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Avant-Propos 

Le système immunitaire est constitué d’un ensemble d’organes, de tissus et de cellules spécialisés qui 

coopèrent afin d’assurer la défense d’un organisme vivant. Chacun de ces éléments possède une 

fonction précise, et ensemble, ils participent au maintien de l’homéostasie cellulaire et permettent la 

dégradation et l’élimination d’agents pathogènes. 

En cas d’intrusion d’un pathogène dans l’organisme, la réponse immune se déploie en deux temps. 

Une première réponse, très rapide et non spécifique, fait intervenir les acteurs de l’immunité innée. 

Ces acteurs sont cellulaires avec l’intervention des cellules NK (pour Natural Killer), des macrophages 

ou encore des mastocytes. Les barrières physiques telles que la peau ou les muqueuses constituent 

également des acteurs importants de l’immunité innée. Ensuite, la seconde ligne de défense, appelée 

immunité adaptative, intervient. Bien qu’elle prenne plus de temps à être mise en place, elle est plus 

précise et efficace puisqu’elle s’adapte au pathogène rencontré. Les lymphocytes T, responsables de 

la réponse à médiation cellulaire, et les lymphocytes B, acteurs de la réponse humorale via la 

production d’anticorps, sont les deux types cellulaires qui interviennent dans cette phase adaptative. 

Contrairement à la réponse innée, la réponse adaptative est à l’origine de l’acquisition d’une mémoire 

immunitaire qui permet une réaction plus rapide et plus efficace lors de rencontres ultérieures avec le 

même pathogène.  

Pour fournir une réponse spécifique, les lymphocytes exercent des remaniements géniques leur 

permettant d’exprimer à leur surface un récepteur spécifique de l’antigène : le TCR (pour T Cell 

Receptor) pour les lymphocytes T et le BCR (pour B Cell Receptor) pour les lymphocytes B. Chez la 

cellule B, le BCR correspond à une immunoglobuline (Ig) de surface, de même spécificité que sa forme 

sécrétée (anticorps). Le lymphocyte B est capable de produire une grande variété d’Ig à partir de 

seulement 3 loci grâce à des remaniements géniques qui se produisent à différents moments de son 

développement. Bien qu’il constitue une caractéristique unique de la cellule B et qu’il soit impératif à 

la mise en place d’une réponse adaptée, ce dernier point présente un risque pour l’intégrité du génome 

de la cellule B et peut entrainer l’émergence de pathologies telles que les leucémies ou les lymphomes.   

Il est ainsi crucial que les remaniements géniques des loci d’Ig soient précisément régulés afin d’éviter 

les anomalies génétiques potentielles. Les régions cis-régulatrices des loci d’Ig, telles que la région 

EµMARs et la région régulatrice en 3’ (3’RR), sont responsables de la coordination ordonnée de ces 

évènements. Dans le cadre de ma thèse, j’ai exploré le rôle de ces régions dans l’organisation du 

génome de la cellule B à différentes échelles et leur implication dans le maintien de l’intégrité du 

génome.  A l’aide de plusieurs modèles murins présentant des délétions totales ou partielles de 

chacune de ces deux régions, nous avons exploré par un ensemble de techniques innovantes 

l’adressage du locus IgH au sein du noyau, son accessibilité et la formation de boucles nécessaires au 
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bon déroulement des remaniements géniques. Nous nous sommes également intéressés au rôle des 

régions régulatrices et de l’organisation du noyau dans le maintien de l’intégrité du génome de la 

cellule B.  
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C L

V L

CH2

CH3

VH

CH1

S S- -

S S- -

S S- -S S- -

Région Variable 
à Reconnaissance de l’antigène 

Région Constante
à Propriétés effectrices

Chaîne lourde

Chaîne légère

Site de liaison
à l’antigène

Région 
charnière

CDRs

Figure 1 : Structure d’une immunoglobuline
Exemple d’une IgG constituée de 2 chaînes lourdes (bleu), chacune constituée d’un domaine variable (VH)
et de trois domaines constants (CH1, CH2 et CH3) et de 2 chaînes légères (orange), comprenant chacune
un domaine variable (VL) et un seul domaine constant (CL). Les domaines CH1 et CH2 sont séparés par la
région charnière permettant l’association des 2 chaînes lourdes par formation de ponts disulfures et
conférant la flexibilité à l’Ig. Les régions V (H+L) contiennent trois régions hypervariables nommées CDR 1
à 3 (« Complementary determining region »). La chaine lourde et la chaine légère s’associent grâce à la
formation de pont disulfure.
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Partie I. Immunoglobulines : de la protéine aux gènes 

