concernant leurs caractéristiques spécifiques et leur origine. L’hypothèse serait 

qu’elles proviendraient soit de cellules exprimant l'actine muscle lisse et le PDGFRβ 

(podoplanine- et CD31-), soit de cellules adventitielles exprimant la podoplanine et le CD34 

76,120,121. Il convient de noter que le renouvellement des cellules stromales spléniques et des 

cellules stromales du ganglion semble s’effectuer à partir de progéniteurs propres à chaque 

tissu122. Chez l’homme, il a récemment été suggéré que les péricytes constitueraient les 

précurseurs des FDCs et des FRCs 117. Quelle que soit leur cellule d’origine, la LT et le TNF 

constituent les deux facteurs clés impliqués dans la différenciation et l'entretien des cellules 

stromales lymphoïdes118,123. 

 

f) Organisation des différentes niches stromales  

 

Les FRCs résident dans le parenchyme du ganglion et ont à la fois des fonctions 

structurelles et de régulation immunitaire. Les FRCs créent un réseau tridimensionnel de 

conduits dont l’organisation est modulée lors de l’inflammation 124 pour faciliter la migration 

des cellules et le transport des antigènes, ainsi que pour maintenir la tension du réseau 

réticulaire. Les FRCs sécrètent également des cytokines de survie des cellules T et des cellules 

B, notamment l'IL-7 et le BAFF 80 et aident à maintenir la tolérance des cellules T par 

l'expression de complexes auto-peptide/MHCII 125,126 et l'induction de cellules Treg. Les FRCs 

présentent trois profils transcriptionnels distincts en sc-RNAseq 112: les TRCs sécrétant des 

niveaux élevés de CCL19/21 servant à la constitution d’un support de recrutement et de 

migration des lymphocytes B et T CCR7pos et des DC matures ; les TBRCs sécrétant de faibles 
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niveaux de CCL21 ainsi que des niveaux élevés de BAFF et qui sont situés en bordure des 

follicules et les IFRCs sécrétant du CXCL9 en zone inter folliculaire (Figure 11).  

 

Figure 11 : Schéma montrant l’organisation et la localisation de chaque type cellulaire stromal 114. 

 

Les TBRCs vont constituer une niche de prolifération pour les cellules B matures, en 

sécrétant de l’IL6, du CXCL12 ainsi que APRIL127. D’autre part, les IFRCs permettent la 

migration des cellules myéloïdes suite à l’inflammation128,129.  

Les Light-Zone FDCs (LZ-FDCs) résident dans les follicules des cellules B et sécrètent 

CXCL13. Au cours d'une réaction immunitaire, les LZ-FDCs sont compétentes pour la capture 

d'antigènes, notamment via leur expression forte des récepteurs au complément CD21/CD35 et 

des récepteurs aux IgM (FcRAM) en vue de leur recyclage et de leur transfert aux cellules B, 

ainsi que pour faciliter l'expansion des follicules en vue d'accueillir la formation du centre 

germinatif. L’ensemble de ces cellules est modulable en fonction de l’état d’inflammation, aussi 

bien sur le plan transcriptionnel, qu’architectural 114,124. Les DZ-FDCs expriment de faibles 
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niveaux de gènes codant pour les composants de la matrice extracellulaire, de récepteurs du 

complément et présentent un phénotype intermédiaire entre les FDCs et les TBRCs. En cas 

d'inflammation, les DZ-FDCs présentent une expression élevée des chimiokines Cxcl1 et 

Cxcl16 et de la cytokine Il6, ainsi que des protéines de liaison aux intégrines et de remodelage 

de la matrice extracellulaire114. (Figure 12 ) 

Figure 12 : Centre germinatif d’amygdale humaine, montrant par immunofluorescence, la chemokine CXCL13 

en jaune, CXCL12 en vert, démasquant les LZ-FDCs et les DZ-FDCs au sein du follicule. (Barre d’échelle : 50 

µm) 

 

Ainsi, des modifications transcriptionnelles et une adaptation topographique 

supplémentaire des DZ-FDCs et des LZ-FDCs accompagne la formation des CG 114. D’autre 

part les MRCs semblent être les cellules sécrétant les niveaux les plus élevés de CXCL13, en 

comparaison aux FDCs, DZ-FDCs et TBRCs (Figure 13). Les MRCs, situées dans le cortex 

sur les bords extérieurs des follicules des cellules B, soutiennent l'homéostasie des macrophages 

par l'expression de RANKL92,129. 

Les MedRCs au niveau de la medulla expriment la Lepr et sécrètent CXCL12, APRIL, 

IL6 115et CCL2130 leur permettant d’interagir avec les plasmocytes, les cellules NK, et les 

macrophages131.  
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Figure 13 : Etude de l’identité moléculaire des TBRCs, des DZ-FDCs, des LZ-FDCs, des MRCs avant et après 

immunisation, définis par des gènes des molécules de signalisation, d’addhésion, de matrice extra cellulaire, de 

récepteur du complément, ou de morphologie les discriminants. Conformément aux analyses histologiques, les 

FDCs expriment un niveau élevé de Cxcl13 par rapport aux DZ-FDCs et aux TBRCs, mais expriment des niveaux 

plus faibles que les MRCs voisins. Les DZ-FDCs expriment de faibles quantités de transcrit Cr2 et de protéine 

CD21/35 par rapport aux FDCs et moins de Cxcl12 par rapport aux TBRCs114.  

 

g) Des cellules longtemps apparentées aux cellules stromales : les LECs 

 

Les Lymphatic Endothélial Cells (LECs) se trouvent sur les bords extérieurs du ganglion. 

Le sinus sous capsulaire est bordé par deux sous populations de LECs distinctes : les LECs du 

plancher (fLEC) et les LECs du plafond (cLEC). Les fLECs sont alignées sur le sinus sous 

capsulaire et soutiennent le transport des antigènes dans le parenchyme du ganglion. Les cLECs 

tapissent la capsule et expriment le récepteur atypique de chimiokine CCRL1, pour diriger les 

CDs dans le parenchyme en créant un gradient de Chemokine (C-C motif) ligand 19 et 21 

(CCL19 et de CCL21 respectivement) , les ligands du récepteur de surface des lymphocytes 

CCR7, impliqué dans la migration cellulaire132. Les fLEC et les cLEC se distinguent également 

par leur expression du LYmphatic Vessel Endothelial hyaluronan receptor-1 (LYVE-1), qui est 
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exprimé par les fLECs mais pas par les cLECs132. Des études scRNA-seq révélent la présence 

d'au moins deux sous-populations de LEC médullaires133. Les LEC du sinus médullaire sont 

composées des Pentraxin 3 LECs (Ptx3-LEC) et des Macrophage Receptor with Collagenous 

structure LECs (Marco-LEC). Ces sous-populations présentent des mécanismes distincts pour 

les interactions avec les agents pathogènes et la modélisation de la matrice. Ainsi, les Ptx3-

LECs sont situés dans les sinus médullaires près du hile et sont enrichis en gènes contrôlant la 

sortie des lymphocytes. Les Marco-LECs sont situés dans les sinus médullaires péri-

folliculaires ; et expriment des gènes associés aux macrophages, à la cascade du complément 

et de la coagulation133. 

 

B. Implication des cellules stromales dans la maturation et 

l’activation des lymphocytes B 
 

1. Dans la moelle osseuse 
 

a) Maturation des lymphocytes B dans la moelle osseuse 

 

Les principales étapes du développement des cellules B dans la moelle comprennent les 

stades HSC, progéniteur multipotent (MPP), progéniteur lymphoïde commun (CLP), cellule B 

progénitrice (cellule pro-B) (CD34+ CD10+ CD19+), précurseur B (cellule pré-B) et celui de la 

cellule B immature. Hardy et al. ont élégamment montré par l’étude des marqueurs de surface 

en cytométrie de flux et par le séquençage V-D-J par PCR différents stades de développement 

qui peuvent être divisés en fractions qu’ils ont dénommé A, B, C, Cʹ, D et E 134.  

En acquérant l'expression du marqueur B220 (CD45R) spécifique aux lignées de cellules 

B et la hausse de l'expression du facteur de transcription early B cell factor-1 EBF1, la cellule 

entre au stade de cellule pré-pro-B 135–139ou fraction A. EBF1, avec l’aide de E2A, se lie au 

locus d’Igh, favorisant la recombinaison de DH-JH via l'activité endonucléase des enzymes 

codées par les gènes activant les recombinaisons 1 et 2 (RAG-1 et -2). Après la recombinaison 

de DH-JH, la cellule entre au stade précoce de la cellule pro-B ou fraction B 134. Pendant ce 

temps, l’expression protéique de PAX5, qui est l'une des cibles du facteur de transcription 

EBF1, bloque l'expression des gènes de la lignée non B1 40. En outre, de nombreux gènes sont 

activés à ce stade, sous le contrôle de PAX5 et d’autres facteurs de transcription. Au cours de 

cette étape, l'un des composants du co-récepteur des cellules B, CD19, est exprimé. Les 

segments des gènes VH et DH-JH sont ensuite recombinés via l'activité endonucléase des 
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enzymes codées par les gènes activant les recombinaisons 1 et 2 (RAG-1 et -2) 141 et la cellule 

B entre dans le stade de cellule pro-B tardive ou fraction C 142,143. L'expression de la terminal 

deoxynucléotidyl transférase (TdT) est détectable aux stades tardifs du CLP et atteint son 

maximum au stade des cellules proB 144. 

Au cours de l'étape pro-B ou des fractions A-C, Igα et Ig𝛽, qui sont des composants de 

de la voie de signalisation du BCR, commencent à s'exprimer, et l'expression de C-KIT permet 

à la cellule de recevoir les signaux du SCF 145. Cependant, au début du stade pré-B, l'expression 

de C-KIT est désactivée de manière irréversible146. Après une recombinaison réussie du VH-

DH-JH, la cellule exprime un pré-BCR, qui est constitué de la chaîne lourde µ réarrangée, 

complexée avec une pseudo-chaîne légère composée de deux petits peptides liés, avec une 

région variable (VPREB) et une région constante (λ5), ainsi que Igα et Igβ147–149. Cet ensemble 

exerce une répression sur les expressions de RAG-1 et RAG-2150. La cellule pré-B en 

prolifération ou fraction Cʹ peut poursuivre sa maturation si elle a effectué un réarrangement 

productif de la chaîne lourde. Le pré-BCR disparait alors de la surface, et cela signale l'entrée 

de la cellule au stade pré-B ou fraction D 151. À ce stade, le réarrangement des chaînes légères 

est initié par la ré-expression des gènes RAG1/2. Le réarrangement de la chaîne légère 

commence sur l'un des chromosomes de la chaîne ĸ, puis des autres si besoin. Si aucun des 

réarrangements ĸ, n'est productif, le réarrangement est ensuite tenté sur chacun des 

chromosomes de la chaîne λ152. Le récepteur IgM (BCR) est exprimé sur la surface des cellules, 

ce qui signifie que la cellule B entre dans le stade immature de la cellule B153 ou fraction E. 

Tout au long du développement de la cellule B, PU.1 gère l’entrée dans la lignée lymphoïde 

avec la médiation d'Ikaros154,155. E2A permet de promouvoir l’expression des gènes B et EBF1 

joue un rôle important en tant que coordinateur central du développement des cellules B, en 

collaboration avec FOXO1156. EBF1 est essentiel pour l'expression de nombreuses protéines 

associées aux cellules B, y compris Igα (CD79a)157, Igβ (CD79b), et pour l’expression de gènes 

codant pour le pré-BCR. 

Après l'engagement des CLPs dans la différentiation B, les lymphocytes B produisent un 

large répertoire de récepteurs d'antigènes par la recombinaison des segments V, (D) et J des 

gènes d'immunoglobulines. Les cellules reconnaissant un antigène survivent, y compris les auto 

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

reconnaissent des antigènes endogènes 158. Ces cellules vont soit 1) subir une révision du BCR 

(editing) qui va induire la mort par apoptose ou la délétion clonale de près de 80% des cellules159 

ou lever la reconnaissance des antigènes endogènes, soit 2) ne plus pouvoir répondre à 

l’antigène et devenir anergiques, soit 3) survivre et devenir « B ignorants ». Après cette 
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sélection négative (tolérance centrale), les lymphocytes B immatures quittent la moelle osseuse 

et rejoignent les circulations sanguine et lymphatique 142 160.  

Bendall et al, ont élégamment utilisé l’outil Wanderlust pour inférer à partir de données 

d’expression protéique obtenues en cytométrie de masse (CYTOF) la trajectoire de la cellule B 

afin de reconstruire un continuum de différentiation dans un échantillon où l’ensemble des 

populations intermédiaires sont présentes (Figure 14). Ainsi, avec 44 marqueurs protéiques et 

200 000 cellules, cette équipe a pu proposer un modèle hollistique ordonné par la chronologie 

de la lymphopoïèse B 144.  

 

Figure 14 : Résumé de l'expression des marqueurs phénotypiques, des signaux de régulation et des status de 

recombinaison IgH, ainsi que des points de contrôle proposés pour les cellules Pro et Pré-B reportées sur les 

populations décrites dans les cellules B humaines.Trajectoire ordonnée par l’outil Wanderlust. En caractères gras 

: les marqueurs sont le minimum requis pour sélectionner les cellules par analyse cytométrique. En caractères 

réguliers : les marqueurs sont exprimés de manière uniforme sur la surface. Les marqueurs en italique sont 

exprimés de manière intracellulaire. Les marqueurs entre parenthèses ''()'' ne sont que partiellement exprimés.  
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Une nouvelle technique développée par les scientifiques du New York Genome Center 

(NYGC) représente une avancée importante pour le séquençage de l'ARN des cellules 

individuelles, le CITE-seq, ou Cellular Indexing of Transcriptomes and Epitopes by 

sequencing161. Elle associe la mesure des marqueurs protéiques de surface sur des milliers de 

cellules individuelles au séquençage simultané de l'ARN. Suite à cette innovation, la 

lymphopoïèse B fut étudiée en utilisant le CITE-Seq 162. Ainsi l’équipe de Lee a pu identifier 

la protéine de liaison à l'ARN YBX3 comme un nouveau marqueur de la différenciation des 

cellules pré-B. Leur analyse a d’autre part permis de découvrir plusieurs nouveaux stades de 

différenciation des cellules pré-B - dont un stade pré-BCR-dépendant et deux stades pré-BCR-

indépendant qui présentaient des modalités de prolifération distinctes. Ainsi ; le processus de 

différenciation des cellules pré-B s'est traduit par une régulation inattendue du facteur de 

transcription EBF1 et de la protéine de liaison de l'ARN YBX3. D’autre part, les stades pré-

BCR indépendants ont été corrélés à des modifications des récepteurs de chimiokines et de 

cytokines s’associant probablement avec une localisation spécifique de ces cellules dans la 

moelle osseuse. 

b) L’implication des différentes niches stromales de la moelle dans la maturation B 

 

Dans de nombreux systèmes biologiques, la localisation cellulaire relative à son 

microenvironnement influence les décisions cellulaires telles que la quiescence, l'activation et 

la différenciation. Le concept de niches microenvironnementales, fût lancé par Schofield en 

1978 pour expliquer la capacité progénitrice hématopoïétique supérieure des cellules résidentes 

de la moelle osseuse par rapport à celle des cellules spléniques. Cette étude en propulsa d’autres 

sur les niches d’HSCs de la MO. Des études pionnières sur la localisation des cellules de la 

lignée B ont suggéré que les progéniteurs précoces de cellules B marquées par B220 et 

manquant l'expression cytoplasmique d’Igμ étaient enrichis dans les niches sous-endostéales, 

notamment en utilisant des techniques d’immunofluorescence classique dans des tissus de 

fémur de rat et en se basant sur l’expression de la TdT 163. Les cellules pré-pro-B sont 

drastiquement diminuées chez les souris Osx-Cre/Cxcl12lox/-, soulignant l'importance de 

l'expression de CXCL12 dans les ostéo-progéniteurs pour leur développement 164. En utilisant 

des modèle murins transgéniques et la Mb1-Cre-recombinase délétant des gènes floxés comme 

Fak dans les précurseurs B, mais aussi en ciblant les cellules du microenvironnement en 

annulant l’expression de Cxcl12 dans les cellules stromales ou en utilisant des systèmes 

rapporteurs des gènes  Il7GFP/+  et Cxcl12dsRed/+  et un suivi en microscopie biphotonique 

intravitale, dans la calvaria de souris, il a été montré que les cellules pro-B ont une motilité 
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limitée par une forte expression de l'intégrine VLA4 165 et qu’elles dépendent considérablement 

de la signalisation des cellules mésenchymateuses produisant du CXCL12 et de l’IL-7 pour leur 

prolifération et leur rétention dans la moelle osseuse. La signalisation IL-7R dans les cellules 

pro B contrôle l'expression de CXCR4 et de la kinase d’adhésion focale (FAK)166,167 et en 

conséquence, leur rétention dans la moelle. Il est important de noter que la signalisation pré-

BCR contrôle le passage d'une expression FAK/VLA4 élevée à une expression FAK/VLA4 

plus faible et donc, l'adhésion à VCAM-1, tout en favorisant une expression CXCR4 plus élevée 

et la migration. Dans une analogie simple, la signalisation pré-BCR accélère la motilité des 

cellules pré-B en diminuant l’adhésion (FAK/VLA4) tout en forçant la motilité (CXCR4)168. 

Les cellules pré-B définies par l'expression cytoplasmique, mais indétectable de la surface d’Igμ 

étaient plus uniformément réparties dans les cavités sous-endostéales et centrales. (Figure 15 

et 16). 

 

Figure 15: Coupe longitudinale de fémur de souris irradiées Il7GFP/+ Cxcl12dsRed/+  Rag1−/− ou Rag1−/− IghB1-8/+ . 

Cxcl12-dsRed (red). (n = 3).  Fréquence des cellules proB (Rag1−/−) et preB (Rag1−/− IghB1-8/+) en contact avec les 

cellules IL-7+ CXCL12+ . Chaque rond correspond à une souris.*, P < 0.05. test de student non pairé. Barre 

d’échelle, 50 µm. La moyenne est indiquée par une barre. 165   
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Figure 16 : Comportement migratoire des cellules ProB et preB in vivo. (A) Distribution des cellules proB GFP+ 

(vert, en haut à gauche) et des cellules preB (vert, en bas à gauche) dans les calvaria de souris Cxcl12dsRed/+ 

irradiées létalement et reconstituées avec des cellules de moelle Rag1GFP/GFP ou Rag1GFP/GFP Igh3-83/+. 

Mouvement des cellules GFP+ B suivi pendant 30 min in vivo par IVM. Les lignes colorées représentent les 

trajectoires des cellules. Barre d'échelle, 50 µm. (B) Vitesse médiane (micromètres par minute). Chaque cercle 

représente une seule cellule analysée. (C) Coefficient de motilité moyen des cellules pro-B et pré-B. Le 

déplacement des cellules à partir des coordonnées de départ est tracé en fonction du temps (minutes). Les lignes 

représentent le coefficient de motilité moyen de trois vidéos distinctes par souris. (D) Temps (minutes) passé en 

contact direct avec des cellules CXCL12+ pendant 30 minutes. (E) Temps moyen (minutes) passé par les cellules 

pro-B et pré-B en contact avec des cellules CXCL12+ individuelles. Les cercles représentent les cellules 

individuelles analysées. ****, P < 0.00005 par le test t de l'élève non apparié. Les données de tous les panels sont 

représentatives de trois expériences indépendantes. 
 

Une étude a proposé que le pré-BCR puisse interagir physiquement avec la lectine 

Galectin-1 associée au stroma pour activer la transduction de signaux destinés à la prolifération 

et la différenciation des cellules pré-B 169,170. Des analyses in situ de cellules pré-B purifiées 

par triage qui ont été transférées dans des souris receveuses ont montré une association étroite 

entre les cellules pré-B et les cellules stromales Galectin-1+ qui n'exprimaient pas IL-7 mais 

exprimaient CXCL12 dans la moelle osseuse 171. La perte de l'expression de Nidogen-1 affecte 

spécifiquement l'accès des cellules pro-B à l'IL-7, ce qui entraîne une altération de l'expansion 

et la différenciation des cellules B précoces 172. 

 

Les principales caractéristiques du stade immature des cellules B sont la sélection 

négative des BCR auto-réactives et leur sortie vers la périphérie où elles achèvent leur 

maturation. Par rapport aux cellules pro-B et pré-B, les cellules B immatures expriment de 

faibles niveaux de CXCR4 et ont une capacité réduite à adhérer à VCAM1 167. FLT3L est un 

ligand pour FTL3, qui est essentiel pour le développement des cellules pré-pro-B 173. De plus, 

lorsque des souris transgéniques pour un BCR spécifique du lysosome d'oeuf de poule (HEL) 
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sont traitées avec HEL pour simuler l'engagement d'un auto-antigène, les cellules B immatures 

expriment des niveaux plus élevés de CXCR4, ce qui entraîne une diminution de leur sortie 

vers la périphérie. Cela suggère que les cellules B immatures sont retenues dans la MO si leur 

BCR est auto-réactif. En accord avec ce résultat, le récepteur cannabinoïde 2 est impliqué dans 

la rétention des cellules B immatures dans les sinusoïdes 174. De plus, les cellules B immatures 

sont protégées de l'apoptose médiée par le BCR et ont la capacité de réinitialiser les gènes RAG1 

et RAG2 activant la recombinaison lorsqu'elles sont incubées avec des cellules du 

microenvironnement de la moelle exprimant DX5 et de faibles niveaux de Thy1 175,176. Dans 

l'ensemble, ces résultats montrent que les cellules endothéliales et/ou stromales jouent un rôle 

important dans la rétention des cellules B immatures auto-réactives dans la moelle et dans 

l'édition des récepteurs. Lorsque le réarrangement des chaînes légères est terminé, une molécule 

d'IgM de surface est exprimée. Enfin, les cellules matures qui quittent la moelle osseuse 

expriment à la fois une IgM et une IgD. Les cellules B immatures diminuent l'expression 

membranaire du récepteur CXCR4 et augmentent l’expression de S1PR1, permettant ainsi la 

sortie des cellules par les sinusoïdes. 

Aux stades ultérieurs du développement des cellules B, les lymphocytes B immatures se 

localisent principalement dans la moelle centrale avec des sinusoïdes de petit calibre dont la 

lumière est souvent comblée de cellules B immatures. 

2. Dans le ganglion 
 

a) Les différents états de maturation du lymphocyte B dans le ganglion 

Les CGs sont des structures transitoires qui se forment dans les organes lymphoïdes 

périphériques en réponse à une stimulation antigénique 177. Lors d’une activation antigénique, 

les lymphocytes B naïfs reconnaissent tout d’abord les antigènes natifs sous la forme soluble 

ou présentés par des cellules présentatrices d’antigènes, comme les macrophages ou les cellules 

dendritiques100,102,178. L’objectif des structures lymphoïdes secondaires est d’augmenter 

l’affinité de ces cellules pour les antigènes en fabriquant des anticorps de haute affinité grâce à 

la modification de la région variable des chaînes d’immunoglobulines par des processus 

d’hypermutations somatiques (HMS)179,180. Une fois les lymphocytes B activés, ces cellules 

surexpriment le récepteur CCR7 à leur surface, facilitant leur migration dans la zone T via un 

gradient d’expression des chimiokines CCL21 et CCL19 181. Ces lymphocytes B viennent en 

bordure du follicule à la rencontre de lymphocytes T CD4+ préalablement activés par des DCs 

où ils prolifèrent et interagissent en présentant les fragments antigéniques par l’intermédiaire 

du CMH de classe II 182,183. La durée de ces interactions dépend de leur spécificité et de leur 
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affinité pour l’antigène rencontré. A ce stade, certains lymphocytes B antigène-spécifiques 

prolifèrent dans les zones extra folliculaires, dans la medulla, pour devenir des plasmablastes à 

courte durée de vie sécrétant des anticorps de faible affinité pour l’antigène, mais fournissant 

une réponse protectrice rapide essentiellement de type IgM. Les autres lymphocytes B activés 

peuvent également se différencier en lymphocytes B mémoires ou en lymphocytes destinés à 

transiter dans le CG. Les cellules B mémoires et les plasmocytes résultant de ce processus de 

sélection d’affinité apparaissent ensuite une semaine après la rencontre avec l’antigène 184. Il 

est maintenant bien établi que ce sont les lymphocytes de faible affinité pour l’antigène qui 

seront amenés à devenir des lymphocytes B mémoires ou à transiter par le centre germinatif 185. 

Au niveau de la zone inter folliculaire et de la frontière T-B, les cellules dendritiques et B 

coopèrent à la production de TFH en deux phases canoniques. Premièrement, les cellules TCD4 

naïves interagissent avec les DCs, entraînant une augmentation de l’expression de BCL6 et 

CXCR5, le récepteur de chimiokine qui dirige la migration vers le follicule de cellules devenues 

pré-TFH 186. Deuxièmement, en entrant dans le follicule, elles interagissent avec les cellules B 

pour compléter leur différenciation en cellules TFH matures via des interactions mettant en jeu 

notamment le couple ICOS-ICOSL 91,182,183,187.  

Le CG est divisé en deux zones histologiques qui sont la zone sombre et la zone claire. 

La zone sombre est presque exclusivement constituée de de lymphocytes B proliférants appelés 

centroblastes. Les centroblastes vont diversifier le domaine variable de leurs immunoglobulines 

sous l’action d’HMS, dans le but de générer de nouvelles spécificités pour les antigènes 188,189. 