I.1. Les immunoglobulines 

Une immunoglobuline (Ig) est une glycoprotéine de taille importante (≈150 KDa). Elle est constituée 

de deux chaines lourdes (H, Heavy) et de deux chaines légères (L ; Light), identiques entre elles 

(Edelman, 1973) (Figure 1). L’Ig peut être membranaire, et en association avec l’héterodimère Ig/Ig, 

forme le BCR (B cell receptor). Elle peut également être sécrétée sous forme soluble et est alors appelée 

anticorps.  

Les chaines lourdes sont associées entre elles par deux ponts disulfures et chaque chaine lourde est 

également associée à une chaine légère par un pont disulfure. Chacune des chaines lourdes est 

composée d’un domaine peptidique variable (VH) et d’au moins trois domaines constants (CH1, CH2 

et CH3). Une région charnière est présente entre les domaines CH1 et CH2 des Ig, excepté dans le cas 

des IgM et des IgE. Ces dernières conservent tout de même des propriétés flexibles grâce à la présence 

d’un domaine CH additionnel (CH4) (Padlan, 1994) (Figure 1). Les chaines légères sont également 

constituées d’un domaine peptidique variable (VL) mais ne contiennent qu’un seul et unique domaine 

constant (CL). 

Les domaines variables de l’Ig sont impliqués dans la reconnaissance antigénique, notamment via des 

régions peptidiques hypervariables nommées CDR1, CDR2 et CDR3 (CDR pour Complementary 

Determining Region). Les CDR sont elles-mêmes cernées par quatre régions charpentes FR1, FR2, FR3 

et FR4 (FR pour Framework). Les domaines CL ne porteraient qu’une fonction structurale alors que les 

domaines CH sont, quant à eux, porteurs des propriétés effectrices de l’Ig. Ces propriétés effectrices 

dépendent de la classe d’Ig, qui peut donc être de cinq types différents : IgM, IgD, IgG, IgA et IgE.  

Les IgM sont les Ig produites en première intention suite à une stimulation antigénique, elles possèdent 

un haut pouvoir agglutinant des micro-organismes et constituent une première ligne de défense à part 

entière. Les IgD sont produites notamment lors d’infection bactérienne alors que les IgE sont plutôt 

produites lors d’infestation parasitaire et sont également incriminées dans certains processus 

allergiques. Les IgA jouent un rôle important dans l’immunité mucosale. Enfin, les IgG sont le sous-type 

le plus fréquent et sont impliquées dans la défense contre de multiples antigènes. Elles sont produites 

lors de réponses antivirales, antibactériennes et antiparasitaires (Schroeder and Cavacini, 2010). 

Les différentes fonctions sont permises par la variabilité des domaines CH qui composent les différents 

isotypes. Ces domaines CH peuvent être responsables du recrutement de certaines cellules 

immunitaires, comme les macrophages, qui possèdent à leur surface des récepteurs (nommés FcR) 



Loci des chaines légères
A.

Igl
El2-4 El3-1

lRE2

lRE1

lRE3

Vl2Vl3 Vl1Jl2 Jl4 Jl3 Jl1Cl2 Cl4 Cl3 Cl1

Figure 2 : Représentation schématique des loci des immunoglobulines
A. Loci des chaines légères
B. Locus des chaines lourdes
C. Détail d’un segment CH, ici exemple de Cg2b constitué de 3 exons CH, suivi de l’exon de sécrétion S et

de deux exons de membranes M

Locus des chaînes lourdes (IgH)B.
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reconnaissant ces domaines (Davies and Metzger, 1983). Les cellules peuvent ainsi jouer leur rôle et 

initier l’élimination du pathogène reconnu par l’anticorps. Le système du complément peut également 

être activé par les Ig : il permet une attaque directe membranaire du pathogène via l’action d’une 

cascade protéique.  

I.2. Les gènes d’Ig 

Une Ig est codée par des gènes complexes localisés sur des chromosomes distincts. Ainsi la chaine 

lourde est codée par le locus IgH alors que la chaine légère peut être codée par les loci Ig ou Ig. Ces 

loci possèdent des points communs, notamment la présence de segments V (Variabilité) et J (Jonction), 

des segments C (Constants) ainsi que des éléments cis-régulateurs. Le locus IgH se distingue néanmoins 

des deux autres par la présence de segments D (Diversité). La structure germinale de ces loci est 

détaillée ci-après. 