La coopération des signalisations CD40 et BCR conduit à l'induction de MYC 190,191 et 

mTORC1132. L'activation transitoire de MYC et mTORC1 permet aux cellules de la zone claire 

de devenir anaboliques et de générer les pools de précurseurs métaboliques qui seront 

nécessaires à la prolifération dans la zone sombre. Normalement, ce processus est séquentiel 

afin que les cellules de la zone claire ne prolifèrent pas pendant qu'elles subissent une charge 

anabolique. En revanche, dans la zone sombre, MYC est silencieux et l'activité de mTORC1 

est réduite, ce qui peut limiter la capacité des cellules en division rapide à subir une réplication 

continue. Cette séparation de l'anabolisme et de la prolifération est en partie due aux actions du 

répresseur transcriptionnel BCL6, qui réduit simultanément au silence les gènes MYC et les 

gènes de contrôle du cycle cellulaire 192. Toute perte de cette exclusivité mutuelle MYC/BCL6 

est intrinsèquement dangereuse et pourrait déclencher une prolifération lymphocytaire B 

illimitée. La zone claire contient des lymphocytes B de plus petite taille, non proliférants, au 

contact de lymphocytes TFH, de cellules LZ-FDCs et de macrophages. Les CGs sont depuis 

longtemps considérés comme des sites dans lesquels la recombinaison des commutateurs de 
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classe d'Ig (CSR) est favorisée. Roco et al ont récemment démontré que la CSR se produit au 

cours de l'interaction initiale entre les cellules T et les cellules B avant la formation du CG et 

qu'elle diminue rapidement lorsque les cellules B se différencient en cellules du centre 

germinatif et que le processus d’HMS commence 193. Un petit pool de centrocytes deviendront 

des lymphocytes B mémoires ou des plasmocytes 189 mais plus de la moitié des lymphocytes B 

du centre germinatif entrent en apoptose toutes les six heures194,195. Les centrocytes les plus 

affins capturent l'antigène à la surface du FDC via leur BCR et présentent les peptides 

antigéniques résultants dans les molécules du CMH de classe II aux cellules TFH qui délivrent 

le signal limitant pour induire un nouveau cycle de prolifération dans la DZ ou la différentiation 

terminale. Ils produisent de plus une quantité accrue de CCL22 et CCL17, permettant d’attirer 

plus de TFH CCR4+196. L'axe CD40L-CD40 est crucial pour le maintien des CGs car l'absence 

de CD40 ou de son ligand, ou l'administration d'anticorps anti-CD40L à tout moment abolit la 

réaction du CG 197. Les cellules TFH sont également connues pour sécréter des cytokines qui 

influencent de façon majeure les cellules B 198,199. Deux des principales cytokines sécrétées par 

les cellules TFH sont l'IL-4 et l'IL-21. Ces cytokines favorisent la prolifération des cellules B, 

et différenciation en plasmocytes. L'IL-21 favorise l'expression des gènes clés tels que BCL6 et 

AICDA. L’aide des cellules TFH a été identifiée comme l’élément limitant pour la sélection des 

cellules B à haute affinité du GC 200. Les cellules de forte d'affinité reçoivent des signaux BCR 

plus forts qui favorisent leur survie et captent plus d’antigènes. Les clones sélectionnés 

retourneront dans la zone sombre pour subir une deuxième phase d'expansion et d’ HMS, ou se 

différencieront en plasmocytes ou en cellules mémoires. Les clones non sélectionnés mourront 

et seront endocytés par des macrophages à corps tingibles. A noter que le hasard des HMS peut 

conduire à l'introduction de mutations qui conduisent à la reconnaissance d’auto-antigènes, qui 

peuvent générer des anticorps autoréactifs et potentiellement provoquer une maladie auto-

immune. Ainsi, en plus de sélectionner les cellules ayant la plus grande affinité pour l'antigène 

immunisant, il existe certainement des "points de contrôle" pour éliminer les cellules B qui 

acquièrent la capacité de se lier à l'auto-antigène 201.  Environ 10 à 30 % des lymphocytes B 

possèdent une affinité antigénique suffisante pour échapper à l'apoptose, mais ne se 

différencient pas en plasmocytes ou en lymphocytes B mémoires et rentrent de nouveau dans 

la zone sombre pour de nouvelles séries d'HMS et de prolifération 178,194,202–204. 
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b) L’intervention cruciale du microenvironnement stromal 

Les FRCs produisent des composants de la matrice extracellulaire, notamment la 

laminine, la fibronectine, le collagène IV et la ténascine, pour former une matrice extracellulaire 

fonctionnelle. Ils forment un réseau dynamique régulant l'organisation du ganglion et le trafic 

de cellules immunitaires111,205,206. Outre leur rôle crucial initialement identifié dans le transit 

des cellules T, les FRCs ont également un impact sur le comportement des cellules B. Tout 

d'abord, les FRCs recrutent les lymphocytes B par libération de CXCL12 et de CCL19/CCL21 

et garantissent leur trafic depuis le paracortex vers les follicules 205. Au tout début de la réponse 

du centre germinatif, le TNFSF13 (APRIL), qui est produit par une population de FRCs 

exprimant la podoplanine et CD157, participe conjointement à la sécrétion d'IL-6 et des 

chimiokines CXCL12, CCL19 et CCL21, à la maturation des plasmablastes127. Deuxièmement, 

les MedRC génèrent une structure matricielle extracellulaire différente de celle des FRCs et 

produisent en particulier de grandes quantités de CXCL12, BAFF, APRIL, et d’IL-6. IL est 

montré qu'elles guident la migration des plasmocytes exprimant le récepteur CXCR4 et 

contribuent, en association avec les macrophages, à leur survie 115. Il est important de noter que 

les FRCs subissent des changements morphologiques massifs pour faire face à l'augmentation 

du nombre de lymphocytes B et T, et ces modifications reposent sur l’interaction entre la 

podoplanine/gp38 sur les FRCs et CLEC-2 exprimé par des DCs, ayant pour conséquence une 

réduction de la contractilité des FRCs et de leur élongation 207,208. (Figure 17). Les FRCs sont 

également soumises à une forte prolifération dans ce contexte qui participe également à 

l’expansion du réseau nécessaire à l’augmentation de taille des ganglions . 

Figure 17 : Dépôt matriciel par les TRCs contrôlé par l’interaction CLEC-2/podoplanine, ainsi que les complexes 

LL5-microtubulaires, lors de l’inflammation. 
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Les cellules B ont été récemment proposées comme contribuant à l'activation initiale et 

au maintien des FRCs dans le ganglion et la rate par l'intermédiaire de la production de 

LT122,209,210. 

Il est intéressant de noter que les FRCs sont également impliqués dans la tolérance 

immunitaire périphérique en présentant des auto antigènes aux lymphocytes T CD8+ et CD4+ 

par le biais des complexes peptidiques du CMHII en inhibant leur survie ou en empêchant une 

stimulation ultérieure 126,211. Il a également été démontré qu'elles limiteraient la prolifération 

des cellules T activées indépendamment de la présentation de l'antigène. Dans la souris, cette 

fonction suppressive a été attribuée à l'induction de la NO synthase 212  alors que chez l'homme, 

une étude récente a proposé que les TRCs limitent l'activation des cellules T grâce à une 

combinaison de plusieurs facteurs, notamment l'indoleamine-2,3-dioxygénase (IDO), la 

prostaglandine E2, TGF-βR, et la signalisation du récepteur de l'adénosine A2 213. Comme IDO 

a également été impliqué dans l'inhibition de la prolifération des cellules B par les cellules 

stromales humaines activées par IFNγ 214, il est tentant de supposer que les FRCs peuvent aussi 

être impliquées dans la régulation de la réponse des cellules B lors de l’état inflammatoire. 

 

c) Rôle des FDCs dans la maturation des lymphocytes B 

 

Les lymphocytes B activés qui ont auparavant subi les signaux de co-stimulation des 

lymphocytes T migrent vers le follicule pour y proliférer. Les LZ-FDCs sont cruciales pour 

l'organisation des lymphocytes B215. CXCL13, une chimiokine produite par les FDCs et les 

Tfh, favorise la mobilité des cellules B via le récepteur CXCR5 vers la zone de lumière du 

follicule primaire et du centre germinatif. L'expression de CXCL13 dépend étroitement de la 

sécrétion de lymphotoxine (LT) par des cellules B qui, à son tour, dépend de la production de 

CXCL13 dans une boucle de rétroaction positive 178. Les FDCs présentent des antigènes aux 

cellules B en formant des complexes immuns avec des anticorps ou avec le système du 

complément CR1/CR2 102 . Ensuite, les FDCs activent la cytidine désaminase induite par 

l'activation (AID) pour la recombinaison isotypique et les hypermutations somatiques des 

cellules B 216,217. Dans un processus appelé sélection d'affinité, les cellules B sélectionnées qui 

interagissent avec l'antigène présenté sur les FDCs prolifèrent et deviennent des plasmocytes 

ou des cellules B mémoires. Par ailleurs, les FDCs matures expriment le Toll Like Receptor 4 

(TLR4), qui stimulé par les phospholipides oxydés endogènes libérés par les cellules B 

apoptotiques, augmente la capacité des FDCs à favoriser les hypermutations somatiques et la 

commutation isotypique par la synthèse de TGFβ 218. Au cours de la réponse du centre 



Introduction        Implication des cellules stromales dans la maturation et l’activation des 
lymphocytes B 

 - 54 - 

germinatif, les FDCs expriment les récepteurs d'intégrines ICAM-1 et VCAM, identifiés 

comme les ligands spécifiques respectifs des récepteurs LFA-1 et VLA-4 des cellules B, afin 

de prévenir leur  apoptose 219 et de renforcer les interactions. En outre, la voie du ligand 

Hedgehog (protéine sonique) protège les cellules B contre l'apoptose induite par Fas 220. Les 

FDCs peuvent retenir des antigènes pendant de longues périodes grâce à des processus 

d’internalisation non dégradative et de recyclage, pour interagir ensuite avec les rares cellules 

B spécifiques d'antigènes correspondants, provenant d'organes éloignés 221. Les FDCs 

produisent des facteurs solubles comme le BAFF 222,223, l'IL15 224, qui participent à la survie et 

à la prolifération des cellules B. Mais les FDCs peuvent également conduire à l'élimination des 

cellules B en enrobant les cellules B pré-apoptotiques de MFGE8, pour les conduire à 

l'élimination par les macrophages à corps tingible 225 . Les FDCs sont principalement identifiés 

dans la zone claire, mais au cours de la différenciation des cellules B, l’Hepatocyte Growth 

Factor (l'HGF) semble être sécrété par certaines cellules stromales spécifiquement situés dans 

la zone sombre (DZ-FDCs) afin d'améliorer la prolifération et la survie des centroblastes 

exprimant la protéine Mesenchymal Epithelial Transition (MET) 226. En outre, la PGE2 serait 

un médiateur important dans les interactions entre les FDCs et les cellules B en favorisant la 

survie, la prolifération et la différenciation in vitro et aurait un impact sur la production 

d'anticorps pendant la réponse immunitaire 227. Les FDCs ont surexprimé plusieurs molécules 

immunosuppressives, notamment CD200, IL4I1 et CD274, susceptibles de limiter l'activation 

et la prolifération des lymphocytes T et d'accroître la stringence de la réponse du GC117. La 

forte expression de PD-L1 et PD-L2 sur les FDCs agit également en faveur d’une tolérance 

immunitaire en activant PD1 sur les cellules T228.  

Les LZ-FDCs ne sont pas les seules cellules stromales présentes dans le follicule. Une 

étude décrit chez la souris, un sous-type stromal sécrétant CXCL12 dans la zone sombre dont 

les propriétés et la lignée seraient davantage liées aux FRCs. Ces cellules représenteraient le 

sous-type stromal majoritaire de la zone sombre et leurs propriétés semblent être indépendantes 

du TNF et de la LT 195,229. Ces cellules aideraient les cellules B à passer du stade centrocytes 

de la zone claire au stade de centroblastes de la zone sombre par l’expression d’un gradient de 

CXCL12. Les similarités entre les LZ-FDCs et les DZ-FDCs sont davantage liées à leur 

morphologie et à leur conformation spatiale dans le follicule qu'à leur profil transcriptionnel. 

En outre, il convient de noter que ces deux sous-types semblent partager l'expression du gène 

SOX9, un gène connu pour être impliqué dans la différenciation cellulaire 128,229.  

d) Les MRCs 
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Les MRCs forment une monocouche de cellules sous capsulaire en contact très étroit avec 

les follicules primaires. Ces cellules sécrètent du CXCL13 et sont impliquées dans le trafic des 

antigènes et/ou des cellules B du sinus sous-scapulaire vers le follicule B 92. Mais de trop rares 

études sont disponibles dans la littérature, peut-être en raison de la difficulté à suivre ces 

cellules rares dans un modèle murin, ou à les isoler in vitro. 

 

e)  Une niche orchestrant un positionnement stratégique des lymphocytes B 

 

Les cellules B du CG expriment des niveaux élevés du récepteur 2 de la sphingosine-1-

phosphate (S1PR2), un membre de la famille des récepteurs de la sphingosine-1-phosphate 

(S1P) 230. S1PR2 joue un rôle important dans le positionnement des lymphocytes B des CG, 

ainsi que dans leur l'homéostasie 230. Des expériences de migration in vitro ont montré qu'en 

présence de S1P, S1PR2 diminuaient la migration des cellules B des CG vers les 

chimioattracteurs 231. S1PR2 favorise le déplacement des lymphocytes B vers le centre du 

follicule et leur confinement dans le CG. P2RY8 est un récepteur couplé au Gα13 qui joue un 

rôle dans l'inhibition de la migration et la régulation de la croissance des cellules B dans les 

tissus lymphoïdes 232. P2RY8 favorise le regroupement des cellules B activées dans les 

follicules d'une manière dépendante des FDCs 233. Le S-geranylgeranyl-L-glutathione (GGG), 

est un ligand de P2RY8 qui est détectable dans les tissus lymphoïdes au niveau nanomolaire. 

Le GGG inhibe la migration médiée par les chimiokines des cellules B du centre germinatif et 

des TFH, et  antagonise l’activation de l'AKT phosphorylée dans les cellules B. D’autre part, 

l'enzyme gamma-glutamyltransférase-5 (GGT5), fortement exprimée par les FDCs, métabolise 

la GGG en une forme qui n'active pas le récepteur. La surexpression de GGT5 perturbe la 

capacité de P2RY8 à favoriser le confinement des cellules B dans les centres germinatifs, ce 

qui indique que GGT5 établit un gradient de GGG dans les tissus lymphoïdes 234. Un autre 

déterminant important dans le positionnement et l'organisation des CG est CXCL13. Sans 

CXCL13, les cellules B se rassemblent toujours en anneaux séparés autour des zones T, mais 

ne forment pas de clusters polarisés 235. Les cellules B de souris déficientes en CXCL13 ou en 

récepteur CXCR5 peuvent former des CG, mais plus petits que la normale et, dans la rate, les 

CG se forment dans la gaine lymphoïde périartériolaire plutôt que dans le follicule, ce qui 

suggère que la fonction de CXCR5 est importante pour la localisation des précurseurs des CG 

236. Cependant, dans les ganglions lymphatiques des souris déficientes en CXCR5, les CG sont 

toujours localisés dans les zones de cellules B, ce qui indique que des facteurs supplémentaires 

peuvent participer à la localisation correcte des cellules B précurseurs de CG dans les ganglions 
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lymphatiques. La ségrégation des zones claires et sombres est médiée par CXCL13 et CXCL12 

237. Au sein du CG, CXCL13 est détectable sur les FDCs de la zone claire, mais pas sur les 

cellules stromales de la zone sombre, et son récepteur CXCR5 est important pour la localisation 

des cellules B du CG dans la zone claire. CXCL13 et CXCR5 sont également importants pour 

la polarisation correcte des FDCs associées au CG vers la zone claire. Sans CXCL13, le réseau 

de FDCs du CG se forme toujours et exprime des marqueurs de maturation, mais il n'est pas 

positionné par rapport à la zone T comme dans un CG normal. Ce phénomène se produit même 

chez les souris dépourvues de CXCR5 uniquement dans les cellules hématopoïétiques, ce qui 

indique qu'il est probablement secondaire à un mauvais positionnement des lymphocytes. 

CXCL12 se lie à CXCR4, qui est exprimé plus fortement sur les centroblastes que sur les 

centrocytes et favorise le déplacement des centroblastes vers la zone sombre où CXCL12 est 

concentré dans le CG 237. Lorsque la fonction de CXCR4 est perturbée, soit par une déficience 

génétique dans les cellules B, soit par l'utilisation d'antagonistes chimiques, le réseau polarisé 

de FDC associés au CG se disperse, ce qui démontre que la signalisation continue de CXCR4 

sur les cellules B est nécessaire pour maintenir la polarisation des FDCS 238.  

 

f) Pourquoi ces interactions restent-elles si difficiles à étudier ? 

 

Tout d'abord, les lymphocytes B du CG doivent constamment être stimulés par des 

signaux anti-apoptotiques difficiles à imiter in vitro. Néanmoins, Nojima et al ont co-cultivé 

des cellules B murines naïves avec des cellules stromales conçues pour exprimer CD40L et 

sécréter du BAFF et de l'IL21 239. Ils ont ainsi obtenu une activation de type CG in vitro, suivie 

d’un engagement réversible en cellules B mémoire de manière dépendante à l'IL21. Puwarda 

et al, ont essayé de récapituler un modèle de follicule secondaire (Figure 18) en co-cultivant 

des cellules stromales avec des cellules B activées, associé à du BAFF et de l’IL4 dans un 

hydrogel 240,241. Cet hydrogel pouvait contenir diverses séquences RGD, imitant les interactions 

avec de la matrice extra cellulaire. De plus, des nanoparticules de silicate permettaient de 

moduler la rigidité de la structure. Dans ce modèle l’engagement des cellules B naïves vers un 

phénotype activé avec une signature CG était 100 fois plus élevé et rapide que dans une co-

culture 2D classique. D’autre part, cet effet a été combiné à une commutation isotypique 

efficace.  
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Figure 18 : Organoïde folliculaire de cellules B fabriqué ex vivo.  Schéma des l'interactions in vivo entre les 

cellules B naïves matures avec les cellules T auxiliaires folliculaires (TFH) et les FDCs dans le follicule du tissu 

lymphoïde. Les FDCs produisent BAFF qui favorise l'activation des cellules B naïves et leur conversion en 

phénotype de centre germinatif 240. 

 

Deuxièmement, il est maintenant bien établi que les cellules stromales acquièrent des 

propriétés différentes selon leur conformation, leur morphologie ainsi que leur organisation 

spatiale124, et que, dans les cultures 2D, les FRCs et les FDCs perdent rapidement leur 

phénotype. C'est pourquoi Cukierman et al ont comparé la composition et la fonction des 

cellules stromales cultivées dans une matrice 3D dérivée de tissu et dans une culture cellulaire 

classique. Il a été clairement mis en évidence que le modèle de matrice 3D différait par son 

contenu en intégrines alpha5beta1 et alphavbeta3, en paxilline, en d'autres composants du 

cytosquelette avec d’autre part une activation de la  kinase d'adhésion focale (FAK) dans les 

cellules stromales par rapport à la culture cellulaire 2D 242.(Figure 19 et 20) 

Figure 19 : Les adhésions in vivo sur une matrice 3D diffèrent des adhésions focales ou fibrillaires sur des substrats 

2D. (A à E) Images confocales d'une coloration par immunofluorescence indirecte d'un fibroblaste de souris in 

vitro sur lamelle 2D recouverte de fibronectine ; (F à J) sections transversales de mésenchyme d'un embryon de 

souris E13.5. L'intégrine α5 [(A) et (F), vert] et la paxilline [(B) et (G), rouge] sont colocalisées avec une 

organisation fibrillaire dans le tissu mésenchymateux [(H), mais pas sur un substrat 2D in vitro (C). La fibronectine 
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[(D) et (I), bleu] se localise dans les structures fibrillaires in vivo. Notez que les adhésions focales (pointes de 

flèche remplies) et les adhésions fibrillaires (pointes de flèche ouvertes) montrent une localisation différentielle 

des marqueurs α5 intégrine et paxilline uniquement sur des substrats plats traditionnels en 2D in vitro. Les 

adhésions matricielles 3D (flèches) identifiées par la triple localisation sont présentes dans des environnements 

3D in vivo. Barre d'échelle, 5 μm242. 

 

Figure 20 : Les adhésions aux matrices 3D contiennent de la paxilline phosphorylée sur la tyrosine (pY31), mais 

pas de FAK phosphorylé sur la tyrosine (pY397). (A) Les fibroblastes ont été cultivés pendant une nuit dans des 

matrices 3D dérivées de cellules (a à d) ou sur des lamelles recouvertes de fibronectine (e à h). L'intégrine α5 (vert) 

et les molécules suivantes (rouge) : paxilline (a et e), phospho-paxilline31 (b et f), FAK (c et g) ou phospho-

FAK397 (d et h) sont présentées dans ces résultats. Notez que même si la protéine FAK se colocalise avec 

l'α5intégrine de manière similaire à la paxilline et à la phospho-paxilline31 dans les matrices 3D, ce n'est pas le 

cas de la phospho-FAK397, sauf dans de petits sites focaux. En revanche, les molécules présentent une 

colocalisation minimale sur les surfaces recouvertes de fibronectine. (B) Images confocales d'une coloration par 

immunofluorescence indirecte d'une coupe de mésenchyme d'un embryon de souris E13.5. Les échantillons ont 

été colorés pour FAK (a, bleu), phospho-FAK397 (b, rouge), α5 intégrine (c, vert). Notez que la protéine FAK se 

colocalise avec l'intégrine α5, mais que le phospho-FAK397 apparaît dans un motif ponctuel se colocalisant mal 

avec l'intégrine α5, comme dans la matrice 3D dérivée des cellules [comparer (A) d à (B) d]. Les encarts sont des 

vues agrandies des zones encadrées. Barres d'échelle, 5 μm242 

 



Introduction        Implication des cellules stromales dans la maturation et l’activation des 
lymphocytes B 

 - 59 - 

Troisièmement, les cellules stromales partagent des marqueurs dont certains sont 

exprimés par les cellules hématopoïétiques. Les quelques marqueurs spécifiques des cellules 

stromales ne suffisent pas toujours à isoler la minuscule portion de cellules stromales d'un tissu 

contenant une majorité de cellules hématopoïétiques. Par conséquent, ces cellules restent 

difficiles à isoler pour des études in vitro. Pour outrepasser ces obstacles, une équipe a mis au 

point un modèle murin en utilisant le promoteur de Ccl19 pour diriger l'expression de la 

recombinase CRE dans les cellules stromales lymphoïdes avec une construction de 

chromosome artificiel bactérien (BAC). Pour évaluer l’évolution des LSC dans ce modèle, ils 

ont croisé ces lignées transgéniques avec des souris rapporteur de la protéine fluorescente jaune 

renforcée par Rosa26 (EYFP) 120. En revanche dans ce modèle, toutes les cellules stromales 

lymphoïdes sont visualisées, sans distinction. D’autre part, le modèle murin dont la Cre cible 

le promoteur de CD21 cible également le compartiment B 243. Une irradiation, suivie d’une 

reconstitution du compartiment hématopoïétique est donc nécessaire afin d’exclure le ciblage 

sur les lymphocytes B244.  Le modèle CXCL13-Cre a permis de démontrer que la solubilisation 

de CXCL13 par la cathepsin est un élément clef pour l’organisation du centre germinatif 116. 

Les souris ColVI-Cre ciblent spécifiquement les MRCs et les FDCs, et non les FRCs dans les 

plaques de Peyer ; mais pas dans les ganglions périphériques 245. Un autre modèle présente une 

disparition du compartiment FRC par croisement du modèle murin précédent avec une souris 

transgénique contenant le récepteur de la toxine Rosa26-diphteria. Cela a conduit à une délétion 

efficace du compartiment FRC après l'administration de la toxine diphtérique aux souris 246. 

Ces modèles ont mis en évidence la capacité des FRCs à maintenir la survie des cellules B et 

l'organisation des follicules, et ont caractérisé l'organisation fonctionnelle des FRCs selon la 

"topologie du petit monde", un réseau parfaitement organisé en trois dimensions. De plus, par 

l'imagerie in vivo, ils ont pu étudier la migration des leucocytes. Récemment, Marc Bajénoff et 

son équipe ont développé des modèles de type Ubow (Figure 21) permettant d’identifier 

l’origine d’un type cellulaire in situ en suivant les cellules filles qui toutes harborent la même 

couleur que la cellule mère qui a proliféré. Ainsi, son groupe a démontré que lors du 

développement des ganglions lymphatiques et d'une réponse immunitaire, les FDCs 

proviennent chez la souris, de la différenciation des progéniteurs MRCs 247 . 

Un système organotypique fonctionnel d’amygdale a récemment été mis en culture afin 

de  récapituler les principales caractéristiques des centres germinatifs in vitro, notamment la 

production d'anticorps spécifiques d'antigènes, les hypermutations somatiques et la maturation 

par affinité, la différenciation des plasmablastes et la recombinaison par commutation de classe 

pour les tests de différents vaccins dans un système humanisé 248. 
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Figure 21 : Principe des stratégies Brainbow. (A) Dans Brainbow-1.0, des paires de variants lox incompatibles 

(LoxP et loxN) sont imbriquées, créant deux possibilités d'excision mutuellement exclusives, médiées par la Cre-

recombinase. Chacune de ces excisions déclenche l'expression de CFP ou de YFP. (B) Dans Brainbow-2.1, les 

sites loxP sont positionnés dans des orientations opposées, définissant deux cassettes inversables dans lesquelles 

deux gènes codant pour des protéines fluorescentes [(n)GFP/nYFP nucléaire et RFP/CFP] sont placées tête-bêche. 

Cette construction peut être excisée et inversée tant que la Cre est active. Lorsqu'elle se stabilise, le gène codant 

pour la protéine fluorescente se terminant dans une orientation sens est exprimé. Notez que si une cellule exprime 

de manière constitutive la Cre chez les souris Brainbow-2.1, elle continuera à changer de couleur pendant toute sa 

durée de vie. Au contraire, une cellule individuelle exprimant la Cre acquerra une seule couleur pendant toute sa 

durée de vie chez les souris Brainbow-1.0. Comme chaque copie de Brainbow se comporte indépendamment des 

autres, la présence de copies multiples donne lieu à des combinaisons de couleurs supplémentaires (ici, deux copies 

de Brainbow-1.0 donnant lieu à six résultats possibles)247. 
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C. Le lymphome folliculaire, une pathologie dont l’hétérogénéité 

est médiée à divers niveaux par ses interactions avec le 

microenvironnement 
 

Le lymphome folliculaire (FL) est le lymphome indolent le plus fréquent, il se définit 

dans la quatrième édition de la WHO (Classification of tumors of hematopoïetic and lymphoïd 

tissues) comme une néoplasie des lymphocytes B du centre germinatif avec au minimum un 

pattern histologique folliculaire focal 249. 

 

1. Généralités et épidémiologie 

Cette pathologie affecte en premier lieu les adultes avec une médiane d’âge de 55 ans et 

un sexe ratio estimé à 1,2.  La survie globale et la survie nette 5 ans après le diagnostic sont 

relativement proches (respectivement de 79 % et 87 %), signifiant que les personnes atteintes 

de lymphome folliculaire décèdent plus fréquemment de leur maladie dans les 5 ans suivant 

leur diagnostic (réseau FRANCIM FRAnce Cancer Incidence et Mortalité) 250. 

a) Une entité clinique hétérogène 

 

La plupart des patients présentent une atteinte ganglionnaire disséminée atteignant les 

ganglions périphériques, les ganglions médiastinaux, les ganglions rétropéritonéaux et la 

moelle osseuse, qui est envahie dans 60% des cas et constitue un facteur prédictif péjoratif 

indépendant de rechute 249,251. Certains jeunes adultes sont touchés à l’âge de 20 ans, avec une 

atteinte prédominante au niveau de la tête et de la sphère ORL249. Cette entité est en réalité 

multiple, se divisant en différents sous-types histologiques, définis pour certains d’entre eux 

par l’OMS comme des variants, essentiellement reliés à leur localisation primaire. 

Actuellement; l‘OMS reconnait 5 variants dans cette pathologie: le lymphome folliculaire de 

type duodénal, le lymphome folliculaire extra ganglionnaire (majoritairement cutané), le 

lymphome folliculaire diffus à délétion 1p36 (majoritairement inguinal) et le lymphome 

folliculaire avec mutations de NOTCH 1 et NOTCH 2.  

 

b) Facteurs de risques 

 

Peu de facteurs de risque sont décrits actuellement et il existe beaucoup d’études 

contradictoires à ce propos : pour Troy et al, le tabac aurait un rôle protecteur 252, pour Talamini 
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et al et Morton et al, son rôle serait délétère 253,254. Un indice de masse corporelle élevé pourrait 

constituer un facteur de risque selon Skibola et al 255. L'exposition aux herbicides utilisés sur 

les cultures (notamment le glyphosate), ainsi que la proximité résidentielle des installations 

industrielles ont été reliées à un risque plus élevé de ce cancer 256. Notons que le glyphosate est 

commercialisé depuis 1974 par Monsanto et est principalement utilisé pour détruire les 

adventices. La SNCF est le premier consommateur français de glyphosate. L'utilisation de 

glyphosate reste autorisée pour les agriculteurs, au moins jusqu'en 2022 (comme dans le reste 

de l'Union européenne). Par ailleurs, l'exposition aux herbicides a été reliée au développement 

de la translocation (14-18) 257,258 : en effet, sur une période de 9 ans, on a constaté que la 

fréquence de cette translocation était augmentée de 253 % dans un groupe exposé aux 

pesticides, contre 87 % dans un groupe témoin.258 

 

c) Aspects pronostiques et thérapeutiques 

 

Pour 30% des patients la stratégie du « watch and wait » sera la ligne de conduite adoptée. 

Une stratégie thérapeutique peut cependant être décidée et associera un anticorps monoclonal 

anti-CD20 (comme le Rituximab) à une chimiothérapie (CHOP ou Bendamustine). Le LF 

présente une évolution clinique hétérogène et il existe des groupes de patients à haut risque de 

transformation en lymphome agressif, ou de rechute après une première ligne de traitement.  

Lorsqu’elle survient, avec ou sans traitement, la progression de la maladie se produit 

généralement dans un intervalle médian de 31 mois. En effet, une vaste analyse prospective 

regroupant des essais randomisés de chimiothérapie, d'immunothérapie et de chimio-

immunothérapie démontre que la CR30 259 (étude du taux de réponse complète à 30 mois) est 

un critère de substitution de la survie sans progression (en général faisant l’objet d’une 

surveillance sur 7 ans) dans les essais de traitement de première ligne du LF. L'utilisation de ce 

critère peut permettre d’anticiper la décision thérapeutique pour cette population de patients des 

années avant que les résultats de la PFS n’arrivent à maturité. Environ 20% des patients 

connaissent une progression rapide de la maladie après le traitement de première ligne. La 

progression de la maladie dans les 24 mois suivant le premier traitement (POD24) a été 

identifiée comme un prédicteur robuste de la réduction de la survie globale (OS) 260 261. Par 

ailleurs, la transformation histologique constitue un événement important dans l'histoire 

naturelle du FL expliquant environ 40% des échecs au cours de la première année suivant 

l'initiation du traitement 262. La transformation histologique s'accompagne toujours d'une 

réduction de la survie et reste un défi thérapeutique majeur.  
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Les scores m7-FLIPI et 23-gènes, qui intègrent des paramètres biologiques définies par 

l’expression ou les mutations d’un panel de gènes ont une valeur pronostique démontrée mais 

restent largement dépendants des décisions thérapeutiques 263–266. Le modèle pronostique 

appelé m7-FLIPI intègre le statut mutationnel de sept gènes (Enhancer of Zeste Homolog 2 

(EZH2), AT-Rich Interaction Domain 1A (ARID1A), Myocyte-specific Enhancer-binding 

Factor 2 (MEF2B), E1A binding protein p300 (EP300), Forkhead Box O1 (FOXO1), CREB 

Binding Protein (CREBBP) et Caspase Recruitment Domain Family Member 11 (CARD11)) 

avec des paramètres de risque clinique (tels que le FLIPI) 264. Cette approche prometteuse 

permettrait d'identifier les patients présentant un risque accru d'échec à l'immunochimiothérapie 

de première ligne. Il est intéressant de noter que plusieurs de ces gènes sont impliqués dans la 

régulation épigénétique et pourraient avoir un impact théranostique potentiel également. De 

même, un panel de quatre gènes mutés NOTCH2, Deltex E3 Ubiquitin Ligase 1 (DTX1), 

Ubiquitin Conjugating Enzyme E2 A (UBE2A) et Histone cluster 1, H1e (HIST1H1E) fortement 

liés à un risque plus élevé de transformation en DLBCL a récemment été décrit, offrant un outil 

moléculaire utile pour l'identification des patients dont le délai de transformation est plus court 

267 . Une large étude a récemment proposé le taux de NK circulants comme un nouveau 

marqueur prédictif de la réponse à l’immunochimiothérapie dans le FL 268. Malgré leur intérêt 

clinique apparent, ces modèles ne sont toujours pas utilisés dans la routine quotidienne. 

Une étude nationale LymphoCare, a montré que la PFS diminuait avec l'augmentation du 

nombre de lignes de traitement : 6,6, 1,5, 0,83, 0,69 et 0,68 ans après la première, la deuxième, 

la troisième, la quatrième et la cinquième ligne de traitement, respectivement 269. Pour les 

patients recevant une troisième ligne de traitement ou plus, plusieurs nouvelles options sont 

disponibles, telles que les inhibiteurs de la phosphoinositide 3-kinase (PI3K) et, récemment, les 

inhibiteurs de EZH2, tels que le tazemetostat. Parmi les différents agents en développement, il 

convient de mentionner les CAR-T cells, qui ont obtenu des résultats prometteurs 270 271. 
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2. Toutes les routes mènent à l’hétérogénéité tumorale dans le lymphome 

folliculaire 
 

a) Lymphomagénèse 

 

1. Initiation de la lymphomagénèse 

 

Dans le LF, le premier événement oncogénique se produit dans la cellule pré-B de la MO 

avec l'acquisition de la translocation t(14 ;18) conduisant à l'expression constitutive de la 

protéine anti-apoptotique BCL-2. Au cours de la transition des cellules pro/pré-B, la 

translocation place le proto-oncogène BCL2 sous le contrôle des activateurs de transcription 

d’IgH sur l'allèle IgH non exprimé lors de la recombinaison des segments V-D-J.  Lors d'une 

stimulation antigénique, les cellules B naïves t(14;18)+ sont activées de la même manière que 

les cellules B naïves normales et possèdent un avantage sélectif lors de leur passage dans le 

CG, ce qui leur permet de survivre même sans forte affinité pour l’antigène et de circuler à 

nouveau sous forme de cellules B mémoires atypiques. La t(14 ;18), si elle s’avère nécessaire 

à la lymphomagénèse du LF dans 90% des cas, n’est cependant pas suffisante pour générer ce 

lymphome. Des cellules B mémoires t(14 ;18)+ sont en effet fréquemment observées chez des 

individus sains, avec une incidence croissante avec l'âge. Cependant, la majorité de ces 

individus ne développeront pas la maladie 272. Ces cellules sont de ce fait des candidats 

potentiels très probables pour devenir des Clones Précurseurs Communs (CPCs) 273. En effet, 

les cellules B mémoire, ont une longue durée de vie et peuvent persister pendant des décennies, 

elles ont un potentiel d'auto-renouvellement 274, et partagent des similarités transcriptomiques 

avec les cellules souches hématopoïétiques 275. Elles ont une capacité intrinsèque à se 

disséminer dans tout le corps et à adopter un état quiescent dans la moelle osseuse 27226. Lors 

d’une nouvelle stimulation antigénique, la plasticité des cellules B mémoires leur permet de 

subir une différenciation plasmocytaire terminale ou plus rarement, de subir de nouvelles HMS 

en repassant par le CG 276. Elles accumuleraient ainsi un premier set de mutations, comme des 

gènes MML2, CREBBP, EZH2 pour devenir des CPCs 277,278. En considérant que ces cellules 

soient à l’origine d’un clone tumoral, ce phénomène pourrait expliquer l'évolution très indolente 

de la maladie: ainsi, les cellules B mémoires transloquées (14;18) pourraient persister 

longtemps en tant que précurseurs de cellules tumorales, avant d'entrer dans le CG avec un 

avantage de survie conduisant à une exposition répétée aux HMS 279, favorisant l'accumulation 

de mutations off target 280. A noter que l’existence de CPCs est attestée dans des cas où la greffe 
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de CSHs entre frères a abouti au développement d’un LF issu du même clone chez le donneur 

et le receveur de façon synchronisée plusieurs années après la greffe 281,282. 

De façon intéressante, une large fraction des B mémoires t(14;18)+ expriment une IgM 

de surface alors que l’allèle transloqué porte des stigmates de CSR 283, confirmant que ces 

cellules possèdent des caractéristiques de type pré-FL. En effet, la présence de CSR sur l'allèle 

non fonctionnel, et non sur l'allèle productif, est atypique parmi les cellules B mémoires 

circulantes normales. Ce "paradoxe allélique" est une caractéristique du LF. Dans le LF, la CRS 

se produit aussi fréquemment sur les deux allèles, mais à une fréquence inhabituellement élevée 

sur l'allèle productif, épargnant spécifiquement la région Cμ de la délétion et permettant 

l'expression de IgM/D 283. Par conséquent, bien que la CSR se produise sur les deux allèles dans 

>80% des cas, la plupart des cas de LF expriment toujours une IgM et seule une minorité 

exprime un IgG, un IgA, ou aucun Ig 283. Ce paradoxe allélique indique la présence d'une 

pression sélective en faveur de l'expression de l’IgM sur une population de cellules B.  

L'évolution de la cellule transloquée en LF implique de plus un blocage de maturation lié à une 

perturbation de la fonction normale d'un ou plusieurs régulateurs épigénétiques, codées par les 

gènes Lysine Methyltransferase 2D (KMT2D/MLL2), EZH2, CREBBP,  p300/EP300 ou 

Histone cluster 1 H1 (HIST1H1) dans plus de 95 % des cas. Ces cellules acquièrent ainsi dans 

les CG des dizaines d'aberrations génétiques supplémentaires qui influencent des voies clés 

contrôlant leur développement physiopathologique Au cours du processus d’HMS, les 

mutations ont tendance à se concentrer dans les régions déterminant la complémentarité 

(CDR)284. Des motifs de séquence d'acides aminés consistant en Asn-X-Ser/Thr peuvent 

apparaître, où X peut représenter n'importe quel acide aminé sauf la proline. Ces motifs sont 

des indices pour l'ajout dans le réticulum endoplasmique (RE) d'une chaîne oligosaccharidique 

(Mannose) qui se liera au résidu Asparagine, un processus connu sous le nom de N-

glycosylation. Le résultat est l'expression d'un glycane mannosylé inhabituel dans le site de 

liaison à l'antigène de presque tous les cas de LF.  

Comme chaque cas de LF possède un récepteur distinct et que l'antigène original 

(étranger) a probablement disparu, un autre ligand, pouvant résider dans les tissus, pourrait être 

réactif. Comme pour les cellules B normales, l'immunoglobuline pourrait se lier à certains auto-

antigènes 285,286. La vimentine a été identifiée comme un potentiel auto-antigène et serait un 

facteur prédictif de transformation dans le lymphome folliculaire 287,288. Cependant, le spectre 

de l'autoréactivité semble variable et est moins fréquent que pour les autres tumeurs des cellules 

B. 
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Figure 22 : Visualisation de la structure clonale des LF évolués et transformés, déduite des études de séquençage. 

On voit l'expansion des clones préexistants et résistants aux traitements entre le diagnostic et la progression, ce 

qui contraste avec l'expansion clonale du lymphome folliculaire. L’émergence tumorale proviendrait d'une cellule 

progénitrice commune (CPC) portant des événements génétiques clés 289. 
 

2. Un profil moléculaire tumoral complexe s’inscrivant dans un contexte 

d’hétérogénéité cinétique et spatiale 

 

Dans cette partie, nous rapporterons les principales mutations retrouvées dans les clones 

et les sous-clones du LF. En effet, certaines mutations apparaissent au cours de l’évolution de 

la maladie, de façon métachrone,  sous l’effet de l’ activité continue de l’enzyme AID, mais 

peuvent également être présentes dans une autre niche synchrone à celle de la tumeur d’origine, 

définissant ainsi des sous-clones.  

Les mutations faux-sens inactivatrices du domaine de l'histone acétyltransférase 

CREBBP sont présentes dans 50 à 75 % des cas. Elles entrainent une baisse de l’expression des 

molécules du CMH de classe II dans les LF 290. Ces mutations sont retrouvées dès le début de 

la pathogenèse 277,291. KMT2D/MLL2 code pour une histone méthyltransférase mutée dans 89% 

des cas de LF292 . La perte d’expression de MLL2 entraîne une diminution des niveaux globaux 

de méthylation de H3K4 et une régulation négative d'ensembles de gènes clés impliqués dans 

la différenciation des cellules B, avec une recombinaison défectueuse du commutateur de classe 

et un blocage strict des cellules dans un isotype IgM 293. Sur la base de l’hétérogénéité de 

l'expression tumorale du CD20, une étude a montré une représentation inégale des mutations 

de MLL2 entre les sous-populations tumorales au sein d’un même patient. De plus, ces 

mutations de MLL2 seraient apparues tardivement suggérant que la mutation de MLL2 serait un 
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événement secondaire dans la lymphomagenèse. Ceci contraste avec d'autres études qui ont 

observé des mutations MML2 au moment du diagnostic et de la rechute 277,294. EZH2 est une 

méthyltransférase qui est affectée par un gain de fonction somatique dans 30 % des cas ce qui 

entraîne une répression de la signature de différenciation des plasmocytes 295. En conséquence, 

les lymphocytes B du CG ne sont plus capables de réintégrer la zone sombre mais peuvent 

proliférer en tant que centrocytes. Le gain de fonction de EZH2 peut apparaître dans la tumeur 

transformée comme un sous-clone dominant 294, ou être présent dans la tumeur initiale et son 

expression est généralement conservée à travers le temps et les différentes niches 277,294.  Dans 

une étude récente, deux mutations EZH2 différentes ont été trouvées dans le ganglion 

lymphatique inguinal de LF et dans l'échantillon de LF duodénal transformé d'un patient 296 . 

Les mutations d'EZH2 ont été associées à une durée de vie plus longue chez les patients traités 

par CHOP/CVP, mais pas chez les patients traités par Bendamustine 264. Le gène TNF Receptor 

Superfamily Member 14 (TNFRSF14) code pour un ligand du récepteur inhibiteur B- and T- 

Lymphocyte Attenuator (BTLA). TNFRSF14 est inactivé par des mutations et/ou des délétions 

chez la moitié des patients atteints de LF. Cette perte de fonction empêche l'interaction entre 

HVEM et BTLA qui fournit normalement des signaux inhibiteurs à la signalisation du BCR. 

Pour certaines études, la mutation de TNSFR14 est un événement tertiaire 291,294, présent dans 

les sous-clones, et non présent lors de la rechute, mais il est également considéré par d'autres 

comme un événement clonal 277. Les mutations activatrices de Ras-related GTP binding C 

(RRAGC) se produisent chez 17 % des patients. La mutation de RRAGC entraine une activation 

des lymphocytes B, mais de manière autonome, en réduisant la dépendance vis-à-vis des TFHs 

297.  

La cathepsine S (codée par CTSS), qui est d’expression aberrante  chez environ 20 % des 

patients atteints de LF par mutation ponctuelle activatrice ou par amplification 298, est 

nécessaire à la liaison du CMH aux peptides antigéniques 299 et entraîne une régulation positive 

des gènes du CMH de classe II et une infiltration plus importante des cellules T CD4+ 298,300. 

Les gènes B2M et CD58, impliqués dans l'évasion immunitaire et nécessaires à la 

reconnaissance des cellules T cytotoxiques CD8+ et à la réponse des cellules NK 301, peuvent 

être retrouvés dans certains sous-clones 298. L'interruption de la voie S1PR2/Ga13 par des 

mutations inactivatrices chez 10 % des patients conduit à la dissémination du LF et a été 

détectée chez un seul patient lors de la rechute et de la transformation par Araf et al. La perte 

d’expression de S1PR2 est associée à la persistance des cellules B dans le CG, à une apoptose 

altérée et à des hypermutations somatiques continues, conduisant à une augmentation de 

l'hétérogénéité génétique des cellules B tumorales 233,302. Une proportion plus faible de patients 
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atteints de LF est également porteuse de mutations de STAT6 (8 à 12 %). L'activation 

constitutive de ce gène empêche l'apoptose, en faveur de la survie et de la prolifération des 

cellules tumorales. Les mutations de STAT6 amplifient la cascade de signalisation JAK-STAT 

induite par l’IL-4 303. La mutation de STAT6 est trouvée à un stade précoce de la maladie 291,294. 

 

3. Une plasticité cellulaire tumorale transcriptionnelle 

 

La plasticité des cellules B tumorales dans le LF a été largement étudiée, soit pour 

identifier des CPCs, soit pour relier un état de différenciation à un profil transcriptionnel ou 

mutationnel et comprendre l'évolution clonale dynamique des cellules tumorales (Figure 22). 

Ainsi, Carlotti et al ont étudié les HMS dans les IgH-VH en utilisant une technologie à haut 

débit sur de l'ADN extrait de 4 sous-populations triées en cytométrie de flux, correspondant à 

4 stades de maturation différents des cellules B, sur des biopsies séquentielles 281. 

L’hétérogénéité clonale s'est avérée beaucoup plus importante que prévu, elle est cependant 

restée stable lorsque des cas de rechute ou de transformation de LF ont été analysés. Ainsi, le 

stade de maturation B ne correspondait pas à des populations sous-clonales spécifiques. D’autre 

part, aucune des sous-populations triées n'a conduit à l'identification d'un clone avec un profil 

d’HMS compatible avec celui d’un CPC potentiel 304. De la même manière, Milpied et al, ont 

montré que les cellules d'un sous-clone donné pouvaient se trouver dans différents états de 

maturation cellulaire 305. Ils n'ont trouvé aucun lien entre le profil d’HMS de la chaîne 

d’immunoglobuline et l’état transcriptionnel de la cellule de LF, ce qui suggère que d'autres 

acteurs impactent la diversité phénotypique de la cellule tumorale. Cela contraste avec Andor 

et al qui ont détecté des fréquences alléliques de gènes mutés variant entre les sous-clones 

définis par leur expression transcriptionnelle, suggérant que l'hétérogénéité transcriptionnelle 

dans les cellules B de LF est, en partie, attribuable à l’hétérogénité sous-clonale 306. De plus, 

Attaf et al ont démontré que les cellules B de LF pourraient évoluer entre des états transitoires 

correspondant à des cellules B du CG proliférantes exprimant la Regulator of G-protein 

signaling 13 (RGS13), ou des cellules B quiescentes de type mémoire surexprimant CXCR4 et 

CCR7. Cette plasticité des cellules tumorales soulève des questions sur leur localisation et leur 

microenvironnement relatif dans les zones intra et inter folliculaires respectivement 307.  De la 

même manière, une approche centrée sur l’étude des éléments régulateurs de l’expression des 

gènes a révélé deux sous-types distincts de LF de bas grade 308. La population de sous-type 1 

se rapporterait au profil des centrocytes, tandis que la population de sous-type 2 serait plus 
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proche des B activés, reproduisant un modèle proche de celui de la classification de Hans des 

lymphomes B diffus grandes cellules (DLBCL). Cela pose des questions sur ces modes 

d'évolution divergents. Le sous-type 1 maintiendrait les voies de survie en aval de la 

signalisation tonique du BCR. En revanche, le sous-type 2 régirait les gènes qui répondent à la 

signalisation chronique du BCR. Bien que le lien n’est pas été réalisé, il est intéressant de noter 

que ces voies d'activation pourraient être liées aux profils mutationnels, car les cellules B de 

LF porteuses des mutations des gènes CD79B et Caspase Recruitment Domain Family Member 

11 (CARD11) présentent une signalisation BCR de type chronique entraînant une activation 

constitutive de la voie NF-κB. Des mutations de CD79B et Phosphatase and TENsin homolog 

(PTEN) ont été trouvées dans des sous-clones de LF chez des patients par Araf et al 294, 

contrastant avec Okosun et al qui considèrent les mutations de CARD11 et CD79B comme des 

événements clonaux. La signalisation active chronique du BCR se distingue de la signalisation 

tonique de ce dernier par sa dépendance au complexe CBM (CARD11-BCL10-. MALT1) et 

par le regroupement des BCRs à la membrane. La signalisation tonique est transmise par Syk, 

qui semble activer la voie phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/AKT/mTOR 309. L'inhibition 

du signal tonique BCR entraîne une activation accrue du gène Forkhead Box O1 (FOXO1) qui 

peut être muté avec un gain de fonction dans le LF, avec une expression accrue de ses gènes 

cibles, y compris l'inhibiteur du cycle cellulaire p27 309. D’autre part, ces profils d'activation 

chronique et tonique du BCR pourraient être liés à une capacité d’interaction avec un 

microenvironnement stromal spécifique, par exemple, il existe une expression accrue du gène 

CCR7 dans le sous-type 2. 

Cette plasticité transcriptionnelle ne peut donc être exclusivement expliquée par les 

altérations génétiques survenant dans les lymphocytes B tumoraux . 

 

4. Une hétérogénéité cytologique qui constitue le premier degré de l’hétérogénéité 

tissulaire: 

 

Nous avons vu précédemment que certaines mutations pouvaient définir les sous-clones 

tumoraux, sur les plans cinétique et spatial, constituant un degré d’hétérogénéité tumoral 

participant à la lymphomagénèse du LF et que l’hétérogénéité transcriptionnelle constituait un 

degrés d’hétérogénéité supplémentaire. Nous allons constater dans cette partie que les cellules 

tumorales sont morphologiquement et phénotypiquement hétérogènes également.  

Les follicules tumoraux se caractérisent par la présence de cellules tumorales de 

phénotype CD20+, BCL2+, CD10+, BCL6+ 249. Ces cellules prolifèrent peu et sont 
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morphologiquement très hétérogènes au sein du follicule, adoptant une petite taille cellulaire 

avec un cytoplasme peu abondant et un noyau clivé, ou une grande taille cellulaire avec un 

cytoplasme abondant, un noyau pléiomorphe et un ou plusieurs nucléoles bien visibles. La taille 

des cellules est hétérogène dans les cellules tumorales. Ces cellules tumorales sont, de par leur 

morphologie, appelées centrocytes  pour les cellules de petite taille ou centroblastes pour les 

celules de grande taille 249. La proportion de grandes cellules tumorales au sein des follicules a 

une valeur pronostique et conduit à la classification du LF  en plusieurs grades. Un système de 

classification basé sur le compte du nombre absolu de centroblastes dans 10 follicules 

néoplasiques par champ à fort grossissement est utilisé pour caractériser le grade histologique. 

Les grades 1-2 (0 à 15 centroblastes par champs à fort grossissement) sont majoritaires (80%). 

Les LF de grade 3 se définissent comme ayant plus de 15 centroblastes par champs à fort 

grossissement et sont ensuite subdivisés en LF 3A (centrocytes encore présents) et LF 3B 

(composés exclusivement de centroblastes), les LFs de grade 3B étant habituellement 

considérés comme un lymphome agressif similaire au DLBCL310. Cependant, on peut affirmer 

que les grandes cellules ont une localisation intrafolliculaire préférentielle et que les petites 

cellules semblent transiter plus facilement entre la zone interfolliculaire249, la circulation 

sanguine311 et la moelle osseuse312.  La plupart des patients atteints de LF présentent un petit 

nombre de cellules B tumorales circulantes. Les cellules tumorales circulantes sont petites, 

clivées de manière irrégulière et présentent une morphologie résiduelle de centrocytes 313. Les 

cellules tumorales interfolliculaires des ganglions lymphatiques et les cellules tumorales de la 

moelle osseuse ont en commun une petite taille cellulaire et fréquemment une perte ou une 

diminution de l'expression du CD10 313,314. Cependant, aucune étude n'a comparé le profil 

mutationnel et transcriptomique des cellules tumorales circulantes et des cellules tumorales 

situées dans la moelle osseuse. Dans le cas du LF, il est établi que les cellules tumorales peuvent 

présenter une maturation post-GC en cellules B mémoires et en plasmocytes. En effet, même 

si le phénotype plasmocytaire tumoral est très rare, une restriction de la chaîne légère dans les 

plasmocytes néoplasiques peut être observée dans les zones intra et interfolliculaires, et cet état 

de différenciation est associé à une lymphocytose absolue dans le sang périphérique 315. En plus 

de ces différents états cellulaires, une étude suggère que les cellules de la zone du manteau 

IgD+ peuvent être porteuses d'une t(14;18) 316  et donc faire partie du clone tumoral, ce qui 

souligne une énorme plasticité de ces dernières, tout au moins sur les plans morphologiques et 

phénotypiques. 

L'hétérogénéité génétique, transcriptionnelle, phénotypique et morphologique des 

cellules B tumorales pourrait dépendre de deux mécanismes non mutuellement exclusifs: des 
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altérations génétiques intrinsèques à la cellule, ou la modification de facteurs extrinsèques 

fournis par le microenvironnement. Nous allons ainsi présenter dans une deuxième partie les 

acteurs du  microenvironnement dans le LF. 

 

b) Hétérogénéité du microenvironnement de soutien du LF 

 

Le LF dépend d’un microenvironnement complexe co-évoluant avec les cellules B 

tumorales, qui favorise la création d’une niche de soutien à la tumeur 317. En accord avec cette 

idée, la majorité des études portant sur les biomarqueurs dans le LF ont montré que les critères 

prédictifs étaient majoritairement liés à la composition et l'organisation du microenvironnement 

tumoral (TME) plutôt qu’à son profil génétique. Cette notion amène incontestablement à l’idée 

que cette entité est avant tout déterminée par la nature du microenvironnement local, lui-même 

hétérogène d’une niche tumorale à l’autre. La niche tumorale du LF dans le ganglion conserve 

une architecture folliculaire, les follicules envahis contiennent, semblablement aux follicules 

physiologiques, des FDCs et des TFHs associés à des cellules B tumorales, et la zone 

extrafolliculaire environnante présente un réseau dense de cellules réticulaires fibroblastiques 

(FRCs) et de LT CD8. Cependant, les acteurs de ces niches tumorales présentent des 

caractéristiques phénotypiques, transcriptomiques et fonctionnelles spécifiques, mettant en 

évidence des interactions dynamiques avec les cellules B tumorales, interagissant également 

eux même entre eux. De façon intéressante, l'infiltration de la MO au moment du diagnostic est 

caractérisée par une différenciation ectopique de cellules stromales de type FDCs et FRCs 

surexprimant CXCL12 et la Secreted Protein Acidic And Cysteine Rich (SPARC) 318 impliquée 

dans le dépôt et l'organisation du collagène, et exprimant de façon ectopique CXCL13 et 

CCL19/21 79. Il existe également un enrichissement local en LT CD4 319. La présence de ces 

acteurs suggère une dépendance des cellules B tumorales à un TME proche de celui des 

ganglions.  