I.2.1. Loci des chaines légères (IgL) 

I.2.1.1.  Le locus Ig 

Chez la souris, le locus Ig est localisé sur le chromosome 16. Il occupe 200 kilobases (kb) et contient 

3 segments V, 4 segments J qui, réarrangés, forment la région VL de l'Ig et 4 segments C (dont C4 

qui n’est pas fonctionnel). Ces segments  sont organisés de façon particulière avec une scission en 

deux groupes contenants chacun des segments V, J et C (Figure 2A) :  

- V2 – V3 – J2 – C2 – J4 – C4  
- V1 – J3 – C3 – J1 – C1 

Souvent, les réarrangements opérés lors de la recombinaison VJ se font entre des segments V et J 

proches, notamment entre V2 / V3 et J2 ou V1 et J3 (Carson and Wu, 1989; Storb et al., 1989). 

Les deux groupes de gènes sont séparés par deux éléments cis-régulateurs : E2-4 et RE3. Après le 

deuxième groupe de gènes, trois autres éléments cis-régulateurs analogues sont également présents: 

E3-1, RE2 et RE1 (Hagman et al., 1990; Predeus et al., 2014). Chez la souris, seulement 5% des 

cellules B expriment une chaine légère de type  (Arakawa et al., 1996; Engel et al., 1999).  

I.2.1.2. Le locus Ig 

Le locus Ig est beaucoup plus grand que le locus Ig et s'organise différemment. En effet, il s’étend 

sur 3 Mégabases (Mb) sur le chromosome 6 chez la souris. Il se compose d’une succession de 176 

segments V dont un peu moins d’une centaine sont fonctionnels, de 5 segments J dont 4 

fonctionnels et d’un seul et unique segment constant C (Giudicelli et al., 2005; Schlissel, 2004). Ce 
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locus est aussi caractérisé par la présence de divers éléments cis-régulateurs (Figure 2A). Initialement, 

ce sont trois régions régulatrices qui ont été décrites. De 5’ en 3’, la première, localisée en amont de 

C, est MiE. Elle se compose d’une région d’attachement à la matrice (MAR pour Matrix Attachment 

Region) et de l’enhancer E (Emorine et al., 1983; Xu et al., 1996). En aval de C sont situés l’enhancer 

3’E et l’élément distal Ed (Inlay et al., 2002; Liu et al., 2002). Cinq autres éléments cis-régulateurs ont 

été décrits un peu plus tardivement. Il s’agit de RE1, E88 et E34 localisés au sein des segments V 

ainsi que Cer et Sis (également nommés hs1.2 et hs3.4.5.6 respectivement, hs pour hypersensitivité à 

la DNase I), situés entre le dernier segment V et J1 (Barajas-Mora et al., 2023, 2019; Predeus et al., 

2014; Xiang et al., 2013, 2011) (Figure 2A). 

I.2.2. Locus des chaines lourdes (IgH) 

Chez la souris, le locus IgH est localisé sur le chromosome 12. Etendu sur 3Mb, il arbore une 

organisation très similaire au locus Ig. Il est composé d’une succession de 160 segments VH, dont une 

centaine sont fonctionnels, nommés « distaux, intermédiaires et proximaux » (selon leur position sur 

le locus). La nomenclature actuelle identifie 15 familles VH différentes (Ighv1 à Ighv15, avec Ighv1 

majoritaire) (Johnston et al., 2006). Chacun des segments VH fonctionnels est précédé par son 

promoteur pVH. Les segments VH sont suivis par 20 segments DH (dont 14 sont fonctionnels) répartis 

dans 4 familles distinctes (DFL16, DSP2, DST4 et DQ52). Ces segments de diversité sont également 

précédés de promoteur mais un seul d’entre eux présente un activité fonctionnelle importante : 

pDQ52. Enfin, 4 segments JH, tous fonctionnels, clôturent la partie codant le domaine variable de l’Ig 

(Giudicelli et al., 2005). Au-delà de cette importante région génomique se situent les 8 segments 

constants codant les 8 classes d’Ig nommés (de 5’ vers 3’) : Cµ, C, C3, C1, C2b, C2a (ou C2c selon 

la lignée murine), C et C (Morgado et al., 1989) (Figure 2B). Chaque gène constant, à l’exception de 

C, est précédé d’une région switch « S » ainsi que de l’exon I (I pour intervening). Chaque gène Cx est 

composé de différents exons CH (entre 1 et 4 selon l’isotype) suivi de l’exon S de sécrétion et des exons 

membranaires M (Figure 2C).  