5. Le microenvironnement lymphocytaire T 

 

Les cellules T interagissent avec les cellules tumorales en favorisant des réponses 

antitumorales ou, au contraire, en fournissant des signaux pro-tumoraux de soutien. Les cellules 

cytotoxiques CD8+, avec les cellules NK et les cellules Tγ/δ, sont les médiateurs des réponses 

antitumorales 320,321. Cependant, les cellules de LF peuvent contrecarrer cet effet antitumoral 

via de nombreux mécanismes. Tout d’abord les cellules B tumorales sécrétent de l'interleukine 
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12 (IL-12) qui conduit à l'épuisement des cellules T CD8+ et au recrutement de cellules T-

régulatrices CD4+, les Tregs 322. Les cellules T de LF présentent également une motilité altérée 

dépendante de LFA-1 323 et perdent leur capacité à former la synapse immunologique avec les 

cellules tumorales 324, alors que les cellules T CD8 armées de Granzyme B sont retenues à la 

périphérie des follicules tumoraux 325. Le compartiment des cellules TFHs est amplifié dans le 

LF. Plusieurs études ont récemment décrit le phénotype et la fonction des LT CD4 dans la niche 

de LF, révélant que les TFHs de LF surexpriment l'IL-4 et le CD40L, impliqués dans l'activation 

directe des cellules tumorales 319,326. De plus, les cellules TFHs intratumorales exprimant l'IL-

4 et le CD40L induisent la production de CCL17 et CCL22 par les cellules tumorales favorisant 

ainsi le recrutement des Tregs 327. L'IL-4 induit la phosphorylation du signal transducteur et 

activateur de transcription 6 (STAT6) dans les cellules de LF primaires 327 et la majorité des 

cellules tumorales p-STAT6+ sont localisées à proximité des TFHs 326. D’autre part, il a été 

récemment démontré que les TFHs et les cellules tumorales proliférantes  formaient des 

synapses immunitaires 328. La production d’IL-4 par les TFHs est également impliquée dans la 

production de CXCL12 par les cellules stromales de LF 79. CXCL12  induit la migration des 

cellules B primaires de LF, leur adhésion au stroma et l'activation par phosphorylation de la 

tyrosine kinase Syk, un autre médiateur clé de la signalisation du BCR, et de sa cible en aval, 

la Extra cellular Regulated Kinase (ERK) 79. En conséquence, la migration des cellules B de 

LF est drastiquement diminuée en réponse à un inhibiteur du récepteur CXCR4, à l'inhibiteur 

de la Bruton Tyrosine Kinase (BTK) ou ibrutinib, ainsi qu’à l’inhibiteur sélectif de l'adénosine-

5'-triphosphate (ATP) qui se lie au domaine catalytique de la PI3Kδ,  l'idelalisib 79. D’autre 

part, le CD40L produit par les TFHs stimulerait la capacité des cellules B de LF à répondre à 

l'IL-15 dérivé des macrophages associés aux tumeurs (MATs) 329. Par ailleurs, la production 

d'IL-4 par les TFHs augmente l'expression de la protéine Dendritic Cell-Specific Intercellular 

adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin (DC-SIGN) par les cellules myéloïdes et d’IgM  

par les cellules B de LF, favorisant ainsi l'interaction BCR/DC-SIGN et, de ce fait,  l'activation 

du BCR 330. Il a également été proposé que les cellules B de LF engagent le récepteur inhibiteur 

BTLA sur les cellules T infiltrantes, bloquant ainsi leur prolifération 331. Cependant, il faut 

rappeler que HVEM, le ligand de BTLA, est perdu par mutation chez environ 40% des LFs 332. 

Les cellules NK présentent également un phénotype modifié et pourraient être directement 

inhibées par un ligand du récepteur inhibiteur CD161, le lectin-like transcript 1 (LLT1), 

surexprimé par les cellules B de LF 333. L'expansion des cellules immunosuppressives est une 

autre caractéristique de la niche du LF avec une forte amplification des cellules T régulatrices 
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CD25hi activées, notamment les Tregs classiques CXCR5negPD1neg et les cellules T 

régulatrices folliculaires (TFR) CXCR5posPD1pos 334,335. Au-delà de leur recrutement, les 

cellules B de LF sont impliquées dans la polarisation des cellules T vers le phénotype 

régulateur, par la surexpression d'ICOS-L336 , de CD70 337. Les TFR sont connus pour contrôler 

la réaction normale du CG en supprimant à la fois la fonction des TFHs et des cellules B 338 . 

Dans le LF, les Treg/TFR pourraient inhiber les TFHs et l'activation des cellules B 334,335, 

entravant ainsi la croissance du LF. Ces activités opposées, entre TFH et Treg, pourraient 

expliquer la controverse sur la valeur pronostique du nombre et de la localisation des Tregs 

dans les LF. Par exemple, les patients présentant des cellules FoxP3+ (forkhead box protein 3) 

intrafolliculaires ou périfolliculaires ont un risque significativement plus élevé de 

transformation histologique et une survie plus courte que ceux présentant des cellules FoxP3+ 

dispersées dans un pattern diffus 339. En revanche, un nombre élevé de cellules FoxP3+ infiltrant 

la tumeur est lié à une meilleure survie globale (OS) dans le LF 340. La pertinence clinique de 

l’étude des Tregs et des TFHs dans le LF a été mise en évidence par l'effet d’un inhibiteur de 

PI3Kδ,  l'idelalisib qui perturbe le dialogue entre les cellules LF et les TFHs. Des études in vitro 

ont également montré que l’idelalisib, diminuait la prolifération des cellules tumorales et 

remodelait le microenvironnement immunitaire en inhibant le recrutement des cellules Treg par 

le biais d’une diminution de sécrétion de CCL22 341. Ce microenvironnement lymphocytaire T 

est de ce fait hétérogène de part l’identité de ses acteurs, mais aussi de par son organisation 

spatiale. 

6. Le microenvironnement macrophagique 

 

Les macrophages présentent une plasticité remarquable et ont été initialement divisés en 

six sous-types (immunosuppresseur, angiogénique, associé aux métastases, invasif, activé et 

périvasculaire), en fonction des stimuli qui déclenchent leur activation 342. Les MATs se 

caractérisent par une grande hétérogénéité morphologique, phénotypique et fonctionnelle 343. 

Cependant, de façon très grossière et imparfaite les MATs ont été historiquement divisés en 

M1 (proinflammatoires) et M2 (anti-inflammatoires), représentant probablement les deux 

extrémités d'un spectre continu de différentiation344–346 . Les MATs M1 pourraient provoquer 

une réponse Th-1 pour jouer un rôle antinéoplasique conduisant à la suppression de la tumeur, 

tandis que les MATs M2, avec une faible capacité de présentation de l'antigène, pourraient 

favoriser la croissance et la survie de la tumeur en induisant l'angiogenèse et 

l'immunosuppression 347. Le recrutement des MATs est médié par des chimiokines telles que 
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CCL2, CCL5, CCL7 et CXCL1 et par le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) 

348–353. Au niveau du site tumoral, une interaction complexe se produit entre les MATs, les 

cellules malignes et les cellules stromales, dans laquelle les facteurs dérivés du stroma et de la 

tumeur, tels que IL4, IL-10, IL-13 et TGF-β, provoquent un changement vers la polarisation 

M2 354–357.  Le sous-type M1, induit par le GM-CSF et l'interféron-γ, sécréte des molécules pro-

inflammatoires, telles que l'interleukine (IL)-1, IL-6, IL-12, IL-23, TNF-α, NO, CXCL9, 

CXCL10, CXCL11 et des radicaux libres ; à l'inverse, le sous-type M2 exprime des molécules 

anti-inflammatoires, telles que l'IL-10, le Tumoral Growth Factor (TGF-β), CCL17, CCL18, 

CCL22, le récepteur de mannose C de type 1 (CD206), le récepteur scavenger de classe A 

(CD204) et le récepteur scavenger de l'hémoglobine (CD163), qui sont actuellement utilisés 

comme marqueurs associés aux M2 344–347. La molécule cluster of differentiation 47 (CD47) est 

une protéine membranaire largement distribuée sur les surfaces membranaires de diverses 

cellules, y compris les cellules tumorales. Son ligand correspondant, la protéine régulatrice du 

signal alpha (SIRPα), est une protéine membranaire exprimée notamment sur les macrophages, 

leur interaction directe inhibe la phagocytose. C'est pourquoi le CD47 est souvent appelé le 

signal "don’t-eat-me". Chen et al ont récemment proposé une autre classification des 

macrophages dans le LF : ils ont ainsi identifié trois sous-populations de 

monocytes/macrophages basés sur l'expression de CD14 et SIRPα (CD14+SIRPαhi, CD14-

SIRPαlow, et CD14-SIRPαneg). Les cellules CD14+SIRPαhi seraient immunosuppressives en 

inhibant l’activité cytotoxique T. Les cellules CD14-SIRPαlow présenteraient des capacités de 

mobilité et de phagocytose moindres, et stimuleraient la fonction des cellules T au lieu de la 

supprimer. Il est intéressant de noter que le sous-ensemble CD14-SIRPαneg exprime des 

marqueurs macrophagiques distincts par rapport aux deux autres sous-populations. En effet, sa 

capacité à migrer et à phagocyter serait plus limitée. Ces derniers conserveraient cependant une 

fonction de stimulation des lymphocytes T. L'utilisation de SIRPα-Fc pour bloquer l'interaction 

entre SIRPα et CD47, seul ou en association avec le rituximab, montre une augmentation de la 

phagocytose de manière générale pour les trois sous-populations. Cliniquement, l'augmentation 

du nombre de cellules CD14+SIRPαhi serait associée à une survie inférieure dans le LF. En 

revanche, la présence de cellules CD14-SIRPαlow semblerait être corrélée à une meilleure 

survie 358. 

Même si la valeur pronostique de CD163 comme marqueur M2 est débattue dans le LF, 

une densité élevée de MATs CD163-positifs a été associée à une néovascularisation située dans 

la zone interfolliculaire 359. A l'ère du pré-rituximab certaines études ont suggéré que 
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l'infiltration de macrophages était corrélée à une survie plus faible, cependant d'autres études 

ont montré des résultats opposés 339,360–363 depuis l'ajout du rituximab à la  chimiothérapie. 

Ainsi, un taux élevé de macrophages chez les patients traités par R-CHOP a finalement été 

associé à une meilleure survie globale. Le Colony stimulating factor 1 receptor (CSF-1R) 

exprimé par les macrophages constitue un élément important dans la différenciation et la survie 

de ces derniers. Il convient de noter que des niveaux élevés d'expression du CSF-1R dans le LF 

ont été associé à un grade histologique plus élevé et à un risque de transformation, ce qui 

suggère que l’inhibition de CSF-1R pourrait être pertinente dans le traitement de la maladie 364. 

Bien que CSF-1R soit exprimé dans les sous-types M1 et M2, son inhibition par le pexidartinib 

diminue préférentiellement la viabilité des macrophages M2 et les repolarise en macrophages 

M1, ce qui suggère qu'il pourrait rééduquer les MATs. Les sites de N-glycosylation sont 

introduits chez plus de 80% des patients au sein de régions variables des chaînes lourdes et 

légères du BCR et sont occupés par des oligomannoses atypiques 365. Cette modification est un 

événement précoce dans la pathogenèse des LF et est conservée à travers les événements de 

rechute et de transformation malgré des preuves d'évolution subclonale du BCR, suggérant un 

avantage sélectif des clones de cellules B hébergeant des BCR N-glycosylés 366. Les 

macrophages surexprimant le DC-SIGN 330, sont capables de déclencher une agrégation et une 

activation prolongées du BCR N-glycosylé 367. Par ailleurs,une étude récente suggère que la 

liaison du DC-SIGN sur les cellules de LF fournit un signal indépendant de l'antigène qui, bien 

que de faible niveau, permettrait d'engager des voies de signalisation favorisant la survie et la 

prolifération des cellules B tumorales 368. Les macrophages synthétisent également la protéine 

SPARC/osteonectine, qui est importante pour le dépôt de collagène IV, l'invasion accrue des 

cellules tumorales et l'adhésion à d'autres composants de la MEC (comme la fibronectine). Il a 

été démontré que SPARC/osteonectine était nécessaire à la formation de métastases spontanées 

à partir de la tumeur primaire 369. Le collagène 1 fibrillaire favorise également le processus 

d'invasion, car les cellules tumorales et les macrophages se déplacent environ dix fois plus vite 

sur ces structures que dans le stroma lui-même. Cela a pour conséquence de recruter les cellules 

vers les vaisseaux sanguins étant donné que ces fibrilles collagéniques ancrent également ces 

structures 370. Pendant le développement de la glande mammaire, il a été démontré que les 

macrophages favorisaient la fibrillogenèse du collagène 371. Ainsi, les macrophages sur les 

vaisseaux émettent des signaux qui entraînent la migration des cellules tumorales le long des 

fibrilles de collagène vers les vaisseaux où les cellules tumorales peuvent s’échapper dans le 

système vasculaire avec l'aide des macrophages. Toutes ces études ne situent cependant pas ces 

différentes sous-populations de macrophages au sain d’une niche spatiale tumorale de LF, ce 
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qui reste à caractériser afin d’identifier l’impact de ces sous populations au sein de 

l’organisation de la niche tumorale. 

7. Mécanismes de l'activité pro-tumorale des cellules stromales  

 

Les activités pro-tumorales des CAFs, notamment la survie, la prolifération et la 

dissémination des cellules cancéreuses, l'échappement immunitaire et la résistance aux 

médicaments, ont été récemment décrites dans les cancers solides. Ils pourraient également 

contribuer au recrutement des cellules de LF et à leur adhésion à des niches cellulaires 

protectrices. En effet, la valence des cellules stromales est double: d’une part elles présentent 

des propriétés fonctionnelles propres leur permettant d’interagir avec les autres types 

cellulaires, et d’autre part, elles constituent l’échafaudage, l’organisation et la protection 

physique de la tumeur de par leur conformation tridimensionnelle et leur organisation spatiale. 

On notera par ailleurs que cette conformation tridimensionnelle est un facteur clé de leur 

fonctionnalité.  

(a) Sur le plan fonctionnel 

Une augmentation de la production de CXCL12 a récemment été mise en évidence dans 

les FL-CAF du ganglion et de la moelle contribuant à la migration, à l'adhésion et à l'activation 

des cellules B tumorales qui présentent un phénotype CXCR4posCXCR5posCCR7lo79. Il est 

intéressant de noter qu'il a été récemment démontré que l'héparanase, une endoglycosidase qui 

déclenche le désassemblage de la matrice extracellulaire et augmente la biodisponibilité des 

facteurs de croissance liés aux sulfates d'héparine, y compris CXCL12, est fortement exprimée 

dans environ 50 % des LFs et DLBCLs 372. De plus, VCAM-1/CD106, le ligand de l'intégrine 

4 (VLA-4), aurait une implication dans la lymphomagénèse des lymphomes à cellules B du CG 

et la résistance à l'anticorps anti-CD20 Rituximab 373. Il a également été démontré que les FL-

CAFs pouvaient empêcher l'apoptose des cellules B tumorales in vitro grâce à un ensemble de 

mécanismes qui n'ont été que partiellement élucidés, avec notamment la production de ligands 

Hedgehog (Hh), de BAFF et de TGF-b, la molécule immunosuppressive  prostaglandine E2 

(PGE2), la production des transporteurs ABC de résistance aux médicaments et l'activation de 

C-MYC dans les cellules tumorales 227,373–376. Outre ces fonctions de soutien direct des cellules 

B, les FL-CAFs ont été proposés comme organisateurs de la niche cellulaire du LF. Les FL-

CAFs surexpriment CCL2 et recrutent des monocytes, qui se transforment ensuite en 

macrophages pro-angiogéniques et anti-inflammatoires 377. Les FL-CAFs favorisent également 

le recrutement et la survie des neutrophiles pro-tumoraux, au moins en partie par la libération 



Introduction        Le lymphome folliculaire, une pathologie dont l’hétérogénéité est médiée à divers 
niveaux par ses interactions avec le microenvironnement 

 - 77 - 

de grandes quantités d'IL-8 378. Par ailleurs, il a été proposé que les cellules stromales favorisent 

la croissance des lymphomes à cellules B dans un modèle murin de lymphome des glandes 

lacrymales par le recrutement de cellules Tregs et de cellules myéloïdes 379.  

Il convient de noter que la majorité des études fonctionnelles ont été réalisées à l'aide de 

cellules stromales maintenues in vitro sur le long terme et qu'une caractérisation détaillée in 

situ/ex-vivo de l'hétérogénéité et de la fonction des CAFs reste toujours un véritable défi. 

Comme nous l'avons vu plus haut, les cellules stromales lymphoïdes forment une entité 

hétérogène et plastique au sein des tissus lymphoïdes normaux, posant la question de la nature 

des cellules stromales dans le LF. Il a été démontré que les FDCs disparaissent progressivement 

dans le ganglion de LF, survenant de manière concomitante à une forte diminution de la 

production de LT par les cellules B tumorales par rapport aux cellules B normales du CG 

79,380,381. On ne sait pas encore si cette disparition des FDCs résulte de leur dédifférenciation ou 

de leur remplacement par un autre sous-type de cellules stromales. Il est intéressant de noter 

que les MRCs, des précurseurs supposés des FDCs, sont pratiquement absents du ganglion de 

LF (nos données non publiées). En revanche, le fait que les FL-CAFs et les DZ-FDCs sécrètent 

du CXCL12 indépendamment du niveau de sécrétion de lymphotoxine fait suggérer que les 

DZ-FDC pourraient constituer une partie du pool des FL-CAFs 382. Très récemment, nous avons 

également mis en évidence une surexpression de la chimiokine CCL21 par les FL-CAFs, à la 

fois en péri et en intrafolliculaire ce qui pourrait participer à la sortie des B de LF qui expriment 

fortement CXCR4 et CCR7 mais down-régulent l’expression des récepteurs de confinement 

S1PR2 et P2RY8 dans le CG 117. Finalement, il existe certainement plusieurs sous-types de FL-

CAF organisant les différentes niches cellulaires avec des fonctions spécifiques, comme cela a 

été récemment proposé dans le cancer du sein 383.  

Quelle que soit leur origine, connaitre les mécanismes qui sous-tendent la différenciation 

des FL-CAFs et leur organisation reste d’un intérêt crucial compte tenu de leur potentiel en tant 

que cibles thérapeutiques. Les cellules B de LF pourraient contribuer directement à l'activation 

du réseau de FRCs, en induisant la production de CCL2 et d’IL-8 de manière TNF-dépendante 

78,377,378. Le TNF et la LT agiraient en synergie avec le TGF, exprimé par les B tumoraux, 

pour induire un phénotype de type FL-CAF 117 à partir des précurseurs locaux. Cependant, les 

cellules non malignes du microenvironnement pourraient également participer à la polarisation 

des FL-CAFs. Par exemple, les neutrophiles, recrutés par les cellules stromales productrices 

d'IL-8, contribuent à leur polarisation par l'activation de la voie NF-kB 378. De plus, les TFHs 

surexpriment l'IL-4 qui induit un phénotype caractérisé par une forte expression de 

transglutaminase, VCAM-1, CXCL12 et une baisse d’expression de la podoplanine dans les 



Introduction        Le lymphome folliculaire, une pathologie dont l’hétérogénéité est médiée à divers 
niveaux par ses interactions avec le microenvironnement 

 - 78 - 

progéniteurs mésenchymateux humains et les cellules de type FRC, un profil proche de celui 

identifié in situ 79. Les TFHs produisent également de grandes quantités de TNF et de LT et les 

cellules stromales sont plus aptes à sécréter du CXCL12 sous la dépendance de l'IL-4, une fois 

polarisées par le TNF/LT 79. (Figure 23). Il est également intéressant de noter la mise en 

évidence d’un nouveau mécanisme de polarisation à distance du stroma pro-tumoral 

médullaire: la production de vésicules extracellulaires (EVs) par les B tumoraux, ces EVs étant 

capables d’induire la synthèse de CXCL12 mais également d’autres facteurs caractéristiques 

des niches de soutien médullaires par des précurseurs mésenchymateux. 

Figure 23: Interactions entre les cellules B et les cellules stromales au sein des niches tumorales de LF. Les 

fibroblastes associés au cancer du LF (FL-CAF) forment un compartiment hétérogène surexprimant des facteurs 

impliqués dans l'activation directe des cellules B du LF et dans le recrutement et l'activation d'autres composants 

de la niche tumorale, tels que les macrophages associés à la tumeur (TAM) et les Tfh. Dans la moelle osseuse de 

LF, les vésicules extracellulaires (EVs) dérivées des cellules B de LF contribuent à la polarisation des cellules 

stromales mésenchymateuses de la moelle (BM-MSC) pour créer une niche tumorale comprenant finalement des 

cellules stromales lymphoïdes matures et des cellules T CD4pos mélangées à des cellules B malignes dans des 

agrégats nodulaires384. 

(b) Les interaction B/ stroma dans le lymphome folliculaire: comment les 

étudier 

 

Si les interactions B/stroma en situation physiologique se révèlent être cruciales dans la 

maturation et l’activation du lymphocyte B, le microenvironnement stromal est tout simplement 

indispensable pour la survie des cellules tumorales de LF. Etudier ces interactions permettrait 
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d’une part d’identifier les voies de signalisation impliquées dans la survie des cellules B 

tumorales, et d’autre part, d’identifier des cibles thérapeutiques. Plusieurs équipes ont rapporté 

que les cellules stromales lymphoïdes du LF sont impliquées dans l'organisation de la niche et 

soutiennent la survie des cellules B tumorales 78. Plusieurs questions restent cependant en 

suspens : premièrement : quel est le phénotype stromal requis pour les interactions 

stroma/cellules B dans le LF ? Deuxièmement : les cellules stromales dans le LF évoluent-elles 

à partir d'un précurseur indifférencié ou d'un sous-type stromal physiologique bien différencié 

comme les FRCs ou les FDCs ? Une autre question sans réponse est la nature des interactions 

directes et indirectes qui entrent en jeu dans l'effet de soutien des cellules stromales de LF. Et 

enfin, les cellules B tumorales sont-elles nécessaires à l'acquisition et au maintien du phénotype 

de ces cellules stromales ? D’autre part, l’implication de la matrice extracellulaire et les forces 

biolomécaniques médiant les interactions entre les cellules B tumorales et les cellules stromales 

sont des phénomènes très peu étudiés, nécessitant des modèles d’études complexes, laissant la 

question de leur mise en jeu en suspens. Pour étudier les interactions entre les cellules stromales 

et les cellules B tumorales dans le ganglion lymphatique de LF, de nombreuses limites restent 

à outrepasser: premièrement, les lignées de cellules B présentent un index de prolifération élevé, 

alors que les cellules B tumorales adoptent une évolution indolente. Deuxièmement, la 

conformation spatiale des cellules stromales est un élément clé de leur fonctionnalité. Par 

conséquent, les modèles 2D sont limités pour les études des propriétés des cellules stromales 

en présence de cellules B tumorales. Un autre point nécessite de prendre en compte les 

interactions avec la matrice extracellulaire et les forces mécaniques médiant les interactions 

entre les cellules B tumorales et les cellules stromales, connues pour exercer une influence 

majeure sur le comportement du lymphocyte B. Les modèles murins restent actuellement très 

imparfaits même s’ils ont permis une grande avancée dans la compréhension de la 

lymphomagénèse et de l’influence de certaines anomalies génétiques dans la progression 

tumorale.  

Les études in situ restent également limitées: les tissus humains s’avèrent être de moins 

en moins disponibles en raison de l'avènement des micro-biopsies. Pourtant les organoïdes de 

lymphomes dérivés de patients reproduisent les interactions réelles au sein du 

microenvironnement du patient et pourraient constituer un modèle pertinent pour récapituler le 

profil transcriptionnel et mutationnel ainsi que la réponse thérapeutique de la tumeur primaire 

385,386. Ces modèles peuvent être générés directement à partir d'une biopsie, en préservant les 

cellules immunitaires endogènes et les autres types de cellules ou être établis séparément des 

cellules avant la co-culture, ce qui facilite l'étude des interactions cellule-cellule spécifiques 387. 
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Ils représentent un outil prometteur pour développer et tester des approches de médecine 

personnalisée388. L'une des principales limites des organoïdes impliquant différents types de 

cellules est que les conditions de co-culture doivent être optimisées pour atteindre un équilibre 

qui convient à tous les types cellulaires impliqués. 

Les sphéroïdes tumoraux 3D sont des amas tumoraux formés in vitro par la culture 

cellulaire 3D. Ces sphéroïdes imitent l’architecture tridimensionnelle des organes et les limites 

de diffusion des molécules thérapeutiques ainsi que le transport de molécules autre dans les 

tumeurs, ce qui se révèle être pertinent pour une analyse précise de l'efficacité des médicaments 

389. Au cours des dernières décennies, diverses méthodes de culture de sphéroïdes 3D ont été 

développées, dont la culture de sphéroïdes 3D avec ou sans « échafaudage » (structure 

prédéterminée). La culture cellulaire 3D à base d'échafaudage utilise des polymères naturels ou 

synthétiques mimant la MEC, favorisant ainsi la croissance cellulaire. L'introduction de 

matériau de MEC permet d'établir des interactions solides entre les cellules et la MEC. La 

culture cellulaire 3D sans échafaudage ne nécessite pas de matériaux externes en suspension et 

oblige ainsi les cellules à s'agréger. De ce fait, flacons rotatifs et spinners, gouttes suspendues, 

plaques à fixation ultra-faible (plaques en U) et plaques microporeuses sont des outils 

fréquemment utilisés dans la culture 3D. Cependant, ces méthodes ont leurs propres 

inconvénients. Les flacons rotatifs et les flacons tournants par exemple, induisent une contrainte 

de cisaillement élevée, ce qui peut entraîner des dommages cellulaires pendant la culture. Il est 

donc difficile de contrôler l'uniformité des sphéroïdes. Une première avancée a été de prendre 

en compte à la fois la conformation tridimensionnelle des cellules, mais aussi l’organisation 

relative au sein des trois dimensions, pouvant être médiée par un maillage modulable de la 

MEC. Le modèle d'hydrogels chargés par des poly-éthylène glycols (PEG), développé par Tian 

et al, a permis la fonctionnalisation de l'hydrogel avec une densité et une spécificité précise des 

intégrines. Ils ont également intégré à la matrice des liaisons di-thiolées pouvant se dégrader 

enzymatiquement à façon en fonction de la conformation du maillage souhaitée et ont incorporé 

des cellules stromales lymphoïdes comme sous-type de cellules stromales de soutien. De cette 

façon, ils ont montré une expression différentielle des intégrines αvβ3 et α4β1 dans les 

lymphomes à cellules B 390. Des essais in vitro et in vivo ont récemment montré que la 

rigidification du maillage stromal, la nature de la MEC et des intégrines sont critiques pour la 

survie et la signalisation des cellules tumorales. De plus, comme il a été démontré que le flux 

lymphatique et la vascularisation sont amplifiés dans les lymphomes B, il a été proposé, que les 

contraintes mécaniques et de cisaillement des fluides peuvent agir comme un stimulus 

biophysique important sur les cellules de lymphome 391.  
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Figure 22 : Apoorva et al. font état d'un microréacteur de lymphome permettant de comprendre les facteurs 

biophysiques qui régulent la croissance des lymphomes et leurs réponses thérapeutiques. Ils décrivent le rôle des 

forces des fluides, provenant des lymphatiques et néo-vaisseaux, dans la mécanomodulation des signalisations des 

intégrines et des récepteurs des cellules B.  

 

Ainsi, les contraintes de cisaillement des fluides rapportées dans le sinus sous-capsulaire, 

influenceraient la signalisation des intégrines et celle du BCR avec des conséquences sur la 

prolifération cellulaire. De plus, la sécrétion de TNF par la lignée de lymphome utilisée a 

augmenté dans des conditions de flux après 72h 391. 

Mannino et al ont proposé un modèle in vitro récapitulant à l’aide d’un système 

microfluidique, l’impact du flux vasculaire sur la diffusion des drogues au sein des DLBCLs et 

de leur microenvironnement à l’aide d’une membrane poreuse circulaire traversant un hydrogel 

contenant les cellules du microenvironnement 392,393. 
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Figure 23 : Le modèle de microvascularisation de DLBCL sur puce est fabriqué à l'aide d'articles de laboratoire 

courants. A) Schéma général mettant en évidence l'hydrogel intégré (à gauche) dans la macrostructure 

polydimethylsiloxane-based (PDMS) (à droite). B) Schéma du processus de fabrication. Le PDMS a été moulé 

autour d'un fil d'acier inoxydable, et un trou a été percé. Ce trou a été rempli avec l'hydrogel contenant les cellules 

tumorales qui a polymérisé. Le fil en acier inoxydable a été retiré et le microcanal résultant a été cultivé avec des 

cellules endothéliales392,393. 

 

 

Le premier modèle de culture 3D des LF sans échafaudage, donc en auto organisation, a 

été le Multi Aggregates of Lymphoma Cells (MALC) 394 adapté de la méthode de la goutte 

suspendue. Ce modèle génère de petites gouttes en suspension de cellules, conduisant à 

l'agrégation de cellules primaires de LF. Ainsi, dans ce modèle, les études de comparaison de 

l'expression génique des cellules cultivées en 3D par rapport à celles cultivées en 2D ont permis 

d'identifier plus de 7000 gènes différentiellement exprimés. Les gènes les plus 

différentiellement exprimés étaient impliqués dans la réponse à l'hypoxie, la signalisation NF-

kB, la régulation négative de l'apoptose et la régulation du cycle cellulaire.  Il est intéressant de 

noter que les profils d'expression génique en réponse à l'hypoxie étaient analogues à ceux des 

biopsies de LF, contrairement aux cultures 2D, ce qui suggère que les cultures 3D sont plus 

proches des conditions in situ dans ce type de modèle. Ces agrégats de LF étaient également 

associés à une résistance à la doxorubicine et la bendamustine. Tous ces résultats ont mis en 

évidence l'importance de l'organisation spatiale et des interactions cellulaires en culture 3D 

dans la biologie des LFs.   Les essais en gouttes suspendues nécessitent cependant un travail 

intensif et une culture à long terme, et ces cultures ne sont pas stables, en raison de l'évaporation. 

De plus, elles ne contiennent aucune cellule du TME ce qui en limite l’intérêt. 

De la même manière, une étude a montré que les cellules lymphomateuses proliféraient 

mieux en 3D qu’en 2D 395 et une autre étude a montré que la culture en 3D influençait 

considérablement l’action des anti-CD20 396. Cependant, dans ces modèles, l’influence du 
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microenvironnement n’est pas prise en considération. Foxall et al montrent un dialogue induit 

en 3D entre les cellules DLBCL et des cellules stromales issues de tissu adipeux, par l’induction 

de podoplanine et de BAFF suite à la production de TNF par les cellules DLBCL en 3D 397.  Ce 

modèle constitue le premier exemple d’étude en 3D de l’interaction B/stroma dans un 

lymphome B mais n’a pas été testé dans le LF. Certaines études ont rajouté des macrophages à 

la composante stromale du microenvironnement dans les cultures 3D validant l’utilisation de 

drogues tels que des inhibiteurs de CSF-R1392, les anti-BCL2 et les anti-CD20 397 (ces derniers 

constituant des molécules de grande taille et ayant pourtant une diffusion limitée dans le modèle 

MALC ).  

Des modèles 3D ont également tenté de représenter les interactions de la niche de la MO, 

montrant une mise en jeu de molécules d’adhésion comme la N-Cadhérine et moins bonne 

réponse aux drogues en 3D 398,399. 

Outre les modèles 3D in vitro, l'établissement de modèles murins de LF reste le meilleur outil 

pour étudier la coévolution cinétique et spatiale des cellules tumorales avec leur 

microenvironnement de soutien. La translocation t(14;18) associée à la surexpression de BCL2, 

n'est pas suffisante pour la lymphomagénèse du LF puisqu'une faible proportion de cellules B 

t(14;18)pos peut être détectée dans le sang périphérique de la plupart des individus sains. Les 

souris transgéniques E-BCL2, dans lesquelles Bcl2 est sous le contrôle du facteur de 

transcription des gènes d'immunoglobuline, développent simplement une hyperplasie 

folliculaire et non un LF, probablement en raison de la faible expression de Bcl2, du manque 

de spécificité des cellules B matures (le promoteur E drivant plus spécifiquement l’expression 

des immunoglobulines durant la différentiation B, contrairement à l’enhancer 3’RR) et de 

l'absence d’anomalies génétiques supplémentaires. A l'inverse, le modèle vavP-BCL2 a été 

rapporté comme produisant un LF chez la souris sur 12 mois, et a permis de montrer que des 

altérations supplémentaires fréquentes chez les patients atteints de LF pouvaient accélérer la 

lymphomagenèse 400–402. Cependant, dans ce modèle, Bcl2 est surexprimé dans toutes les 

cellules hématopoïétiques, y compris les cellules T du microenvironnement. Globalement, il 

n'existe pas de modèle de lymphome reproduisant totalement les principales caractéristiques du 

LF. Néanmoins, les données récentes montrent que la suppression du récepteur inhibiteur 

HVEM chez les souris transgéniques vavP-BCL2 accélère le développement du LF en 

association avec une activation des cellules TFH et stromales 332 suggérant un modèle se 

rapprochant de la biologie du LF. Il a été démontré que les mutations de gain de fonction 

d'EZH2 survenant tôt au cours de la lymphomagénèse limitent la dépendance au compartiment 

TFH, tout en maintenant une interaction étroite avec le compartiment FDC 403. De même, des 
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mutations ponctuelles de l'activateur de mTORC1 Rragc sont associées à une diminution de 

l'abondance des cellules TFH à la fois chez les souris VavP-Bcl2 ; RagCmut et chez les patients 

atteints de LF portant des mutations RRAGC 297 . Enfin, les altérations génétiques du gène de 

la cathepsine S (Ctss), qui entraînent une hyperactivité aberrante de cette protéase et une 

augmentation de la présentation des antigènes par le CMH de classe II, déclenchent et 

accélèrent le développement de lymphomes dans des modèles murins et sont associées à une 

augmentation de l'infiltration des lymphocytes T CD4pos alors que les lymphocytes T CD8pos 

sont réduits et exclus du CG 298,300. Dans l'ensemble, ces données démontrent que la génétique 

tumorale a un impact considérable sur la reprogrammation du TME dans le LF. Ces modèles 

restent cependant imparfaits et limités pour de multiples raisons: ils reposent souvent sur des 

chimères hématopoiétiques, procédé très lourd créant des animaux tous différents ; générant 

des tumeurs très oligoclonales en lien sans doute avec la survenue de l’anomalie driver sur tous 

ou une grande proportion des lymphocytes B et la dérégulation de Bcl2 dans tout le 

compartiment hématopoïétique rend difficile l’interprétation des phénotypes tumoraux. 

Les modèles de xénogreffe de souris impliquent la transplantation de cellules de 

lymphome humain (soit dérivées de patients, PDX, soit de lignées cellulaires, CDX), dans des 

souris immunodéficientes, pour favoriser la prise de greffe de la tumeur 404. Les modèles CDX 

générés par l'injection de SUDHL-4 sont utiles pour des tests de drogues, mais les lignées 

cellulaires contiennent des mutations natives qui peuvent ne pas être observées dans le 

lymphome folliculaire 405–409. Les PDX, d'autre part, conservent les caractéristiques du 

lymphome primaire, y compris du TME et de la signature génétique. Cela permet de tester 

rigoureusement des traitements médicamenteux et des schémas thérapeutiques pour les 

lymphomes. Malheureusement, les taux de prise de greffe pour le LF sont très faibles et il existe 

une limite dans les possibilités d'étudier les interactions immunitaires 404,407,410,411. Cette 

limitation peut être surmontée par des greffes en série, cependant, cela conduit à la perte 

progressive des caractéristiques de la tumeur primaire. 

. 
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3. Concept d’hétérogénéité tissulaire dans le lymphome folliculaire 
 

a) Introduction au concept d’hétérogénéité tissulaire 

 

Le terme d’hétérogénéité concerne aussi bien les cellules tumorales que le 

microenvironnement. En effet, sur le plan cellulaire, le LF ne doit pas être considéré comme un 

simple agglomérat de cellules tumorales, mais plutôt comme une entité morpho-fonctionnelle 

complexe évoluant dans différents compartiments, qui représentent ce que l'on appelle 

l'hétérogénéité intra-tumorale. La plupart des patients atteints de LF présentent une tumeur 

disséminée dans de multiples ganglions lymphatiques (constituant eux-mêmes des niches 

extrêmement hétérogènes) et dans la moelle osseuse, il apparait d’un intérêt majeur de 

considérer l'étendue et l'impact de l'hétérogénéité spatiale des niches sur l’évolution clinique du 

patient, pour guider au mieux les choix thérapeutiques. Avec cette idée, il a été suggéré que les 

tumeurs solides pourraient être caractérisées par l’évolution clonale au cours du temps et par 

ses interactions avec les ressources disponibles du microenvironnement 412. 

Par des interactions directes et indirectes, le microenvironnement va induire une plasticité 

phénotypique et fonctionnelle des cellules tumorales au niveau morphologique, protéique et 

transcriptionnel. L'hétérogénéité spatiale est un niveau d'hétérogénéité sous-estimé. En effet 

comme évoqué précédemment les ganglions sont très hétérogènes en fonction de leur 

localisation spatiale et présentent d’autre part une hétérogénéité anatomique intrinsèque. La 

MO dans le LF présente de manière ectopique certaines caractéristiques communes avec les 

tissus lymphoïdes et nous n’avons aucune idée de la manière dont le TME soutient 

spécifiquement les cellules tumorales, caractérisées par un grade cytologique inférieur, une 

prolifération réduite, un phénotype modifié avec une expression  réduite du CD10 et un profil 

d'expression génétique inconnu294,413,414. Notre équipe a récemment démontré que les cellules 

B du LF produisent des vésicules extracellulaires qui peuvent être internalisées par les cellules 

stromales de la MO, ce qui les rend plus efficaces pour soutenir la survie et la quiescence des 

cellules B de LF415. Cette étude suggère des schémas d'interactions moléculaires localement 

spécifiques avec les cellules B malignes, contribuant à l'hétérogénéité spatiale de la tumeur.  

L’hétérogénéité peut également se manifester au cours de l’évolution tumorale. De nombreuses 

études ont décrit l'hétérogénéité tumorale chez les individus au moment du diagnostic et de la 

transformation pour étudier les sous-clones sujets à la transformation.  

Le microenvironnement joue un rôle crucial dans le pronostic de la maladie du LF. Le 

Lunenburg Lymphoma Biomarker Consortium a confirmé que le microenvironnement aurait 
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une influence significative sur le pronostic, et que des pourcentages plus faibles de cellules T 

CD8+, la présence de macrophages M2 CD163+, le statut de type sauvage EZH2 et de gain du 

chromosome 18 dans la tumeur initiale étaient des prédicteurs de mauvais pronostic362. 

Cependant, l'introduction du rituximab inverse ce phénomène, et une forte densité en 

macrophages associés à la tumeur est corrélée à des taux de survie plus longs après R-CHOP360. 

Ces résultats soulignent l'implication des altérations génétiques des cellules B tumorales et de 

la composition du microenvironnement mais sans considérer son hétérogénéité spatiale et son 

organisation relative au sein de chaque niche tumorale, expliquant les nombreuses études 

contradictoires jusqu’alors menées sur les acteurs pronostiques du microenvironnement. De 

plus, notre compréhension du degré d'hétérogénéité spatiale ou intra-tumorale chez les patients 

est considérablement limitée par l’avènement des prélèvements micro biopsiques qui prennent 

souvent le pas sur l’exérèse des ganglions lymphatiques pour le diagnostic.  

Concernant le microenvironnement, il conviendra de distinguer l'hétérogénéité du 

microenvironnement physiologique intrinsèque du ganglion lymphatique et de la moelle 

osseuse et l'hétérogénéité façonnée par l'hétérogénéité des cellules B de la tumeur elle-même, 

ce qui sous-tend un autre degré de complexité s’inscrivant également dans le temps avec 

l’évolution clinique et les traitements. De plus, les altérations génétiques moléculaires et le 

microenvironnement s'influencent probablement mutuellement : les altérations génétiques sont 

permissives pour la croissance des cellules cancéreuses, mais le microenvironnement peut 

favoriser le développement de sous-clones spécifiques par rapport à d'autres et le 

microenvironnement peut également évoluer dans le temps et avec la thérapie. Une question 

rémanente est d’identifier les sous-niches favorisant la localisation des CPCs. 

Dans cette revue, nous décrivons l'hétérogénéité spatiale stromale et l'organisation dans 

les deux principales niches du LF, nous tenterons de définir l'hétérogénéité des cellules B 

tumorales et de comprendre dans quelle mesure l'étude de cette hétérogénéité tumorale reliée à 

celle de son microenvironnement, et notamment le microenvironnement stromal, est pertinente 

pour prédire la rechute, la transformation et/ou influencer le succès thérapeutique. 

 

b) Comment relier l’hétérogénéité tumorale à celle de son microenvironnement ? 
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c) Le microenvironnement aura t-il le dernier mot sur l’hétérogénéité tumorale ? 

 

 Nous pouvons donc affirmer que les lymphocytes B de LF peuvent faire preuve d'une 

importante plasticité. De plus, certaines études font état d'une transdifférenciation des cellules 

tumorales de lymphome folliculaire en néoplasies de la lignée myéloïde (histiocytaire et 

dendritique) et en lymphome de type anaplasique, démontrant un autre degré de plasticité 

phénotypique et d’hétérogénéité 416,417.  Même si elles sont rares, la capacité des thérapies à 

promouvoir la transdifférenciation en exerçant une pression sélective sur les cellules malignes 

doit être également prise en compte 417. De plus, nous savons que les thérapies impactent le 

phénotype tumoral et l’activité métabolique et transcriptionnelle des cellules: dans le 

lymphome du manteau, les cellules résistantes à l'ibrutinib ont remodelé leur métabolisme vers 

la phosphorylation oxydative 418 et le métabolisme de la glutamine 419 et présentent 

fréquemment des mutations de TP53 420. TP53 est l'un des gènes les plus fortement associés à 

la transformation dans le LF, les mutations étant rares dans les échantillons diagnostiques 

(∼5%) mais fréquentes dans le LF transformé (25%-30%) 278 . Enfin, l'hétérogénéité des LFs 

ne semble pas seulement être déterminée par leur profil génique ou transcriptionnel. Les LFs 

de type duodénal, par exemple, sont caractérisés par leur localisation exclusive dans le 

duodénum avec une progression et une dissémination très indolentes 421,422 et  leurs 

caractéristiques cellulaires sont indiscernables de celles des LFs classiques 249. Ils présentent 

un paysage mutationnel très proche . La majorité des gènes mutés de façon récurrente dans le 

LF, notamment CREBBP, TNFRSF14 et EZH2, sont mutés à des fréquences similaires dans le 

sous-type duodénal 423. Hellmuth et al n'ont pas détecté de nouvelles mutations spécifiques par 

Whole Exome Sequencing et les altérations du nombre de copies étaient similaires au LF 

typique, comme les délétions de 1p36 (y compris TNFRSF14) et les gains de 7p (y compris 

EZH2). En contraste avec un paysage mutationnel très similaire, ils ont trouvé des différences 

marquées dans le milieu des chimiokines/cytokines . En effet, ils ont constaté une plus grande 

abondance de cellules Th17 dans le LF de type duodénal par rapport au LF ganglionnaire. Des 

niveaux plus faibles de CCL21 ont également été détectés dans le LF de type duodénal. Cette 

observation soulève l'hypothèse selon laquelle les CPCs au sein d'un microenvironnement 

inflammatoire chronique dans le tractus gastro-intestinal peuvent donner naissance à un LF de 

type duodénal confiné, tandis que les CPC au sein du microenvironnement immunitaire 

ganglionnaire, permissif à la progression et à la dissémination, seront plus aptes à développer 

un LF classique.
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Objectifs 
 

L’objectif principal au cours de ma thèse était de caractériser les interactions entre la 

niche stromale et les lymphocytes B dans le LF. Pour cela, nous nous sommes focalisés sur 

deux approches : 

1) La mise en place d’un modèle de culture in vitro permettant de récapituler au mieux 

les interactions B/stroma in vivo, d’étudier de façon cinétique les modifications de chacun des 

2 types cellulaires induites par ce crosstalk, de tester avec des approches haut débit de nouveaux 

agents thérapeutiques ciblant ces interactions. Pour cela nous avons initié une collaboration 

avec les laboratoires de Laurence Bepoldin et de Pierre Nassoy autour d’un modèle de coculture 

3D en billes d’alginate intégrant des B tumoraux, des cellules stromales, et de la matrice 

extracellulaire, recréant des forces biomécaniques similaires à celles retrouvées au sein des 

tissus. Nous souhaitions caractériser le devenir des B tumoraux dans ce modèle, établir sa 

pertinence, et tester la possibilité d’inclure des B primaires de LF. Ces travaux font l’objet du 

manuscrit présenté, récemment publié dans Blood Advances. 

2) L’étude in situ chez les patients atteints de LF de l’hétérogénéité spatiale des niches 

tumorales. Notre équipe avait récemment travaillé sur la comparaison des niches médullaires 

et ganglionnaires et nous avons voulu ici explorer, au niveau des ganglions envahis, les niches 

périganglionnaire versus intraganglionnaire. Pour cela, nous avons employé des méthodes 

d’analyse spatiale par microdissection/Nanostring et par Digital Spatial Profiling (DSP). Ces 

travaux, encore en cours, sont présentés dans une deuxième partie. 
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Résultats 
 

A. Article: A novel 3D culture model recapitulates primary FL B 

cell features and promotes their survival 
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Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 5 
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Figure 7 
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B. Organisation in situ de la niche tumorale du LF 
 

Les deux principales niches du LF sont le ganglion lymphatique et la moelle osseuse 

qui sont compartimentées et organisées en de multiples sous-niches par des sous-types distincts 

de cellules stromales, de macrophages et de lymphocytes T constituant divers sites dans 

lesquels les cellules tumorales évoluent et se disséminent. Récemment, l'hétérogénéité 

transcriptionnelle du LF entre des ganglions lymphatiques au sein d’un même patient a été 

démontrée 424, ce qui suggère qu'une seule biopsie sous-estime les complexités moléculaires 

des tumeurs des patients. D’autre part, nous savons actuellement que la réponse aux différentes 

lignes thérapeutiques est largement influencée par l’expression phénotypique tumorale, et que 

cette expression phénotypique tumorale est elle-même modulée par le microenvironnement au-

delà des altérations génétiques 425,426. Les altérations génétiques influencent cependant 

fortement la nature du microenvironnement 332,403, et peuvent également être hétérogènes d’une 

niche tumorale à l’autre 294. Jusqu’alors, il n’a pas été identifié de niche tumorale spécifiques 

propre à une altération génétique ou une autre 294. Comme vu précédemment dans 

l’introduction, le dépassement de la capsule ganglionnaire est un phénomène classiquement 

observé lors du diagnostic de LF 249. En effet, une des capacités remarquables des cellules 

tumorales de LF est de s’organiser de manière ectopique avec son microenvironnement de 

soutien stromal et immun en reproduisant une architecture folliculaire identique à celle 

observée au sein du ganglion, et ce en particulier dans la moelle et le tissu adipeux péri 

ganglionnaire. Une observation intéressante est que la moelle, comme le tissu adipeux péri-

ganglionnaire, constituent des niches de LF riches en adipocytes. Bien que sécrétant des 

quantités moindres de TNF et de plus grandes quantités d’IL6 48; le tissu adipeux de moelle 

possède comme le tissu adipeux des autres organes, la capacité d’héberger des structures 

lymphoïdes tertiaires 49. Les précurseurs des adipocytes de moelle et du tissu péri-ganglionnaire 

sont identifiés comme étant des cellules stromales mésenchymateuses 427. Les cellules 

stromales mésenchymateuses de tissus adipeux appelées Adipose Stromal Cells (ASCs) 

peuvent donner naissance chez la souris aux cellules stromales lymphoïdes type FDCs et FRCs 

118, permettant la formation de structures lymphoïdes tertiaires. Dans la moelle, les cellules 

stromales mésenchymateuses pourraient également constituer les précurseurs de cellules 

stromales lymphoïdes s’apparentant aux cellules FDCs et aux FRCs78,129 en terme de phénotype 

et d’organisation dans certains contextes pathologiques. On sait d’autre part que la moelle 

héberge des cellules de LF aux capacités prolifératives réduites, dont il est tentant de spéculer 
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que certaines s’apparentent aux cellules CPCs 273. Les niches médullaire et péri-ganglionnaire 

de LF sont cependant très peu explorées pour plusieurs raisons :  i) l’exiguïté des prélèvements 

microbiopsiques à visée diagnostique ne permet pas forcément de visualiser l’état de la graisse 

péri-ganglionnaire, ii) la moelle fait l’objet de nombreux pré-traitements, comme la fixation, 

ou la décalcification, dégradant le matériel génétique et protéique. Il est tentant de spéculer que 

le microenvironnement adipeux péri- ganglionnaire héberge des cellules tumorales au 

phénotype différent de celles situées dans la structure interne du ganglion et dans la moelle, car 

constituant une niche tumorale microenvironnementale stromale et immune distincte. D’autre 

part, sachant que la rupture capsulaire est à l’origine de cette invasion péri-ganglionnaire, nous 

pouvons ainsi émettre deux hypothèses quant à l’ancienneté et l’agressivité des cellules 

tumorales évoluant au sein de ce microenvironnement adipeux: soit les cellules tumorales 

invasives sont des cellules comportant peu d’altérations génétiques, constituant plutôt des 

précurseurs, soit ces cellules sont des cellules à un stade tumoral avancé, ayant accumulé des 

anomalies génétiques au sein de la structure ganglionnaire initiale et ayant migré 

secondairement dans la structure péri ganglionnaire. 

Dans ce projet nous interrogeons les différences phénotypiques du microenvironnement 

tumoral (TME) dans les niches péri et intra ganglionnaires, en cherchant à savoir si ces 

différences de TME supportent des cellules tumorales au phénotype distinct. En particulier, 

nous souhaitons savoir si la niche péri-ganglionnaire héberge des cellules au potentiel agressif 

pouvant être responsables de la rechute ou de la transformation de la maladie. L’objectif de ce 

projet est de caractériser une niche tumorale et microenvironnementale jusqu’alors jamais 

explorée dans le LF, présente dans la graisse péri-ganglionnaire des ganglions tumoraux, afin 

d’identifier le phénotype des cellules tumorales hébergées, leur potentiel agressif, ainsi que des 

cibles thérapeutiques, aussi bien dans la tumeur que dans le microenvironnement. 

Pour répondre à ces questions, nous avons réalisé ce projet comme présenté dans la 

Figure 1 : 15 patients présentant des ganglions de LF avec une invasion péri ganglionnaire 

tumorale ont été analysés tout d’abord en immunofluorescence pour objectiver l’hétérogénéité 

de la niche tumorale stromale et définir les zones péri et intra-ganglionnaire. Puis ces deux 

zones ont fait l’objet d’une double extraction d’ADN et d’ARN après microdissection de 

chaque zone afin d’être séquencées d’une part, par capture NGS pour la recherche de mutations 

spécifiques associées au LF (travail en cours) et d’autre part, par la technologie NanoString et 

par Q-PCR. Sur un patient, une caractérisation plus fine du microenvironnement entre les deux 
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zones à l’échelle du follicule a été réalisée grâce à la technologie Digital Spatial Profiling 

(DSP). 

 

 

  

Figure 1 : Méthodologie et déroulement du projet. 

 

 

1. Caractérisation des niches stromales intra et péri-ganglionnaires 
 

a) Méthode 

 

Un problème majeur restant la disponibilité et l’exiguité des échantillons congelés, nous 

avons utilisé des échantillons de tissus fixés au formaldéhyde et inclus en paraffine (FFPE). La 

relative disponibilité des exérèses complètes de ganglions de LF  nous a permis de sélectionner 
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les blocs FFPE des ganglions de 15 patients. Chaque patient présentait un LF de grade 1-2. 

Chaque tissu présentait des follicules tumoraux au sein de la structure ganglionnaire (Zone 1) 

et au sein du tissu adipeux extra ganglionnaire (Zone 2). Pour chaque ganglion, des marquages 

par immunofluorescence ont été réalisés avec une technologie multiplex, permettant d’observer 

les vaisseaux , les cellules stromales, la capsule, ainsi que les cellules tumorales et les 

lymphocytes T.  

Des coupes histologiques de quatre micromètres d'épaisseur, obtenues à l'aide d'un 

microtome (Histocore multicut Leicabiosystems) à partir de tissus FFPE, ont été transférées sur 

des lames chargées positivement (VWR international), puis ont fait l’objet d’un 

immunomarquage multiplexé avec la technologie U DISCOVERY 5 (Roche Diagnostics). 

Trois cycles séquentiels de marquages ont été réalisés, chacun comprenant une étape de 

désactivation par la chaleur, suivie d'une incubation avec l'anticorps primaire et l'anticorps 

secondaire HRP correspondant. Ainsi, les niveaux d’expression de l’ensemble des cibles ont 

été visualisés sur la même section à l’aide des anticorps primaires décrits dans le Tableau 1. 

L'enzyme HRP a métabolisé le dépôt de Tyramide couplé à des fluorophores correspondants à 

la rhodamine, cyanine-5 et FAM (kits Ventana Medical Systems) pour le lier de manière 

covalente à l’épitope d’intérêt. Après trois réactions séquentielles, les sections ont été contre-

colorées avec du DAPI et recouvertes avec du Fluoromount (Enzo Life Sciences). La 

visualisation a été réalisée avec le Nanozoomer (Hamamatsu Photonics,) équipé du module de 

fluorescence multicolore.  

 

 

 

 

Tableau 1 :Anticorps primaires utilisés 

Pour l'évaluation du pourcentage de cellules B tumorales par  rapport aux cellules non 

tumorales, une analyse automatisée par apprentissage avec le logiciel HALO a été réalisée. 

Après la segmentation des cellules, la détection et la segmentation des noyaux, des seuils 

d'intensité de CD20 et de BCL2 ont été définis. Les cellules doublement positives pour CD20 

et BCL2 et les cellules positives pour CD20 et négatives pour BCL2 ont été quantifiées 

uniquement dans les follicules tumoraux (en effet, à ce jour, aucun marqueur protéique ne 

Nom Fournisseur Source Référence Clone 

CD20  Abcam Rabbit ab78237 EP459Y 

CD3 Dako Rabbit A0452 F7.2 

CD21  BioRad Mouse MCA1808T 2G9 

CD34 Invitrogen Rabbit MA532059 S11601 

Collagène I Abcam Rabbit Ab34710 EPR22894-89 

BCL2 Invitrogen Mouse 13 8800 Bcl-2-100 

https://pfm.genouest.org/anticorpsedit/8/933
https://pfm.genouest.org/anticorpsedit/8/812
https://www.abcam.com/collagen-i-antibody-epr22894-89-ab260043.html
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permet de distinguer les cellules B tumorales des cellules B non tumorales au sein des zones 

inter-folliculaires). Les pourcentages des cellules B CD20+ BCL2- versus CD20+ BCL2+ sont 

présentés sous forme de graphique. 