Divers éléments cis-régulateurs sont décrits dans ce locus. En amont des segments VH se situe une 

région isolatrice composée de 4 sites hs, appelée 5’hs123ab (Pawlitzky et al., 2006). Entre les segments 

VH et DH, une région intergénique de contrôle (IGCR1) formée par 6 sites hs (hs1 à hs6) est présente 

(Alessandrini and Desiderio, 1991). Les segments Cx sont, quant à eux, encadrés par les deux éléments 

cis-régulateurs majeurs du locus : la région EµMARs et la 3’RR. La région EµMARs prend place entre le 

dernier segment JH4 et la région Sµ alors que la 3’RR s’étend en aval de C (Banerji et al., 1983; Gillies 

et al., 1983; Lieberson et al., 1991). L’extrémité 3’ du locus IgH est caractérisé par la présence de 4 
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sites hs (hs5 à hs8) contenant 10 sites de fixation de la protéine CTCF (CCCTC binding Factor), appelés 

3’CBEs (pour 3’ CTCF Binding Elements) (Figure 2B).  

Ces éléments cis-régulateurs jouent des rôles cruciaux pendant les évènements de recombinaison 

effectués par la cellule B au cours de son développement. La description détaillée de leurs rôles sera 

faite dans la partie III. 



Figure 3 : Phase précoce de l’ontogénie B, indépendante de l’antigène
Cette figure représente la phase précoce de l’ontogenèse B qui prend place dans la moelle osseuse. Elle récapitule les
principaux stades, les marqueurs de surface associés, les facteurs nécessaires à la progression à travers tout les stades et
l’occurrence des remaniements géniques des chaines lourdes et légères.
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Partie II. Ontogenèse B normale et Lymphomagenèse 

II.1. Ontogenèse B normale 
Le développement lymphocytaire B correspond à l’ensemble des stades à travers lesquels évolue un 

précurseur jusqu’au stade de différenciation ultime qu’est le plasmocyte, cellule spécialiste de la 

production d’anticorps de haute affinité. Ce processus est divisé en deux phases, distinctes par leur 

chronologie, lieu et évènements occurrents : la phase précoce et la phase tardive.   

La phase précoce du développement prend place dans la moelle osseuse et est définie par l’acquisition 

de l’expression du récepteur spécifique des cellules B, le BCR, grâce à la recombinaison V(D)J. La phase 

tardive se tient en périphérie dans les organes lymphoïdes secondaires et est quant à elle caractérisée 

par l’hypermutation somatique (SHM pour Somatic HyperMutation) et le switch isotypique (CSR pour 

Class Switch Recombination) permettant respectivement d’augmenter l’affinité de l’anticorps pour son 

antigène et d’adapter les fonctions effectrices de l’Ig. 

 

II.1.1. Phase précoce de l’ontogenèse B : indépendance à l’antigène (Figure 3) 

II.1.1.1. Cellules souches et précurseurs non B 
Le développement précoce du lymphocyte B prend place dans la moelle osseuse à partir d’une cellule 

souche hématopoïétique (CSH). Les CSH, caractérisées par leur multipotence et leur haute capacité 

d’auto-renouvellement, vont se différencier en progéniteurs multipotents (MPP pour MultiPotent 

Progenitors) grâce notamment à l’expression de deux facteurs : PU.1 et Ikaros (Figure 3) (Hardy et al., 

2007; Monroe and Dorshkind, 2007; Yoshida et al., 2006).  

Les MPP vont ensuite se différencier en précurseurs lymphoïdes communs (CLP pour Common 

Lymphoid Precursor) (Chao et al., 2008). Cette différenciation est en partie médiée par la signalisation 

induite par le récepteur à tyrosine kinase Flt3 exprimé à la surface des MPP dont le ligand est exprimé 

par les cellules stromales de la moelle (Adolfsson et al., 2001; Sitnicka et al., 2002). Le facteur Ikaros 

est aussi indispensable à la progression des MPP en CLP puisque sa perte entraine l’incapacité des MPP 

à se différencier en CLP (Yoshida et al., 2006). Cette dépendance à Ikaros et PU.1 peut s’expliquer par 

le fait qu’ils sont régulateurs de l’expression de Flt3 (DeKoter et al., 2002; Nichogiannopoulou et al., 

1999).  