Par ailleurs, des quantifications des aires de surface marquées par des anticorps du 

stroma et de la vascularisation (CD34, collagène 1A et CD21) ont été réalisées avec le logiciel 

HALO.  Les aires de surfaces marquées ont été rapportées à la surface analysée. 

Dans cette présentation, la zone 1 sera attribuée à la zone tumorale intra ganglionnaire 

délimitée pas la capsule ganglionnaire (représentée en pointillé-trait Figure 2), la zone 2 

concernera la zone tumorale extra ganglionnaire située dans le tissu adipeux péri-ganglionnaire. 

Les patients ont été anonymisés avec des lettres et chaque zone de chaque patient sera nommée 

par la lettre désignant le patient, suivie du numéro de la zone (1 ou 2). Ainsi, la zone A1 

correspond à la zone 1 du patient A. Les zones folliculaires et interfolliculaires ont fait l’objet 

d’une reconnaissance structurale par machine learning avec le module Classifier du logiciel 

HALO. 

Statistiques : L’ensemble des statistiques ont été réalisés avec le logiciel GraphPad (PRISM).  

 

b) Résultats 

 

Nous nous sommes en tout premier lieu intéressé à la caractérisation des cellules 

stromales dans les deux zones. Comme nous pouvons l’observer sur la Figure 2, les deux niches 

intra et péri-ganglionnaires contiennent bien des cellules tumorales doublement positives 

CD20+ et BCL2+ dans les follicules. La quantification du signal par machine learning en aire 

de surface marquée en immunofluorescence sur des coupes FFPE, a permis d’observer une 

différence significative d’expression du collagène 1A entre les deux zones (p=0,0027 ; Figures 

3 et 4A). A l’inverse, les FDCs identifiées dans les follicules tumoraux expriment le CD21 de 

manière homogène entre les zones 1 et 2, même si il a déjà été préalablement décrit une 

hétérogénéité intra et inter-patients 117,428 (Figure 4B). Nous avons également constaté la 

présence de larges bandes fibreuses provenant des cellules stromales péri-folliculaires 

exprimant le CD34 en rouge (Figure 3) dans la zone 2, alors que sous la capsule, les cellules 

stromales FRCs étaient négatives pour ce marqueur pour l’ensemble des patients (Figure 3). 
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Figure 2: Marquage BCL2 (vert) CD20 (orange) CD3 (rouge) et DAPI (bleu) permettant d’identifier et de 

quantifier les cellules tumorales dans un ganglion de LF.  

CD20   CD3   DAPI   BCL2 

Z1 Z2 

Z1 Z2 

Z1 Z2 
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Par ailleurs, les cellules endothéliales exprimant bien le CD34 au sein des vaisseaux sous et au-

delà de la capsule ont constitué un témoin interne valide (Figure 3). Il existe ainsi une 

différence significative (p=0,025) en termes d’aire de surface marquée du CD34 entre les deux 

zones (Figure 4C). Il n’existe pas de différence significative de densité de cellules tumorales 

dans les follicules entre les zones 1 et 2 (Figure 5A). Cependant, la densité tumorale n’est pas 

corrélée entre les deux zones (R=0.441 et p=0.873) (Figure 5B). Ces résultats soulignent donc 

tout de même une hétérogénéité de répartition intra patient. A l’inverse, la densité de cellules 

B non tumorales, beaucoup plus faible, est similaire (Figure 5C) et corrélée (Figure 5D) 

(R=0.9335 et p<0.0001) entre les deux zones. D’autre part, il n’existe pas de différence 

significative en terme de densité de lymphocytes T CD3 (Figure 6) aussi bien sur toute la 

surface analysée entre les deux zones (Figure 6A), que dans les zones folliculaires (Figure 6B) 

et inter-folliculaires (Figure 6C).  

Il n’existe pas de corrélation entre l’expression de Collagène 1A et la densité de cellules 

tumorales dans la zone 1 (R= 0,1066 ; p=0,6944) (Figure 7A) et dans la zone 2 (R= 0,4359 ; 

p=0,0915) (Figure 7B). En revanche, nous observons que le CD34 est corrélé avec la densité 

de cellules tumorales au sein de la zone 2 (R=0,5025 ; p=0,0399 ; Figure 7C). Ces résultats 

identifient un lien entre les cellules stromales exprimant CD34 et les cellules tumorales dans la 

zone 2, suggérant un rôle possible de ces cellules dans la lymphomagénèse de la zone 2. 
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Figure 3 : Analyse par immunofluorescence de ganglions de LF présentant deux zones tumorales distinctes intra 

et péri-ganglionnaires. Neuf marquages des 15 patients utilisés pour cette étude sont présentés ici et identifiés de 

A à I. Le microenvironnement stromal d’accompagnement est étudié avec l’anti CD21 (jaune) marquant les FDCs, 

l’anti-CD34 (rouge) marquant les FRCs extra ganglionnaires et les cellules endothéliales, et l’anti Collagène 1A 

(vert) marquant les FRCs et la capsule dans la niche tumorale intra-ganglionnaire (1) et la niche péri-ganglionnaire 

(2). Un grossissement est réalisé pour chacun des patients au niveau la capsule séparant les deux zones observées 

(représentée par la ligne en tiret-pointillé) avec le marquage anti CD34 en rouge. 
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Figure 4: Quantification des marqueurs stromaux. Les aires de surface ont été quantifiées suite à un marquage 

par immunofluorescence dans les zones 1 et 2 inter-folliculaires par des anticorps ciblant le Collagène 1A (A) et 

le CD34 (C), et dans les zones 1 et 2 intra-folliculaires, avec l’anticorps ciblant le CD21 (B). Analyse pairée avec 

un test de Wilcoxon (*p<0,05 ; ** p<0,001). (n=15) 
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Figure 5: Quantification des cellules tumorales CD20pos BCL2pos (A) et des cellules B non tumorales CD20pos 

BCL2neg (C) dans les régions intrafolliculaires des zones 1 et 2 après un marquage par immunofluorescence. 

Corrélation de Pearson et régression linéaire entre les pourcentages de cellules tumorales (B) et non tumorales (D) 

dans les zones 1 et 2. (n=15) 
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Figure 6: Quantification des lymphocytes T CD3+ sur l’ensemble des zones 1 et 2 analysées (A), dans les zones 

intrafolliculaires (B) et interfolliculaires (C). (n=15). 

 



Résultats     Organisation in situ de la niche tumorale du LF 

  

  

- 180 - 

Figure 7: Corrélation de Pearson  entre la densité en cellules tumorales et le pourcentage d’aire de surface marquée 

par l’anti Collagène 1A  dans la zone 1 (A) puis dans la zone 2 (B) et par l’anti CD34 dans la zone 2 (C). (n=15) 

 

Afin de mieux caractériser les zones 1 et 2, des analyses d’expression génique dans 

chaque zone ont été réalisées après microdissections laser.  

2. Caractérisation transcriptionnelle du microenvironnement des zones 1 et 2 
 

a) Méthode 

 

Les blocs FFPE concernant les patients sélectionnés ont fait l’objet de coupes sériées (3 

µm d’épaisseur) puis d’un déparaffinage avec incubation 1 min dans 4 bains successifs de 

xylène et une réhydratation avec de l’éthanol pur. Des capsules coatées avec un film 

thermosensible ont ensuite été positionnées au-dessus des zones d'intérêts, l'appareil dirigeait 

ensuite le laser IR à travers la capsule pour coller le film sur les zones d'intérêts précédemment 

sélectionnées à l’aide d’une coloration puis d’un scannage rapide de la lame. Le laser UV a 

ensuite effectué la dissection des zones de tissus. Enfin, lors du soulèvement de la capsule, les 

cellules fixées au film thermosensible sont récupérées. La capsule adhérant au matériel d’intérêt 
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pouvait ensuite être incubée directement dans la solution de lyse destinée à extraire l'ADN et 

l'ARN. L’ARN et l’ADN ont ensuite été extraits avec les kits d’extraction prévus à cet effet 

(54300 Norgen FFPE DNA/RNA-Purification). L’ARN de chaque zone a été séquencé avec la 

technologie NanoString en utilisant le panel de sondes PAN CANCER 360 pour une étude 

exploratoire sur trois patients pour les deux zones. Les résultats de séquençage des 3 patients 

ont ensuite fait l’objet d’une normalisation par rapport à des gènes de ménage inclus dans le 

panel PAN CANCER 360 puis l’analyse a été effectuée de la manière suivante : un ganglion 

réactionnel a tout d’abord été utilisé afin de fixer un seuil témoin de l’hétérogénéité 

transcriptionnelle: deux zones aléatoires de ce ganglion ont été séquencées et le seuil résiduel 

pour lequel il n’existait pas de variation d’expression de gènes entre les deux zones a été mesuré 

à 1,5 (Figure 8). De ce fait, pour l’ensemble des zones 1 et 2 des tissus de LF analysés, tout 

gène dépassant le seuil résiduel de |1,5| dans la zone 1 ou dans la zone 2 était considéré comme 

d’expression hétérogène entre les deux zones tumorales (Figure 9). 

 

Figure 8 : Régression linéaire de l’expression des gènes ciblés par le panel CANCER 360 entre deux zones 

aléatoires d’un ganglion réactionnel. La ligne rouge correspond au seuil résiduel fixé pour lequel il n’est pas 

considéré de variation d’expression génique entre les deux zones. 



Résultats     Organisation in situ de la niche tumorale du LF 

  

  

- 182 - 

Figure 9 : Régression linéaire de l’expression des gènes ciblés par le panel CANCER 360 entre les zones 1 et 2 

des 3 ganglions de LF analysés. La ligne rouge correspond au seuil résiduel fixé pour lequel il n’est pas considéré 

de variation d’expression entre les deux zones : 1,5. 

b) Résultats  

 

Le rapport d’expression de ces gènes a ensuite été reporté sur une heatmap (Figure 10), 

montrant les gènes surexprimés ou sous-exprimés communs au sein des trois patients.  



Résultats     Organisation in situ de la niche tumorale du LF 

  

  

- 183 - 

 

Figure 10: Heatmap présentant les rapports des résidus d’expression de chaque gène résultant de l’analyse par 

régression linéaire entre la zone 1 et la zone 2 de chaque patient (A, E et M)  
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Les gènes d’intérêt sur- ou sous-exprimés dans la zone 2 par rapport à la zone 1 chez 

les trois patients ont ensuite été validés en Biomark Q-PCR sur 9 patients (parmi les 15 inclus 

dans notre analyse et comprenant les 3 patients précédemment analysés avec la technologie 

NanoString), confirmant un enrichissement des gènes identifiés en NanoString dans les zones  
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Figure 11 : Heatmap présentant les log2 fold change des valeurs d’expression (delta CT) des gènes sur ou sous 

exprimés en Q-PCR (Biomark) dans la zone 2 par rapport à la zone 1 pour 9 patients.  

1 et 2.  

Ainsi dans la zone 2, pour les 9 patients analysés on observe une up régulation des gènes 

associés aux CAFs: PLA2G2A, POSTN, FAP, COLL1A, PDGFRA, CD34, SFRP4, CCL2, IL6 ; 

aux TBRCs et FDCs : NGFR, BAFF ; aux  plasmocytes : PRDM1 ; aux  lymphocytes T : 

CD8A ; aux macrophages : SIRPA, ATF3, DAB2, APOE, CCR2,CD163, SPARC. 

 

3. Etude de la relation tumeur/TME dans les follicules péri-ganglionnaires 

tumoraux  
 

Une limite de notre étude précédente étant que les zones sélectionnées comprenaient 

aussi bien les zones inter-folliculaires qu’intra-folliculaires, nous avons entrepris d’étudier 

exclusivement les zones intra-folliculaires, enrichies en cellules tumorales, au sein des zones 1 

et 2. Afin d’appréhender le phénotype tumoral et la composition du microenvironnement de ces 

follicules, nous avons réalisé en  étude pilote, une étude transcriptomique des follicules des 

zones 1 et 2 grâce à la technologie Digitale Spatial Profiling (DSP) sur un patient indépendant 

de la cohorte précédemment étudiée. 

a) Méthode 

 

Un tissu ganglionnaire de LF provenant d’un patient sélectionné indépendamment de la 

cohorte examinée précédemment et comportant une zone tumorale intra-ganglionnaire et une 

zone tumorale péri-ganglionnaire a ainsi fait l’objet de coupes sériées afin de délimiter les zones 

intra et extrafolliculaires à l’aide des anticorps d’immunofluorescence CD3, CD20, SMA 

(Smooth Muscle Actine). Dans cette expérience, sur la coupe sériée consécutive, les ARNs 

tissulaires ont été hybridés à des oligonucléotides couplés à des sondes photo clivables (codes-

barres), qui ont ensuite été libérées par exposition séquentielles aux UVs. Ces codes-barres ont 

été ensuite analysés quantitativement et qualitativement afin d’obtenir l’expression 

transcriptomique in situ des zones d’intérêt. Dans cette technique, plusieurs sondes sont 

conçues pour chaque gène à différents endroits des zones transcrites en ARN permettant ainsi 

la quantification de chaque ARNm, même si le transcrit complet n'est plus intact (du fait de la 

dégradation du matériel génétique par le prétraitement FFPE). Le ciblage de régions dans 

l'ensemble du transcrit offre ainsi la possibilité de cibler des ARN partiellement dégradés, des 
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ARN non codants et les isoformes d'épissage. Les codes-barres attachés aux sondes du panel 

CTA (Cancer Transcriptome Atlas) sont conçus pour être compatibles avec une plateforme 

standard de séquençage. Une fois le séquençage réalisé, les comptes font l’objet d’une 

normalisation, après une correction du bruit de fond à l’aide de sondes dites «négatives», la 

méthode de normalisation utilisée est la méthode du troisième quartile. 

 

b) Résultats 

 

En analysant les 10% de gènes les plus variants sur trois follicules de chaque zone, nous 

avons tout d’abord confirmé une surexpression dans la zone 2 des gènes observés en Q-PCR et 

avec la technologie NanoString. Ces gènes sont associés aux macrophages: SRFP4, SPARC, 

ATF3, CD68, CD163, CCL2, APOE ; aux CAFs: COLL1A2, POSTN, FAP ;  aux lymphocytes 

T: CD8A ; et aux plasmocytes: PRDM1 (log2 FOLD change > 0.5, Adj pvalue>0.5) (Figure 

12). Au-delà, on  identifie en plus une surexpression de certains gènes de FDCs: CLU, VCAM1, 

NGFR-1 ; de lymphocytes T: IFNG, IDO1, PD1, GRMK ; de plasmocytes: IRF4, de 

macrophages: IL6, CCL13, CCL5, SIRPA, MFGE8, et de CAFs: PLA2G2A, CD34 (déjà 

identifié en protéine) (log2 FOLD change > 0,5, Adj pvalue>0.5) (Figure 12). En parallèle, 

nous identifions une sous-expression de gènes associés à la mobilité et l’activation des 

lymphocytes : CCL21, CXCL13, CCR7, IL7R, TNFSF9, GZMB, CXCL5, CCL21, CCR7, HLA-

DRA, FCER2 ; à la prolifération et au cycle cellulaire : TP53, MYC, MKI6, MAPK1 ; aux 

macrophages: MARCO, au métabolisme : FUT8, PKM, ALDOA, ALDOC, LDHB, PKL1, CYBB 

dans cette même zone 2(log2 FOLD change < -0,5, Adj pvalue>0.5)  (Figure 13).  
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Figure 12 : Heatmap correspondant aux expressions en log2 fold change des 5% de gènes les plus surexprimés 

dans zone 2 par rapport à la  zone 1. 
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Figure 13 : Heatmap correspondant aux expressions en log2 fold change des 5% de gènes les moins exprimés 

dans la zone 2 par rapport à la zone 1 
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4. Discussion 
 

Dans cette étude, nous avons ainsi analysé les différences transcriptomiques entre deux 

zones tumorales anatomiquement distinctes en caractérisant une niche tumorale jusqu’alors 

jamais étudiée : la niche péri-ganglionnaire du LF.  

Nous avons observé dans la zone 2 une expression plus intense de gènes associés aux 

CAFs par rapport à la zone 1 : PLA2G2A, FAP, SRFP4, COLL1A, CD34, POSTN. Nous avons 

également observé une augmentation significative de l’expression protéique de Collagène 1A 

et de CD34 dans la zone 2. Il a été montré que PLA2G2A est surexprimé dans la transition des 

ASCs en phénotype CAFs  429. La périostine est d’autre part impliquée dans les phénomènes de 

progression tumorale dans les CAFs 430. La protéine d'activation des fibroblastes (FAP) 

déclenche l'induction d'un sous-type de CAFs caractérisé par un phénotype inflammatoire 

dirigé par l'activation de STAT3 et par une signature d'expression génique associée à 

l'inflammation  régulée entre autre par CCL2 431. Les analyses d'expression génique dans le 

cancer du sein ont révélé que les CAFs sont caractérisés par plusieurs profils transcriptomiques 

distincts définis sous le terme de clusters. Une forte expression de SFRP4 est associée au cluster 

4, ainsi qu’au sous-groupe de myofibroblastes ("myCAF"), précédemment identifiés dans les 

fibroblastes FAP+ du cancer du pancréas. Les myCAF expriment également Collagène 1A2 432. 

Il a été montré que la densité de collagène participe aux qualités immunosuppressives des 

macrophages de type M2 d’une part, et d’autre part, que les macrophages et les lymphocytes 

ont une meilleure mobilité sur les fibres formées par le collagène 1A 433. Le collagène 1 favorise 

également le processus d'invasion, car les cellules tumorales et les macrophages se déplacent 

environ dix fois plus vite sur ces structures que sur le stroma lui-même 433. Ici, la densification 

du réseau de collagène 1A pourrait bloquer l’infiltration lymphocytaire TCD8 en périphérie des 

follicules 325. Nous avons également constaté une augmentation de l’expression de CD34 

exprimé par les cellules stromales entourant les follicules, dans la zone 2. Cette expression était 

fortement corrélée à la présence de cellules tumorales au sein des follicules. Le précurseur de 

ces celllules stromales adoptant une organistion de FRCs reste inconnue dans cette étude. 

Cependant, il est tentant de spéculer que ces cellules sont originaires des ASCs CD34+, 

physiologiquement présentes dans le tissu adipeux et connues pour se différencier en cellules 

stromales lymphoïdes de type FRCs 118.  
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La zone 2 est également caractérisée par une expression accrue de GRMK, IL6, CCL2, CCL5, 

ATF3, APOE, MFGE8, CCL13, CCR2, DAB2, CD163, SIRPA par rapport à la zone 1. 

Granzyme K produit par les lymphocytes T CD8 incite les cellules stromales à produire des 

molécules effectrices pro-inflammatoires, notamment IL-6, CCL2 et ROS. Le recrutement des 

MATs est médié par des chimiokines, telles que CCL2 et CCL5 348,350. CCL2 est d’ailleurs une 

des principales chemokine dérégulées dans les CAFs de LF 79,377. Des travaux ont révélé que 

l’expression de ATF3 dans les macrophages favorisait leur migration et l'expression du 

phénotype M2 via la voie de signalisation Wnt/β-caténine 434. De la même manière, parmi les 

gènes surexprimés dans la zone 2, APOE codant pour l’Apolipoprotéine E, et MFGE8 

permettent la polarisation des macrophages vers un phénotype M2 435,436 . CCL13 serait associé 

aux macrophages de type M2 également 437. La phosphoprotéine Disabled Homolog 2 (codée 

par DAB2) est fortement exprimée dans les MATs infiltrant les tumeurs. Les MATs exprimant 

DAB2, principalement localisés le long du front d'invasion de la tumeur, participent au  

recyclage des intégrines, au remodelage de la MEC dans les tumeurs solides 438. Nous pouvons 

observer (Figure 14 A et B) que la zone 2 semble présenter un infiltrat plus abondant que la 

zone 1 en macrophages exprimant SPARC et DAB2 (Figure 14 C et D). De manière 

intéressante, les CAFs de cancer du poumon dépendent de FAP pour sécréter des ligands de 

CCR2, comme CCL2, CCL7 et CCL13, afin d'induire le recrutement de TAMs CCR2 +, puis 

de faciliter la polarisation des TAMs CCR2 + infiltrés vers le phénotype M2 439. FAP clive 

sélectivement le collagène de type I, ce qui entraîne une augmentation de l'adhésion des 

macrophages 440. Nous observons une forte expression de Collagène 1A dans les zones positives 

pour FAP et DAB2, appuyant l’hypothèse que FAP pourrait faciliter l’établissement de ces 

macrophages dans les zones inter folliculaires (Figure 15 A et B). Des études plus précises de 

quantification une chorte de patients seront nécessaires pour affirmer cette hypothèse. Le 

récepteur scavenger de l'hémoglobine (CD163) est exprimé principalement par les 

macrophages de type M2 347 et a été décrit comme étant associé au pronostic dans le LF 359. La 

molécule CD47 est une protéine membranaire largement distribuée sur les surfaces 

membranaires de diverses cellules, y compris les cellules tumorales. Son ligand, la protéine 

régulatrice du signal alpha (SIRPα), est une protéine membranaire principalement exprimée par 

les macrophages, les interactions directes de  SIRPα  et CD47 inhibent la phagocytose par ces 

derniers. D’autre part, les cellules CD14+SIRPαhi seraient immunosuppressives en inhibant 

l’activité cytotoxique T dans le LF 441. CXCL5 majoritairement produit par les macrophages de 

type M1 442, est sous exprimé dans la zone 2.  
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Figure 14 : Immunofluorescence montrant dans la zone 2 (A avec DAPI et B sans DAPI) et 1(C avec DAPI et D 

sans DAPI) les follicules tumoraux bordés par les macrophages exprimant DAB2 (jaune) et SPARC (rouge), et le 

stroma exprimant FAP en vert. 

 

SPARC, un régulateur du dépôt et de l'organisation du collagène a été trouvé exprimé 

non seulement dans les follicules de la zone 1 mais aussi dans les zones médullaires 

paratrabéculaires envahies de LF et de DLBCL et peut donc représenter un élément régulateur 

commun dans la moelle et le ganglion 318. La délétion de Sparc chez la souris est associée à un 

assemblage défectueux du collagène et à une perte du signal inhibiteur des neutrophiles 443. 

SPARC a été trouvé chez les patients atteints de LF précoce 443. Cette protéine semble plus 

exprimée dans la zone 2 (Figure 14). L’ensemble de ces données suggère que la zone péri-

ganglionnaire est enrichie en TAMs de type M2 au contact de CAFs particuliers.  

Une surexpression du gène PLA2G2A de la phospholipse A2 catalysant l'hydrolyse des 

phospholipides en acides gras suggère que la reprogrammation du métabolisme lipidique joue 

un rôle important dans le processus de lymphomagénèse de la zone 2 444. D’autre part, nous 

observons une sous expression de gènes liés au métabolisme du glucose  tels que FUT8, PKM, 

ALDOA, ALDOC, LDHB, PKL1, CYBB 445 ainsi qu’une diminution des gènes associés à la 

prolifération  et au cycle cellulaire : C-MYC, TP53, MAP3K1, KI67. Il existe également une 

diminution d’expression du gène de l’apoptose CASP3. Les cellules adipeuses peuvent 

fonctionner comme des intermédiaires de la signalisation endocrine et paracrine, influençant le 

métabolisme des acides gras des cellules cancéreuses 446. 
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Figure 15 : Immunofluorescence montrant dans la zone 2 les cellules stromales dans les zones inter-folliculaires 

exprimant Collagène 1A en vert (A) exprimant FAP en vert (B et C) et co-localisant avec les macrophages 

exprimant DAB2 (jaune) et SPARC (rouge) vert (B et C). 

En effet, il existe un réseau d'interactions dans lequel les adipokines sécrétées stimulent 

les cellules cancéreuses pour qu'elles libèrent des exosomes contenant des facteurs pro-

lipolytiques tels que le miRNA-144 et le miRNA-126, qui favorisent la lipolyse dans les 

adipocytes adjacents par l'activation de la signalisation AMPK et l'induction de l'autophagie 

447,448. En fin de compte, l'augmentation de la lipolyse et la libération d'acides gras libres 

modifient fondamentalement les dépendances métaboliques des cellules cancéreuses en 

induisant l'absorption de lipides exogènes et la β-oxydation pour l'approvisionnement en 

énergie 448,449. L'absorption et le piégeage des acides gras extracellulaires constituent également 

un important mécanisme compensatoire permettant aux cellules cancéreuses de maintenir leur 

demande en lipides dans des conditions de stress métabolique. Alors que la phosphorylation 

oxydative est considérée comme la principale source de métabolisme énergétique dans des 

conditions normales d'oxygène, les cellules cancéreuses s'appuient de préférence sur la 

glycolyse pour générer de l'ATP. Ce phénomène est appelé glycolyse aérobie ou « effet 

Warburg » 450,451. Il correspond à un shunt du glycogène au cours duquel le glucose métabolisé 

à partir du glycogène (plutôt qu’à partir du glucose absorbé) contribue à la production d'ATP 

par la glycolyse ou, dans un scénario inverse, l'ATP généré par la glycolyse est utilisée pour la 

synthèse du glycogène. L’ATP sera ainsi majoritairement produite lors de la transformation du 

pyruvate en lactate plutôt qu’au cours de la phosphorylation oxydative. C-MYC induit presque 

toutes les enzymes impliquées dans la glycolyse comme GLUT, la HK-II, la pyruvate kinase et 

la LDH; favorisant ainsi l'effet "Warburg" dans le cancer 452. De manière intéressante, une étude 

récente utilisant un modèle de lymphome à cellules B induit par C-Myc a établi un lien entre 

C-Myc et GSK3b. D'autre part, la délétion conditionnelle du BCR a entraîné l'activation de 

GSK3b et l'expression de gènes régulés par Myc 453, soulignant la relation étroite entre le 
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métabolisme et la signalisation de survie dans les cellules de lymphome. Dans la zone 2, les 

gènes associés à la glycolyse et impliqués dans l’effet Warburg sont diminués, en association 

avec des gènes de la prolifération et du cycle cellulaire, suggérant des modifications 

métaboliques au sein du tissu adipeux. 

 On rapporte que TP53 est muté dans environ 20% des LF transformés et/ou en rechute, 

mais dans moins de 5% des LF avant traitement. La disparité de la prévalence rapportée des 

mutations TP53 au moment du diagnostic par rapport à la transformation/récidive suggère que 

des sous-populations mutées TP53, trop minoritaires pour être détectées, pourraient être 

présentes au moment du diagnostic dans les tumeurs destinées à la rechute 454. La diminution 

de l’expression de TP53 dans la niche tumorale péri ganglionnaire suggère que cette population 

minoritaire pourrait être hébergée dans ce type de microenvironnement. Afin de confirmer cette 

hypothèse, nous souhaiterions effectuer une analyse par NGS capture sur l’ensemble des zones 

1 et 2 des 15 patients analysés afin d’identifier une différence de fréquence allélique concernant 

les mutations les plus fréquemment observées dans le LF. En effet, les différences 

phénotypiques observées dans le microenvironnement des deux zones pourraient répondre à 

des sous clones de nature différente. Il est cependant difficile d’anticiper la nature des mutations 

propres aux 2 zones tumorales, à la vue des résultats actuels. En effet, la plupart des mutations 

connues pour moduler le microenvironnement influencent fortement les interactions entre les 

cellules tumorales de LF et les TFHs et nous avons peu de gènes modulés dans la zone 2 

supposant des fortes modifications dans ces interactions. Cependant, ici, les interactions entre 

les cellules tumorales et les cellules FDCs semblent renforcées avec une hausse de l’expression 

de CLU et de VCAM-1 dans la zone 2. Les mutations de EZH2, ont été décrites comme 

améliorant ces interactions au profit de celles avec le compartiment TFH. Il faut cependant 

souligner que cette mutation survient précocement dans la lymphomagénèse. Nous ne nous 

attendons de ce ne fait pas à autre chose qu’une différence de fréquence allélique minime.  