Les CLP sont capables de s’engager dans différents lignages selon les signaux qu’ils perçoivent dans 

leur environnement médullaire et sont à l’origine notamment des cellules NK, des lymphocytes T et 

des lymphocytes B. Les CLP expriment à leur membrane le récepteur à l’interleukine (IL) 7 (IL-7R), dont 

l’expression est régulée par PU.1 et la signalisation en aval de Flt3 (DeKoter et al., 2002; Medina et al., 

2004). Suite à une stimulation de ce récepteur par l’IL-7, le CLP va exprimer le facteur de transcription 



 

Charlotte Bruzeau | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2023 10 
Licence CC BY-NC-ND 3.0 

E2A (E box protein binding 2A). E2A est essentiel à la progression dans le lignage B puisqu’un blocage 

complet du développement B est observé chez des souris dépourvues de ce facteur (Zhuang et al., 

1994). L’action combinée  de E2A, PU.1 et la signalisation en aval de IL-7R va initier l’expression d’EBF 

(Early B cell Factor), un facteur de transcription qui permet l’expression de différents facteurs tels que 

PAX5 (Paired box 5), protéine indispensable aux phases précoces du développement B (Medina et al., 

2004; Seet et al., 2004). 

 

II.1.1.2. Stade pré-pro B : porte d’entrée du lignage B 
L’expression d’EBF signe l’entrée dans le lignage B puisqu’en son absence un défaut majeur du 

développement B est observé chez la souris (Lin and Grosschedl, 1995). La protéine PAX5 est aussi un 

acteur critique du développement B, avec à la fois un rôle activateur de gènes typiques du lignage B 

comme Cd19 et un rôle répresseur de certains gènes caractéristiques de la différenciation T tel que 

Notch1 (Busslinger, 2004; Chiang and Monroe, 2001, 1999; Cobaleda et al., 2007; Delogu et al., 2006; 

Kozmik et al., 1992; Nutt et al., 1999; Souabni et al., 2002). En effet, le rôle de PAX5 a été démontré 

dans un modèle murin présentant une délétion conditionnelle de Pax5 dans lequel les cellules pro-B 

gardent le potentiel de différenciation vers différents lignages (Mikkola et al., 2002). L’expression 

concomitante de ces facteurs marque alors la transition de CLP vers le premier stade de la 

différenciation lymphocytaire B : le stade pré-pro B (Figure 3). Ce stade est aussi défini par l’initiation 

des premiers remaniements géniques inhérents à la recombinaison V(D)J dont le mécanisme sera 

détaillé dans un prochain paragraphe (II.1.3.1). En effet, la cellule pré-pro-B va dans un premier temps 

réaliser le réarrangement entre un segment DH et un segment JH, formant ainsi un unique segment DJH, 

et ce sur chaque allèle.  

 

II.1.1.3. Stade pro-B : acquisition d’une chaine lourde réarrangée 

Ce stade est caractérisé par l’expression de différents marqueurs à la surface de la cellule tels que 

CD45R, CD79a, CD79b, CD43 ainsi que c-kit (ou CD117) et CD19 (Hardy et al., 2007). La cellule pro-B va 

initier un deuxième réarrangement génique afin de recombiner un segment VH avec le segment DJH 

préalablement réarrangé (Alt et al., 1992, 1984; Jung et al., 2006). Ce réarrangement VH-DJH est mono-

allélique : la cellule pro-B va d’abord réaliser la recombinaison VH-DJH sur un allèle, si ce premier 

évènement conduit à un réarrangement fonctionnel, l’allèle est « productif » ; il n’y aura alors pas 

d’autres réarrangements. En revanche, si la recombinaison conduit à un réarrangement non 

fonctionnel, la cellule pro-B va initier le réarrangement de son deuxième allèle. Cet ordonnancement 

et la séquentialité des évènements de recombinaisons précoces sont à l’origine de l’exclusion 

allélique : il n’y a alors qu’une seule chaine lourde unique exprimée par la cellule (Corcoran, 2005). Si 
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le deuxième réarrangement s’avère non productif, la cellule meurt par apoptose. De ce fait, la 

recombinaison V(D)J au locus IgH est à l’origine de l’élimination de nombreux progéniteurs.  