De manière intéressante, nous observons également une surexpression de gènes associés 

aux plasmocytes : IRF4 et PRDM1 455. La surexpression de gènes plasmocytaires dans un 

contexte où la proportion de B tumoraux intrafolliculaires est identique suggère une plasticité 

du phénotype tumoral avec une localisation préférentielle putative des B de LF engagés vers la 

voie pré-plasmocytaire dans cette zone. Le microenvironnement stromal et macrophagique 

dans la zone 2 semble imposer une mobilité lymphocytaire réduite (de par la diminution de 

production des chimiokines CXCL13 et CCL21 en comparaison à la zone 1). 
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Globalement, la zone 2 pourrait héberger des cellules tumorales dont les stades de 

maturation s’apparentent aux plasmocytes, présentant une mobilité réduite, une diminution du 

métabolisme du glucose et des capacités prolifératives moindres. Des travaux complémentaires 

de validation protéique et de séquençage génétique  sur de nouveaux échantillons, permettront 

de confirmer cette hypothèse. 

Nous avons également observé une surexpression des gènes CLU, NGFR1, VCAM-1, 

BAFF montrant un renforcement des interactions entre les cellules tumorales et les cellules 

stromales de type FDCs ou TBRCs 228. BAFF et VCAM-1 sont décrits comme induisant une 

meilleure survie des cellules tumorales dans le LF 222,373. Notre équipe a récemment démontré 

que l'expression de VCAM-1 et clusterine étaient augmentées dans les cellules B et stromales 

dérivées de LF 117,326,456,457. La surexpression de la clusterine par les cellules stromales suggère 

une adhésion forte entre les cellules B de LF et les cellules stromales. En outre, la clusterine, 

qui est induite par l'IFN-γ (augmenté ici dans la zone 2) dans le lymphome de Hodgkin 458, est 

considérée comme une molécule régulatrice du stress oxydatif empêchant l'apoptose cellulaire 

(CAPS3 est ici diminué dans la zone 2)  456.  

Le microenvironnement immun dans la zone 2 est également modulé avec une sur 

expression des gènes IFNG, IDO1, PD1, ainsi qu’une sous expression des gènes TRDC, 

TNFSF9, CCL21, CCR7, IL7R, GRZB, HLA-DR, CD8A. Il a récemment été décrit dans le LF, 

que les TFH augmentaient l’expression d'IFN-γ et que les cellules B de LF augmentaient  

l’expression du récepteur  IFN-γR. Il est intéressant de noter que l'IFN-γ induit une réduction 

de l'expression de CD44 par les cellules de LF. Cette protéine est connue pour réguler leur 

adhésion sur les cellules stromales et pour favoriser leur accumulation dans les follicules, 

limitant ainsi leur recirculation et leur migration 459. De plus, dans un contexte inflammatoire 

non tumoral l'IL-6 favorise l'expansion des cellules T CD4+ sécrétant de l'IFN-γ. Lors de la 

stimulation par l'IFN-γ, les cellules stromales mésenchymateuses expriment l'enzyme 

indoleamine 2,3-dioxygenase (codée par IDO) 460, activant une voie effectrice 

immunosuppressive clé dans la tolérance des cellules T périphériques et qui est également 

associée à une inhibition de la prolifération des B normaux et tumoraux 214. Ce phénomène 

pourrait être associé au caractère quiescent des cellules tumorales de la zone 2. En outre, les 

cellules B de LF perdent spécifiquement leur capacité à induire l'expression de HLA-DR en 

réponse à l’IFN-, et ce quel que soit le statut mutationnel de CREBBP 457, ce qui pourrait 

expliquer la concordance d’un taux élevé d'IFN-γ avec une expression restreinte d’HLA-DR 
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dans la zone 2. Cette altération de l'expression de HLA-DR sur les cellules B de LF affecte leur 

capacité de présentation de l'antigène et pourrait participer à l’échappement tumoral.  

Les diminutions des expressions de CCL21, CCR7 et de TDRC, IL7R, CD8 et GRZB 

sont en faveur d’un moindre recrutement/amplification des lymphocytes T cytotoxiques. 

Ainsi, au cours de notre étude, nous avons exploré et caractérisé pour la première fois une 

toute nouvelle niche tumorale dans le tissu adipeux péri ganglionnaire au sein de laquelle les 

cellules tumorales semblent adopter un stade de maturation plus avancé dans la différentiation 

plasmocytaire. Elles semblent plus quiescentes, par une diminution de leur métabolisme et de 

leur prolifération et interagir avec un microenvironnement immun immunosuppressif, un 

microenvironnement macrophagique associé aux MATs de type M2. Leur lien avec les FDCs 

semble renforcé et les cellules stromales péri folliculaires semblent adopter un profil de type 

CAFs. Il reste maintenant à savoir en quoi ce microenvironnement est influencé par le profil 

génétique des cellules tumorales de la zone 2. 
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Figure 16: Représentation de la modulation des interactions entre les lymphocytes B tumoraux de LF et 

sa niche tumorale au sain de la zone 2. Les lymphocytes B de LF (FL-B CELLS) voient une diminution de leur 

prolifération et de leur métabolisme due en partie à la polarisation des cellules stromales par IDO et IFNg produits 

par les lymphocytes T CD8 qui expriment des niveaux moindres de facteurs impliqués dans une activité 

cytotoxique. Les cellules stromales ASCs sont polarisées en phénotype de type CAF, en périphérie du follicule, 

certainement de par la production de TGFb par les cellules tumorales. De même, Le collagène 1A est clivé par 

FAP pour permettre le recrutement de macrophages de type M2 qui sont polarisés et recrutés grâce à la production 

d’IL6, de CCL2, et de CCL5 par les cellules stromales stimulées par Granzyme K produit par les lymphocytes T8. 

La mobilité des cellules tumorales est diminuée dans cette niche avec une diminution de production de CCR7, 

CCL21, CXCL13. Les macrophages de type M2 expriment SIRPalpha qui bloque l’activité de phagocytose des 

cellules B tumorales de LF ainsi que l’activité T cytotoxique.
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Discussion des résultats et perspectives 
 

Au cours de mon travail de thèse, j’ai tenté de mieux comprendre les interactions entre 

les cellules stromales et les lymphocytes B tumoraux de LF, tout d’abord grâce à la 

caractérisation et l’utilisation d’un modèle d’étude in vitro en 3D. Ce modèle d’étude permet 

une organisation cellulaire autonome car sans « échafaudage » en présence de cellules du 

microenvironnement. Nous avons montré qu’il était possible d’étudier les voies de signalisation 

impliquées dans ces interactions et d’identifier des cibles thérapeutiques en extrayant et en triant 

ces cellules à l’issue de la culture pour réaliser des études transcriptomiques. Nous avons réalisé 

la preuve de concept que ce modèle permettait de cultiver des cellules primaires de LF, avec 

des cellules stromales primaires. Par ailleurs, ce modèle semble être un modèle idéal pour le 

test de diffusion et d’efficacité des molécules thérapeutiques.  

Nous avons d’autre part également initié la caractérisation d’une niche tumorale dans le 

LF jusqu’alors jamais explorée, hébergeant des cellules tumorales au caractère quiescent, 

avancées dans une différentiation plasmocytaire, et interagissant avec un microenvironnement 

stromal et macrophagique rappelant des CAFs et les MATs associés au tumeurs solides. 

A. Vers une meilleure caractérisation des niches stromales de LF : 
  

1. La dépendance d’une lignée lymphomateuse B pour le stroma en 3D: 
 

Dans le modèle d’étude 3D, le phénomène de dépendance de la lignée cellulaire DOHH2 

pour les cellules stromales Restos (TSCs) reproduit une des caractéristiques des lymphocytes 

B tumoraux de LF. Cette observation introduit une question essentielle concernant le 

mécanisme de survie de cette lignée en 3D. En effet, ces cellules se cultivent sans stroma in 

vitro dans des conditions très reproductibles en 2D à une concentration de 100 000 cellules par 

ml. Dans l’article présenté plus haut, nous avons en partie répondu à cette question en réalisant 

des essais de culture en condition limitantes, de manière à ne cultiver qu’une seule cellule par 

puit (à la concentration de 5 cellules par ml) à l’initiation de la culture. Nous avons 

parallèlement augmenté progressivement le nombre de cellules en culture par puit sans pour 

autant obtenir de véritable amplification après la mise en culture de 10 cellules par puits, soit, 

50 cellules par ml  (Figure supplémental 2) 461. Ces résultats montrent que cette lignée 

encapsulée dans de telles conditions, ne peut survivre de manière autonome. Nous n’avons 
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cependant pas testé l’encapsulation des DOHH2 à des concentrations élevées dès l’initiation de 

la culture pour confirmer cette donnée. Ainsi, cette lignée nécessite d’être cultivée à une 

certaine concentration cellulaire de départ, pour proliférer et survivre, suggérant des signaux 

d’activation et de survie engagés par l’adhésion des cellules entre elles ou la production de 

facteurs solubles. Il serait intéressant d’observer le comportement des cellules B primaires de 

LF également dans les mêmes conditions. En effet, nous n’avons pas testé l’encapsulation des 

cellules primaires de LF sans stroma, étant limités en nombre de cellules primaires pour les 

expériences et ayant supposé que ces cellules ne survivraient pas sans la présence de stroma en 

3D, comme c’est le cas en 2D. Cependant, nous avons vu plus haut dans l’introduction que les 

cellules tumorales de LF peuvent être retrouvées dans la circulation sanguine, sans pour autant 

voir leur survie altérée sans stroma, au contraire, les forces de compression relatives au flux de 

la circulation sanguine augmenteraient des voix de signalisation du BCR impactant sur les 

signaux de survie cellulaire, de prolifération et d’activation 391. Les cellules B de LF requièrent 

donc probablement lorsqu’elles sont isolées des forces de compression mécaniques pour les 

maintenir en vie, ou, comme observé dans notre modèle de co-culture en 3D, des signaux de 

survie induits par les interactions avec le stroma. Ces résultats sont à mettre en perspective avec 

les observations réalisées dans les deux niches tumorales intra et extra ganglionnaire. En effet, 

comme vu précédemment dans l’introduction, les cellules de LF peuvent être retrouvées dans 

la circulation sanguine, dans la moelle, dans le ganglion. Cependant dans chaque compartiment, 

des forces de compression variables s’appliquent sur ces cellules: dans le ganglion, la rupture 

capsulaire suggère un manque d’adaptation du ganglion aux forces de compression exercées 

par la croissance du compartiment tumoral. L’impact de ce phénomène sur les cellules B de LF 

pourrait tout à fait être étudié dans notre modèle 3D en « post confluence des cellules », lorsque 

la capsule d’alginate est dilatée au point de se rompre, suite à la prolifération des cellules 

tumorales au contact des cellules stromales. Dans la moelle, les cellules de LF évoluent dans 

un espace contraint par les travées osseuses, mais ne comblent que très rarement l’ensemble de 

la logette 77 et survivent finalement dans un espace adipeux, dont on peut spéculer que les forces 

de compression soient plus faibles que dans le ganglion. De la même manière, dans la niche 

extra ganglionnaire ; les cellules évoluent dans un espace tissulaire sans capsule, limitant les 

contraintes mécaniques. De mon point de vue, ce phénomène de contraintes mécamiques est 

déterminant dans le comportement des cellules tumorales de LF et leur survie, et ce, 

indépendament la concentration/densité des cellules. D’ailleurs, nous n’avons pas observé de 

différence de densité cellulaire tumorale ou lymphocytaire T sur 15 patients entre les zones 

intra et extra ganglionnaires, et ces densités cellulaires n’étaient d’ailleurs pas corrélées entre 
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les deux zones pour les 15 patients, suggérant que la concentration/densité cellulaire n’est pas 

le facteur déterminant du switch métabolique et de la prolifération moindre observés dans la 

zone extra ganglionnaire. Finalement, dans la moelle, comme dans la niche péri-ganglionnaire, 

les cellules prolifèrent moins, et semblent adopter un mécanisme de quiescence. Ainsi, dans les 

niches comportant des forces de compression moindres, on peut imaginer que les interactions 

B stroma soient renforcées pour maintenir un effet supportif plus important, ce qui pourrait 

expliquer l’augmentation d’expression de l’intégrine VCAM-1 et de CLU dans les follicules 

péri-ganglionnaires signalant une adhésion plus importante au stroma. De ce fait, sans pour 

autant affirmer formellement que les contraintes mécaniques soit le seul facteur impactant la 

survie, la prolifération, le métabolisme et les interactions avec le stroma des cellules tumorales, 

il n’est pas aberrant de supposer qu’elles influent largement sur leur comportement. 

2. Un modèle d’étude qui permet d’étudier et de caractériser les FRCs dans 

l’ensemble des niches stromales du LF  
 

 Nous avons également observé dans le modèle de co-culture en 3D que les interactions 

B/stroma étaient menées par des modifications des voies de signalisations impactant le cycle 

cellulaire, avec notamment la voie de signalisation impliquant P53, MYC, et la voie 

TGF/SMAD3461. Il est important de souligner que nous avons co-cultivé avec les DOHH2 dans 

ce modèle des cellules stromales primaires d’amygdales de patients, dont la différentiation est 

assimilée à celle des FRCs d’amygdale78 et de ganglion. Dans la niche tumorale ganglionnaire 

de LF, notre équipe a démontré que les cellules tumorales présentent des capacités 

d’interactions plus importantes, ainsi qu’une meilleure survie avec les FRCs physiologiques 

qu’avec les FDCs physiologiques, amenées à disparaitre ou se dédifférencier au cours de la 

lymphomagénèse117 (Figure 1). Cette co-culture semble ainsi majoritairement mimer les 

interactions B/FRCs au sein de la niche intra ganglionnaire de LF. D’ailleurs, il existe une 

implication active de la voie de signalisation de MYC ainsi qu’une régulation du cycle 

cellulaire, dans les interactions B/stroma dans le modèle 3D qui sont clairement retrouvées 

modulées entre les deux niches tumorales intra et extra ganglionnaires. 
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Figure 1: A) Heatmap montrant le nombre d’interactions bidirectionnelles entre les cellules B de LF et les sous-

populations stromales telles qu’évaluées à l’aide du référentiel CellPhoneDB . B) Les cellules B de LF ou les 

cellules B CG ont été co-cultivées pendant 7 jours ou 2 jours, respectivement, en présence ou en l’absence (milieu) 

de CD49a + PDPN (=podoplanine) + LSCs (FRCs) ou CD49a- PDPN+ LSCs avant de compter les lymphocytes 

viables (DAPI) par cytométrie de flux. Les couleurs représentent des expériences indépendantes (n = 8). *p < 0,05, 

**p < 0,01 (Mourcin et al). 

Nous savons d’autre part que les cellules stromales de type CAF sont majoritairement 

induites dans les tumeurs solides par la production de TGFb 462. Notre hypothèse première quant 

à l’origine des FRCs présentes dans la niche tumorale du tissu adipeux serait qu’elles 

proviendraient de la polarisation des ASCs CD34+. Ces cellules sont des précurseurs des 

cellules stromales du tissu adipeux 118. Notre équipe a récemment démontré que les cellules 

tumorales de LF étaient à l’origine d’une production importante de TGFb et de TNF171, 

suggérant que les ASCs du tissu adipeux encore non différenciées pourraient être polarisées en 

cellules stromales de phénotype CAF (phénotype suggéré par les résultats présentés plus haut 

dans les résultats) par ces facteurs grâce à la présence de cellules tumorales de LF. Pour vérifier 

cette hypothèse, nous pourrions co-cultiver dans notre modèle 3D les ASCs, avec les cellules 

tumorales primaires de LF et étudier après extraction des cellules stromales, leur phénotype. En 

revanche, les cellules stromales de type FRCs dans la structure ganglionnaire initiale étant déjà 

polarisées, le phénotype pourrait rester relativement conservé, et résister plus facilement à une 

induction de type CAF par la production de TGFb et de TNF par les cellules tumorales. Il est 

vrai que nous n’avons pas réussi à montrer de véritable modulation phénotypique des Restos 

(TSCs) dans le modèle 3D au contact des DOHH2 aussi bien au niveau transcriptomique (par 

Q-PCR) que protéique (datas non publiées). Notre équipe a récemment montré une 

surexpression de CCL21 et de CCL19 par les FRCs et les FDCs dans les ganglions de LF117. Il 

serait intéressant de tester leur expression dans le système de co-culture 3D par un test ELISA, 

ce que nous n’avions pas réalisé. Dans ce même modèle, nous pourrions étudier le 

comportement des BMSCs (cellules stromales mésenchymateuses de la moelle) en étudiant 

d’une part leur induction phénotypique au contact des cellules primaires de LF et d’autre part, 

leurs interactions avec ces dernières. Nous pourrions par ce biais caractériser spécifiquement 



 

  

  

- 203 - 

l’impact des différentes niches stromales sur les cellules B de LF et tenter de comprendre leurs 

interactions. D’autre part, le compartiment macrophagique pourrait constituer un acteur 

pertinent du microenvironnement dans ce modèle, la faisabilité d’une tri-culture en 3D ayant 

déjà été démontrée 397. 

Finalement dans ce modèle il est possible de caractériser les interactions B/FRCs dans le 

LF, dans les trois niches tumorales : la moelle osseuse, le ganglion, le tissu adipeux péri-

adipeux. 

 Il convient cependant de mentionner une limite dans la caractérisation stromale de la niche du 

tissu adipeux péri-ganglionnaire: dans notre cette étude de la caractérisation des FRCs CD34+ 

qui a été réalisée en immunofluorescence, nous avons quantifié l’expression du CD34 dans les 

zones 1 et 2 : le CD34 est également exprimé par les cellules endothéliales. Il conviendrait donc 

de réaliser une étude supplémentaire de la quantification du CD34 sur les cellules stromales 

entre les deux zones en excluant les cellules endothéliales CD34+ à l’aide d’un autre anticorps 

spécifiquement exprimé par les cellules endothéliales, comme le CD31, par exemple. 

Cependant, pour un patient, j’ai tenté de caractériser la vascularisation entre les deux zones. 

(Figure 2). L’observation réalisée a été que les vaisseaux dans la zone 2 seraient plus nombreux 

mais plus petits que dans la zone 2 (Figure 2b et 2c), en revanche, l’aire totale de la surface  

Figure 2 : Quantification des aires de surfaces marquées par le CD31 en immunofluorescence et représentation 

grâce à une échelle de couleur, pour la zone 1 (A) et pour la zone 2 (B).Représentation graphique pour la zone 1 

(bleu) et pour la zone 2 (orange) du nombre de vaisseaux en fonction de leur surface analysée sur une coupe 

histologique en 2D. (n=1) 
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occupée par les vaisseaux entre les zones 1 et 2 est équivalente. Ces résultats seraient en accord 

avec une néoangiogénèse tumorale induite par l’installation de la tumeur dans la zone 2. Il 

conviendrait cependant de réaliser cette étude sur un nombre plus élevé de patients. D’autre 

part, même si les résultats attendus semblent relativement évidents pour un pathologiste, il 

conviendrait de réaliser tous les marquages réalisés sur les cellules stromales dans du tissu 

adipeux péri-ganglionnaire non envahi par les cellules tumorales, afin de confirmer la 

spécificité du microenvironnement de cette niche formée par la tumeur.  

Enfin, concernant les différences stromales phénotypiques des FRCs entre les deux niches 

tumorales étudiées, il faut également mentionner une modulation de l’organisation  

architecturale du stroma: en effet à l’aide d’un pan-marqueur de stroma : la podoplanine, nous 

avons observé qu’il existait non seulement plus d’expression de cette protéine dans la zone 2, 

mais surtout que le réseau stromal était extrêmement densifié dans dans la zone 2, de part  

l’existence d’un maillage plus dense formé par les pseudopodes des cellules stromales (Figure 

3). Cette organisation a sans nul doute un impact majeur sur l’organisation de ces deux niches 

stromales qu’il serait intéressant d’étudier aussi bien en 3D in vitro en co-cultivant soit les 

ASCs, soit les Restos (TSCs) avec les cellules primaires de LF, qu’in vivo par des marquages 

in situ sur ganglion tumoral transparisé par la méthode CLARITY (Figure 4). 

Enfin, concernant les différences entre les deux niches tumorales étudiées, il faut 

également mentionner que l’organisation architecturale du stroma semble modulée: en effet à 

l’aide d’un pan-marqueur de stromal :  podoplanine, nous avons observé qu’il existait non 

seulement plus d’expression de cette protéine dans la zone 2, mais surtout que le réseau stromal 

était extrêmement densifié, de part l’existence d’un maillage plus étroit formé par les 

pseudopodes des cellules stromales. Cette organisation a sans nul doute un impact majeur sur 

l’organisation de ces deux niches stromales qu’il serait intéressant d’étudier aussi bien en3D in 

vitro dans le modèle 3D de billes d’alginate en co-cultivant soit les ASCs, soit les Restos (TSCs) 

avec les cellules primaires de LF, qu’in vivo par des marquages in situ sur ganglion tumoral 

transparisé par la méthode CLARITY (Figure 4). Comme indiqué figure 4, on peut aborder 

l’hétéogénéité intra folliculaire des FDCs de LF juste de par leur organisation architecturale au 

sein du follicule. 
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Figure 3 : Organisation du réseau stromal au sein de la zone 1 et de la zone 2 : Marquage par immunofluorescence 

du CCL21 en rouge et de la podoplanine en bleu dans les zones 1 (A) et 2 (B). Représentation du maillage formé 

par le réseau de podoplanine et de l’orientation dans l’espace en 2 dimensions des pseudopodes induits (représentés 

par une échelle de couleur dans les zones 1 (C) et 2 (D). Représentation du nombre de pseudopodes induits par 

cellules stromales et du nombre de connections pour chacune d’entre elles, dans chaque zone, en fonction de leur 

surface totale. (n=1) 
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Figure 4 : (A) Immunofluorescence représentant le stroma et les vaisseaux au sein des follicules tumoraux de LF 

par un marquage Collagène IV (rouge). Ces images ont été obtenues après transparisation d’une coupe épaisse de 

5 mm grâce à la méthode CLARITY (B) Représentation avec une échelle de couleurs du nombre de connections 

dans les 3 dimensions entre les pseudopodes formés par les cellules stromales au sein du follicule tumoral de droite 

représenté en A. (n=1). 

 

3. Les FDCs dans le LF : pourquoi leur hétérogénéité nous échappe t-elle 

encore: 
 

Notre équipe et d’autres ont  identifié une hétérogénéité inter patients  des FDCs (Figure 

5A) ; mais également une hétérogénéité intra-patient (Figure 5B et 5C) entre les follicules du 

ganglion, ainsi qu’une hétérogénéité intra folliculaire (Figure 5B)117,380. La perte de 

polarisation  relative du CG  dans le LF 305 n’empêche donc pas une hétérogénéité de répartition 

des FDCs, ainsi que de la formation de leur réseau et de leur organisation, comme  nous pouvons 

le constater Figure 5 117.  Nous n’avons pas identifié de différence en termes de quantification 

de l’anticorps de FDCs l’anti-CD21 entre les deux zones, suggérant que le degré 

d’hétérogénéité des FDCs ne doit pas être étudié à l’échelle des deux niches tumorales intra et 

extra ganglionnaires, mais aux échelles folliculaire et intra folliculaire.  
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Figure 5 : (A) Les patterns de FDCs ont été classés en fonction de l'expression de CD21 par 

immunohistofluorescence. Les coupes de tissu de LF ont été marquées par l’anti CCL21 (rouge) et l’anti-CD21 

(blanc). Les noyaux ont été contre-colorés avec du DAPI (bleu). Barre d'échelle, 250 μm. Le réseau de CCL21 a 

été classé sur Tissu Micro Array (TMA) contenant 115 échantillons de LF en fonction de l'intégrité du réseau : 

dense, perturbé et absent. (B) Quantification de l'expression de CCL21 sur des sections de ganglions de LF et 

d'amygdales. À gauche : les sections de tissu ont été marquées par un anti- CCL21 (rouge) et CD21 (vert). Les 

noyaux ont été contre-colorés avec du DAPI (bleu). Barre d'échelle, 250 μm. À droite : analyse quantitative de 

l'expression de CCL21 sur TMA n= 115 LF et sur 18 amygdales. Les barres représentent la moyenne ± SD. ∗∗∗=p 

< 0.001.(C et D) Analyse de la colocalisation de CCL21 (rouge) et CD21 (vert) sur une section de LF (F) et sur 

une section d'amygdale (G). Barre d'échelle, 250 μm. Les encadrés représentent un plus fort grossissement (barre 

d'échelle, 50 μm). La couleur blanche indique la colocalisation entre CCL21 et CD21117 

 

Nous avons tenté de caractériser l’hétérogénéité intra folliculaire définie par les FDCs dans le 

LF avec la technologie DSP. Cependant, si nous identifions des différences en terme 

d’expression de gènes propres aux FDCs (NGFR-1, CXCL13, FCER2), aux TFHs (PD1, IL4, 

ICOS,), et au recrutement et à la différentiation des macrophages (CCL22, IL6, CCR2, MARCO, 

CD68) (Figure 7), dans les 5% de gènes les plus surexprimés dans la zone contenant les FDCs, 

nous observons très peu de gènes d’intérêt caractérisant véritablement un profil phénotypique 
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particulier des cellules B de LF répondant à ce microenvironnement. Ceci pourrait certainement 

être dû au fait d’un manque de sensibilité de la technologie DSP à mon sens pour quatre raisons : 

la première est que les sondes hybridées à chaque gène et couplées à un fluorophore ou un barre 

code seront reconnues et quantifiées sans amplification de signal. Ainsi, les différences 

minimes d’expression entre les deux zones très enrichies en cellules tumorales proches 

phénotypiquement risquent de ne pas être détectées. La deuxième, est que le panel de sondes 

est dédié uniquement à la détection de 1800 gènes, et certaines semblent plus destinées à l’étude 

des tumeurs solides que des lymphomes. La dernière raison est que j’avais entrepris la sélection 

de mes zones avec un anticorps anti-CD23. Or pour un autre projet,  j’ai observé que dans le 

LF, ce marqueur était perdu bien après le CD21 sur les FDCs, ainsi, j’ai peut-être sélectionné 

des zones de FDCs déjà avancées dans une dédifférentiation, rendant les zones contenant les 

FDCs CD23+ plus proches des zones CD23-, en terme de phénotype stromal et d’identité 

tumorale (Figure 6). 

 

 

Figure 6 : Représentation de la perte progressive des expressions de CD21, CD23 et NGFR-1 dans les follicules 

tumoraux du ganglion de LF (A) L’expression de CD21 en immunofluorescence est hétérogène dans les différents 

follicules du patient (vert). (B) Ce même patient présente encore des expressions de NGFR -1 (jaune) et CD23 

(bleu cyan) lorsque le CD21 est perdu (Immunohistochimie). (C) Analyse sur 105 patients de l’expression de 

CD21, CD23 et NGFR-1 dans les FDCs de LF. 

Ces résultats concordent avec le fait que la protéine CD23 (codée par FCER2) soit exprimée 

suite à une induction par IL4 463 qui est surexprimé dans la zone de FDCs (Figure 7). D’ailleurs; 

dans la zone extra ganglionnaire, il existe une diminution concomittente de l’expression de 

FCER2 et de IL4R dans les follicules par rapport à la zone intra-ganglionnaire (cf résultats). 
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Les rôles de NGFR-1 et de CD23 dans le LF restent cependant à déterminer. Il est important de 

noter que tous ces patients ne présentaient pas d’expression protéique en immunofluorescence 

de CD23 sur les cellules tumorales de LF.  

Une question qui se profile également concerne l’origine des FDCs dans la niche extra 

ganglionnaire. En effet la nature de leurs précurseurs et leur origine chez l’humain reste encore 

débattue dans le ganglion. Il a été démontré chez la souris qu’au cours de l’inflammation, ce 

sont les MRCs sous la capsule qui seraient capables de se différencier en FDCs119. Ces dernières 

seraient ensuite capables de migrer au centre des follicules pour former les follicules 

secondaires. Dans le lymphome angio-immunoblastique (LAI), on observe une prolifération 

caractéristique des HEVs entourés par une expansion des FDCs. Il a été suggéré que les cellules 

stromales entourant ces vaisseaux se différenciaient en FDCs après le recrutement local de 

TFHs  néoplasiques 464–466. Cette origine péri-vasculaire a déjà été identifiée dans la rate. De 

plus, il est bien établi que la LT (augmentée dans les TFH et les immunoblastes du LAI 467) 

et/ou le TNFα jouent un rôle crucial dans le maintien de la plupart des caractéristiques des 

FDCs 428. Dans le lymphome folliculaire, les FDCs perdent souvent leurs marqueurs de 

spécificité malgré un maintien intra folliculaire du compartiment TFH 468, et une production de 

TNF 457. Mais l'inhibition de la production de LT par les cellules B tumorales de LF pourrait 

conduire à la disparition des marqueurs de différentiation des FDCs 428, malgré la présence de 

TFHs. D’autre part, ces dernières n’ont jamais été cultivées in vitro, la perte de leur phénotype 

étant presque immédiate après leur mise en culture malgré la présence de TNF/LT (data non 

montrées), et aucune équipe n’a réussi à induire un phénotype stromal de type FDC en co-

cultivant des cellules tumorales de LF avec des précurseurs mésenchymateux.  L’ensemble de 

ces données suggère que des facteurs clés de leur polarisation nous sont encore inconnus, et 

que ces cellules auraient tendance à être déjà présentes à l’initiation de la niche tumorale, pour 

ensuite proggressivement disparaitre. Nous avons montré qu’il n’existait pas de différence 

d’expression du CD21 entre les deux zones 1 et 2. Nous savons cependant que la présence de 

FDCs dans la zone 1 est dûe au fait que ces dernières soient initialement physiologiquement 

présentes dans la structure ganglionnaire. Elles perdent ensuite progressivement leur 

différentiation. Une première hypothèse quant à la raison de la localisation des FDCs dans les 

follicules tumoraux du tissu adipeux serait que les follicules tumoraux dans la niche tumorale 

péri ganglionnaire seraient la conséquence de la colonisation de TLS (tertiary lymphoïdes 

structures) par les lymphocytes B de LF surexprimant de base le récepteur CCR7117. 
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Figure 7 : Représentation par une Heatmap des 5% des gènes les plus variants et surexprimés dans la zone intra-

folliculaire comportant des FDCs, sélectionnée par l’anti CD23 par rapport à la zone sans FDCs du même follicule. 

Analyse réalisée sur 3 follicules de LF du même patient.  

En effet, il serait tentant de spéculer que la présence de FDCs dans les follicules résulterait 

de la formation de follicules réactionnels formés initialement en périphérie de la tumeur, 

comme ils le seraient en périphérie d’une tumeur solide. Ces structures dans les tumeurs solides 

permettent de recruter de manière massive des lymphocytes T CD8 par la production de CCL21 

aux pourtours de la tumeur et seraient donc de bon pronostic lorsqu’elles sont dites « matures », 

c’est à dire qu’elle comprenent aussi bien des HEVs, des FDCs des DCs et des lymphocytes B 

et T avec une capacité de maturation antigénique par la présence de l’AID 469,470. Nous n’avons 

cependant pas vérifié la présence de HEVs et de CDs dans cette niche. 

Les TLS peuvent être présents dans la plupart des organes suite à une inflammation 

chronique ou au cours d’un processus de cancérogénèse. Dans ces strustures, il est identifié que 

les précurseurs seraient des LTo (lymphoide tissue organizers) et des cellules inductrices du 

tissu lymphoïde LTi (lymphoid tissue inducers). 

Les LTi ont été décrites pour la première fois chez la souris comme une population fœtale 

de cellules hématopoïétiques, essentielle à l'organogenèse lymphoïde secondaire 471–474. Les 

cellules LTi sont des cellules CD45+ CD4+ CD3- c-Kit+ interleukin 7 receptor-α (IL-7Rα)+ 

ID2+ RORγt+ qui dérivent d'un progéniteur commun trouvé dans le foie 475,476. La présence 

indispensable  des cellules LTi dans le développement des ganglions a été démontrée par 

l'absence totale de ganglions chez les animaux génétiquement déficients en gène requis pour le 

développement et la maturation des LTi : Rorc, qui code le facteur de transcription RORγt 

(retinoic acid receptor-related orphan receptor-γt), et Id2, qui code la protéine hélicoïdale 

inhibitrice de la liaison à l'ADN 2 (ID2) 477–479. La fonction des cellules LTi dans l'initiation du 

développement du ganglion dépend de leur expression de LTα1β2 123,476–479. Cependant, 

plusieurs études ont maintenant fourni des preuves soutenant l'idée que les TLS peuvent se 

développer en l'absence de cellules LTi. Marinkovic et ses collègues ont utilisé un modèle de 

souris dans lequel la surexpression de CCL21 dans la thyroïde entraîne la formation de TLS 480. 

La délétion de Id2 a entraîné l'absence de ganglion et de plaques de Peyer, mais n'a eu aucun 

effet sur le développement de TLSs dans la thyroïde des animaux surexprimant CCL21. Les 

auteurs ont montré que les cellules T CD3+ CD4+ matures étaient absolument nécessaires pour 

instruire le développement des TLS et ont suggéré que ces cellules interagissaient avec les CDs 

pour initier leur formation 480. De façon intéressante, les souris TNF/Rorc(γt)-/- démontrent le 
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développement non seulement de certains SLO mais aussi de TLS en l'absence de cellules LTi, 

à condition que la signalisation TNFα soit augmentée. Nous savons que les cellules tumorales 

de LF produisent des niveaux élevés de TNF et que la production de CCL21 117est augmentée 

dans les ganglions de LF, pouvant à l’initiation de la rupture capsulaire induire la formation de 

TLS. 

Cependant, la diminution des expressions de CCL21, de CXCL13 et l’augmentation du 

contexte immunosuppressif dans la zone extra ganglionnaire, montre soit que ces structures ont 

été remodelées suite au recrutement des cellules tumorales à partir de la structure ganglionnaire, 

soit que cette hypothèse est complètement erronée. 

Une autre hypothèse serait qu’un phénomène un peu similaire à celui de la niche tumorale 

de la moelle se produise: en effet dans la moelle, toute structure lymphoïde tertiaire ectopique 

comme décrit dans l’introduction se localiserait au centre des travées 481, ce qui n’est pas le cas 

des follicules tumoraux de LF qui sont de localisation paratrabéculaire et contiennent pourtant 

des FDCs. Il apparait donc peu probable que les cellules tumorales aient colonisé des TLS 

initialement formées dans la moelle. Dumontet et al suggère que des vésicules extracellulaires 

dérivées des cellules de LF (EV) polarisent à distance, à partir des ganglions tumoraux, les 

cellules stromales mésenchymateuses de la moelle osseuse non envahie chez les patients 

atteints de LF, leur conférant une signature transcriptomique associée à la voie signalisation 

canonique TGFβ-SMAD et non canonique TGFβ-p38 482. Il est suggéré que cette polarisation 

initiale des cellules stromales de la moelle par les vésicules extracellulaires permet une 

infiltration ultérieure des cellules de LF. D’autre part ; le TGFβ a été signalé comme étant un 

facteur clé de la quiescence des CSHs et notre équipe a montré que les cellules de LF dans la 

moelle présentaient une prolifération moindre, ainsi qu’une diminution de l’activité 

métabolique ; comme nous l’avons montré dans le tissu adipeux péri ganglionnaire. Ce serait 

secondairement les cellules tumorales qui polariseraient localement les précurseurs 

mésenchymateux par un mécanisme encore non identifié, et d’ailleurs, les co-cultures BMSCs/ 

B de LF n’ont en rien reproduit un phénotype spécifiquement FDC jusqu’à maintenant. Nous 

savons finalement peu de choses sur la différentiation des cellules stromales de type FDCs dans 

les niches adipeuses médullaire et péri ganglionnaire mais la capacité de mobilité des cellules 

stromales a bien été étudiée. En effet, les cellules stromales auraient de meilleures capacités de 

migration dans des milieux contenant une matrice extra cellulaire plus dense, comprimant le 

noyau et incitant l’activation de la voie Rock et des faisceaux d’actine 483 pour activer une 

migration plus rapide et plus efficace. Ce phénomène se produit probablement lors du 
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recrutement de cellules stromales FDCs à partir de la différenciation des MRCs dans les 

follicules réactionnels 119, suite à l’expansion du compartiment lymphocytaire dans 

l’inflammation. De ce fait, le recrutement des FDCs dans les structures extra ganglionnaires 

pourrait résulter de la migration des FDCs. Enfin, une dernière possibilité qui à mon sens 

s’avère être la plus probable serait une co-migration des cellules tumorales avec les FDCs. En 

effet ce phénomène a déjà été décrit dans les tumeurs solides grâce à la production de TGFb1484.  

Figure 8 : Immunofluorescence montrant des emboles tumoraux de cellules tumorales de LF au contact de 

cellulles stromales FDCs exprimant CD21.Les cellules endothéliales expriment CD34 en rouge, et l’ensemble des 

vaisseaux sont marqués par le marqueur collagène IV Les FDCs expriment CD21. Les cellules tumurales 

exprimant BCL2 et CD20 sont retrouvés dans les vaisseaux. Les flèches blanches indiquent le reseau de FDC au 

contact des cellules tumorales dans les vaisseaux (n=2) Echelle=100µm 
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Sur 15 patients analysés j’ai pu constater que les cellules tumorales de LF étaient co-

localisées dans les vaisseaux avec les cellules stromales FDCs (Figure 8). Ces images peuvent 

suggérer une co-migration des cellules tumorales et stromales vers la moelle et le tissu adipeux. 

Ce phénomène était reproduit chez 4 patients. D’autre part, j’ai observé de nombreuses images 

de follicules tumoraux infiltrant la capsule ganglionnaire comme observé Figure 9. 

 

Figure 9 : Immunofluorescence montrant les follicules tumoraux contenant des FDCs marqués par l’anti-CD21. 

La capsule est marquée par l’anti- CD34 et les FRCs par l’anti- collagène 1A et l’anti- CD34. Les noyaux sont 

marqués en bleu (DAPI) 

 

B. Deux niches microenvironnementales déterminant un profil 

d’expression tumoral particulier. 
 

Nous savons que la rupture capsulaire est à l’origine de cette invasion péri folliculaire, 

nous pouvons ainsi émettre deux hypothèses quant à l’ancienneté et l’agressivité des cellules 

tumorales évoluant au sein de ce microenvironnement adipeux: soit les cellules tumorales 

invasives sont des cellules comportant peu d’altérations génétiques, constituant plutôt des 

précurseurs, soit ces cellules sont des cellules à un stade tumoral avancé, ayant accumulé des 

anomalies génétiques au sein de la structure ganglionnaire initiale. Dans le ganglion, le plus 

ancien précurseur tissulaire identifiable des LFs est la néoplasie folliculaire in situ (FLIS), 
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définie comme la colonisation du CG par une population monoclonale de cellules B t(14;18)+ 

dans des tissus lymphoïdes par ailleurs réactifs 485,486. Le FLIS peut survenir de manière 

synchrone ou  métachrone avec le LF, mais peut également être trouvé chez des individus sans 

antécédent de lymphome 487,488. Le risque de progression semble être faible 488. Bien que le 

FLIS soit considéré comme une lésion précurseur, elle présente déjà des altérations génétiques 

drivers typiquement associées au LF, affectant en particulier les gènes modificateurs de la 

chromatine tels que CREBBP, et moins fréquemment KMT2D et EZH2 489–491. Des FLIS 

clonalement apparentées peuvent également être présentes même des années après la 

transformation maligne, représentant très probablement un sous-clone qui a divergé à un stade 

plus précoce de la maladie 492. Les précurseurs persistants, vraisemblablement plus résistants à 

la chimiothérapie, peuvent donc également jouer un rôle dans la rechute du lymphome. En effet, 

des études sur les rechutes de LF et de DLBCL ont montré que le lymphome primaire et le 

lymphome récidivant représentent souvent des sous-clones divergents qui sont apparus 

indépendamment à partir d'un progéniteur commun, ce qui soutient à nouveau l’hypothèse selon 

laquelle le contingent cellulaire agressif peut se développer directement à partir d'un précurseur 

CPC 493. L'existence de telles populations de progéniteurs a été illustrée dans deux tumeurs de 

LF clonalement apparentées apparaissant à la fois chez le donneur et le receveur après une 

transplantation de cellules souches hématopoïétiques et de DLI (donor lymphocytes 

infusion).282,294. Les lymphomes apparentés présentaient de multiples altérations communes, 

qui ont donc été acquises avant la transplantation. Du fait que les DLI présentaient des 

altérations génétiques retrouvées dans le LF des deux individus, on peut supposer que les CPCs 

présentent de grandes capacités de dissémination. En outre, les altéartions génétiques 

communes retrouvées également dans les CSHs des deux individus suggèrent que la moelle 

pourraient héberger ces précurseurs. Cette hypothèse rejoind le fait que les CPCs soient 

apparentés au stade de maturation des lymphocytes B mémoire 494 et il est tentant de spéculer 

que cette niche adipeuse puisse héberger, à l’image de la moelle, ou des follicules de FLIS des 

précurseurs avec un potentiel d’agressivité. Pour répondre à cette question, nous avons 

caractérisé les transcriptomes de 2 follicules réactionnels (1 patient) et de 3 follicules de FLIS 

(1 patient), par DSP pour les comparer à 3 follicules tumoraux du tissu adipeux (1 patient) et 3 

follicules tumoraux (1 patient) dans la structure intra ganglionnaire. Nous avons ensuite analysé 

les 5% de gènes les plus variants. Les points communs observés entre les follicules de FLIS et 

les follicules de la zone 2, par rapport à la zone 1 sont une diminution de l’activité et de la 

présence de l’environnement T cytotoxique (CD8A, TDRC, TNFSF9, CCR7, BTLA, IL7R, 

GRZB, HLA-DR, CCL21, MARCO), une diminution de MYC, un fort environnement FDC like 
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avec la surexpression des gènes CLU, V-CAM1, mais une diminution de CXCL13 (Figure 10 

et 11). Enfin, de manière intéressante, il existe une surexpression de CD27, un marqueur de 

différentiation des lymphocytes B mémoires dont il serait intéressant de confirmer qu’il s’agit 

bien d’une augmentation du compartiment des lymphocytes tumoraux au stade B mémoire. 

L’ensemble de ces données suggère que ce microenvironnement est propice pour permettre 

l’établissement de la tumeur aussi bien dans les follicules de FLIS que dans les follicules 

tumoraux du tissu adipeux péri ganglionnaire, formés très probablement après la tumeur 

développée dans la structure ganglionnaire. D’autre part, l’existence de cellules tumorales au 

stade de lymphocyte B mémoire peut faire suggérer la présence de CPCs dans cette niche 

adipeuse. 
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Figure 10 : Heatmap correspondant aux expressions en log2 fold change des 5% de gènes les plus variant et les 

plus exprimés dans zone 2 par rapport à la zone 1 et analyse de l’expression de ces gènes dans 3 follicules tumoraux 
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de FLIS et 2 centres germinatifs physiologiques. 
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Figure 11: Heatmap correspondant aux expressions en log2 fold change des 5% de  gènes les plus variants et les 

moins exprimés dans zone 2 par rapport à la  zone 1 et analyse de l’expression de ces gènes dans 3 follicules 

tumoraux de FLIS et 2 centres germinatifs physiologiques. 
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Figure 12: Représentation de la modulation des  interactions entre les lymphocytes B tumoraux 

de LF et sa niche tumorale au sain de la zone 2. Représentation de la modulation de certains de 

ces gènes dans le FLIS par rapport à la zone 1. Les lymphocytes B de LF (FL-B CELLS) voient une 

diminution de leur prolifération et de leur métabolisme due en partie à la polarisation des cellules stromales par 

IDO et IFNg produits par les lymphocytes T CD8 qui expriment des niveaux moindres de facteurs impliqués dans 

une activité cytotoxique. Les cellules stromales ASCs sont polarisées en phénotype de type CAF, en périphérie du 

follicule, certainement de par la production de TGFb par les cellules tumorales. De même, Le collagène 1A est 

clivé par FAP pour permettre le recrutement de macrophages de type M2 qui sont polarisés et recrutés grâce à la 

production d’IL6, de CCL2, et de CCL5 par les cellules stromales stimulées par Granzyme K produit par les 

lymphocytes T8. La mobilité des cellules tumorales est diminuée dans cette niche avec une diminution de 

production de CCR7, CCL21, CXCL13. Les macrophages de type M2 expriment SIRP alpha qui bloque l’activité 

de phagocytose des cellules B tumorales de LF. 

C. Perspectives 
  

Suite à ces résultats, nous devons considérer que les CPCs peuvent être finalement 

protégés par un microenvironnement spécifique modulé par les différentes lignes 

thérapeutiques pour faciliter la rechute ou la transformation (Figure 12). La rechute est un 

phénomène fréquemment observé dans le LF après 6 à 7 ans de survie sans progression. D’autre 

part nous savons actuellement que la réponse aux thérapeutiques est largement influencée par 

l’expression phénotypique, modulée par le microenvironnement au-delà des altérations 

génétiques 425,426. Il a été identifié en effet, une diminution de l’activité immunosuppressive, 

ainsi qu’une diminution de la densité en lymphocytes pouvant persister jusqu’à deux ans après 

chaque ligne de chimiothérapie 495–497. La survie sans progression diminue après chaque ligne 

thérapeutique additionnelle 498,499.Les thérapies ciblées comme l’anti CD20 rituximab 

augmentent les phénomènes de cytotoxicité à médiation cellulaire (ADCC) par les cellules NK 

sur les cellules tumorales. En revanche, son efficacité est largement dépendante de l’abondance 

ainsi que de la nature de l’environnement immun 500,501. Ce traitement détourne en revanche le 

rôle des macrophages CD163+ du microenvironnement vers une cytotoxicité dépendante de la 

médiation cellulaire 361,502, inversant le pronostic initialement défavorable d’un 

microenvironnement riche en macrophages. Les inhibiteurs de la PI3K (qui rééduquent les 

macrophages vers un phénotype anti-tumoral 503) présentent une efficacité significative dans le 

LF récidivant/réfractaire, et trois d'entre eux sont actuellement approuvés aux États-Unis : 

l'Idelalisib, le Copanlisib et le Duvelisib 504–506. Il a d’autre part été montré que les FDCs et les 

macrophages augmentent la dépendance de la tumeur à BCL-XL et MCL-1 ou à BFL-1, 

respectivement, ce qui limite l'activité cytotoxique de l'inhibiteur de BCL-2 Venetoclax 507,508. 

L'Idélalisib  rétabli cette dépendance à BCL-2, ainsi que l'activité du Venetoclax 506. D’autre 

part, par des mécanismes complémentaires, le Lénalidomide et le Rituximab induisent une 

cytotoxicité à médiation immunitaire vis-à-vis ds cellules tumorales. Le Lénalidomide en 
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monothérapie chez les patients en rechute entraîne une augmentation de l'activation et de la 

prolifération des cellules NK et des lymphocytes T, ainsi qu'une amélioration de la formation 

des synapses immunitaires. L'association du Lénalidomide et du Rituximab entraîne une 

augmentation de l'apoptose tumorale 509 ainsi qu’une efficacité de la réponse effectrice T 510. 

La thérapie anti-PD-1 avec le Pembrolizumab fonctionne chez les patients en rechute qui 

présentent une population lymphocytaire T « épuisée » exprimant TIGIT, en restaurant leur 

phénotype actif par le biais du co-récepteur CD28 dans la réponse au traitement 511. Ces 

résultats soulignent l’importance, pour l’efficacité thérapeutique, de connaître la nature du 

microenvironnement macrophagique, stromal et T sans négliger l’hétérogénéité des différentes 

niches et ce finalement dès l’initiation de la prise en charge. Le test de ces thérapies dans le 

modèle de billes d’alginate mimant la niche tumorale extra-ganglionnaire semble pertinent et 

ouvre la perspective d’évaluer un microenvironnement tumoral probablement propice à 

l’hébergement de CPCs suceptibles d’entrainer la rechute ou la transformation de la maladie 

dès le diagnostic. 
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Titre :  Interactions des cellules tumorales B et des cellules stromales dans le lymphome folliculaire :  
une question menée par des concepts d'hétérogénéité tumorale et micro environnementale.
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Résumé : Le lymphome folliculaire est l'un des exemples 
paradigmatiques des cancers dépendant d'un 
microenvironnement tumoral spécifique. Il comprend notamment 
des fibroblastes associés au cancer (CAF) émergeant de la 
reprogrammation des cellules stromales lymphoïdes ou de 
leur(s) précurseur(s) dans le ganglion et la moelle. Les cellules 
stromales dans le lymphome folliculaire soutiennent directement 
la croissance des cellules B malignes et orchestrent la niche 
tumorale en contribuant, par un dialogue bidirectionnel, au 
recrutement et à la polarisation d'autres sous-populations 
immunitaires. Une meilleure compréhension des voies de 
signalisation et des mécanismes moléculaires responsables du 
remodelage des cellules stromales et de la cinétique de ce 
dernier seraient utiles pour définir de nouveaux marqueurs 
prédictifs et de nouvelles approches thérapeutiques dans ce 
cancer encore incurable. Les modèles in vitro récapitulant les 
forces biomécaniques, le microenvironnement cellulaire et 
l'organisation spatiale des lymphomes B restent rares, alors que 
tous ces paramètres constituent des éléments clés déterminants 
dans la lymphomagenèse et la résistance aux médicaments. En 
utilisant une méthode microfluidique basée sur l'encapsulation 
de cellules dans des microsphères d'alginate perméables, nous 
avons développé un nouveau modèle 3D incorporant des 
cellules B de lymphome, de la matrice extracellulaire et/ou des 
cellules stromales d’amygdale. 

Nous avons montré que les cellules de lymphome B étaient 
capables de former des sphéroïdes cohésifs résultant de la 
surexpression des composants de la matrice extra-cellulaire.De 
plus, dans ce modèle, les cellules stromales s’auto-organisent 
pour initier la prolifération des cellules tumorales. La culture 3D 
induit une résistance à l'agent chimiothérapeutique classique 
doxorubicine, mais pas à l'inhibiteur de BCL2 ABT-199, 
identifiant cette approche comme un modèle in vitro pertinent 
pour comprendre l’activité des agents thérapeutiques . L'analyse 
RNAseq a mis en évidence des modulations des voies de 
signalisation similaires à celles observées dans les cellules 
primaires de lymphome folliculaire. Enfin, notre modèle a permis 
la survie à long terme in vitro de cellules B primaires de 
lymphome folliculaire. Nous proposons ainsi un nouveau modèle 
3D imitant la niche tumorale du lymphome et permettant 
d'étudier la relation dynamique entre les cellules tumorales et 
leur microenvironnement pour les tests de nouveaux 
médicaments anticancéreux. En parallèle, nous avons pour la 
première fois, initié la caractérisation d’une niche tumorale 
jusqu’alors jamais explorée dans le lymphome folliculaire, située 
dans le tissu adipeux péri-ganglionnaire. Dans cette niche, les 
cellules tumorales évoluent au contact de cellules stromales 
adoptant un phénotype CAF associé aux tumeurs solides, et de 
macrophages associés aux tumeurs de phénotype M2. 

Title : B-stroma interactions in follicular lymphoma, a question led by concepts of 
tumor and microenvironmental heterogeneity.
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Abstract: Follicular lymphoma is the most prototypical B-cell 
lymphoma that depends on a specific tumor microenvironment, 
including cancer-associated fibroblasts (CAFs) arising from the 
reprogramming of lymphoid stromal cells or their precursors in 
the lymph node and bone marrow. Stromal cells in follicular 
lymphoma directly support the growth of malignant B cells and 
orchestrate the tumor niche by contributing, through a 
bidirectional dialogue, to the recruitment and polarization of 
other immune subpopulations. A better understanding of the 
signaling pathways, molecular mechanisms and kinetics of 
stromal cell remodeling would be instrumental in defining new 
predictive markers and therapeutic approaches in this still 
lethal malignancy. In vitro models capturing the biomechanical 
forces, cellular microenvironment and spatial organization of B-
cell lymphomas remain scarce, while all these parameters are 
key determinants of lymphomagenesis and drug resistance. 
Using a microfluidic method based on cell encapsulation in 
permeable alginate beads, we developed a new 3D model 
incorporating lymphoma B cells, extracellular matrix and/or 
tonsil stromal cells. We showed that B-cells were able to form 
cohesive spheroids resulting from the overexpression of 
extracellular matrix components. 

Furthermore, in this model, stromal cells self-organize to initiate 
tumor cell proliferation. The 3D-culture induced resistance to the 
classical chemotherapeutic agent doxorubicin, but not to the 
BCL2 inhibitor ABT-199,  identifying this approach as a relevant 
in vitro model to evaluate the activity of some? therapeutic 
agents. RNAseq analysis revealed modulations of signaling 
pathways similar to those observed in primary follicular 
lymphoma cells. Finally, our model supported long-term survival 
of primary follicular lymphoma B cells. We thus propose a new 
3D-model mimicking the lymphoma tumor niche and allowing for 
the study of the dynamic relationship between tumor cells and 
their microenvironment and the testing of new anticancer drugs. 
In parallel, we have for the first time initiated the characterization 
of a tumor niche never explored before in follicular lymphoma, 
located in the peri-nodular adipose tissue. In this niche, tumor 
cells evolve in close contact with stromal cells adopting a CAF 
phenotype associated with solid tumors, and macrophages 
presenting with M2 phenotype. Also, T cells expressed an 
immunosuppressive signature and tumor cells adopt there a 
quiescent metabolic profile and a plasma cell differentiation.