 

II.1.1.4. Stade pré-B : acquisition du BCR 
Lorsque le précurseur pro-B a terminé son réarrangement VDJ il devient une cellule « grand pré-B » 

exprimant alors dans son cytoplasme la chaine lourde ainsi que le pré-BCR à sa surface. Le pré-BCR est 

constitué de la chaine lourde préalablement réarrangée assemblée à une pseudo-chaine légère en 

association avec l’hétérodimère de signalisation CD79a/CD79b connu aussi sous le nom Ig/Ig. La 

pseudo-chaine légère est constituée des protéines 5 et VpréB qui possèdent respectivement des 

propriétés communes avec la partie constante de la chaine légère  et le domaine variable des chaines 

légères, permettant leur association avec la chaine lourde (Mårtensson and Ceredig, 2000; Melchers 

et al., 1993). Après un essor prolifératif, la cellule « grand pré-B » devient une cellule « petit pré-B » 

perdant l’expression du marqueur de surface CD43 au profit du gain de l’expression de CD25 (Hardy et 

al., 2007). Les réarrangements VL-JL s’opèrent à ce stade de façon ordonnée (Figure 3). En premier lieu 

les réarrangements ciblent le loci Ig, puis si les réarrangements sont improductifs, les loci Ig peuvent 

être réarrangés toujours sur le premier allèle puis le deuxième (Arakawa et al., 1996). A l’inverse de la 

recombinaison VDJ au locus IgH, de nombreuses cellules passent ce cap de par le nombre de possibilité 

augmenté (deux loci et deux allèles). La cellule va alors exprimer une chaine lourde réarrangée unique 

associée à une unique chaine légère, de type  ou , réarrangée : c’est l’exclusion isotypique, contrôlée 

grâce aux réarrangements ordonnés et séquentiels (Arakawa et al., 1996). Cet ensemble chaine 

lourde/chaine légère, en association avec l’hétérodimère Ig/Ig, forme le BCR, exprimé à la surface 

de la cellule et marque le passage au stade B immature (Figure 3).  

 

II.1.1.5. Cellule B immature : acquisition de la tolérance centrale 
L’acquisition de l’expression d’une IgM de surface par la cellule s’accompagne de la vérification de la 

tolérance au soi avant de quitter la moelle osseuse afin de s’assurer que les IgM produites ne 

reconnaitront pas d’éléments de l’organisme en tant qu’antigène. Le processus d’acquisition de la 

tolérance au soi est un processus de sélection négative conduisant à la mort par apoptose des cellules 

exprimant un BCR auto-réactif. Il existe néanmoins un mécanisme de sauvetage permettant à la cellule 

de réaliser de nouvelles recombinaison VJ sur les loci des chaines légères, c’est le processus de « BCR 

editing » (Halverson et al., 2004). La nouvelle chaine légère résultante de ces nouveaux 

réarrangements géniques est exprimée en association avec la chaine lourde initiale formant ainsi un 

nouveau BCR qui sera de nouveau testé pour son auto-réactivité. S’il s’avère toujours auto-réactif une 

anergie ou une mort par apoptose de la cellule est induite (Norvell et al., 1995; Pike et al., 1982).  
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Figure 4 : Phase tardive de l’ontogénie B
Cette figure représente la phase tardive de l’ontogenèse B qui prend place dans les organes lymphoïdes secondaires. Elle
récapitule les principaux stades, les marqueurs de surface associés ainsi que les facteurs nécessaires à la progression à
travers les différents stade.
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Les cellules B non auto-réactives vont alors sortir de la moelle osseuse, emprunter la circulation 

sanguine et rejoindre les organes lymphoïdes secondaires en périphérie, tels que la rate ou les 

ganglions, où elles pourront subir des évènements de différenciation tardive.  

 

II.1.2. Phase tardive du développement : dépendance à l’antigène (Figure 4) 

Les cellules B immatures qui rejoignent les organes lymphoïdes secondaires, comme la rate, les plaques 

de Peyer ou les ganglions, présentent un phénotype différent des B immatures de la moelle osseuse 

ainsi que des B matures, ils portent alors le nom de B transitionnels. 

II.1.2.1. Cellules B transitionnels : phénotype intermédiaire 
Les B transitionnels sont subdivisés en deux grandes sous-populations : les transitionnels de niveau 1 

(T1) et de niveau 2 (T2). Cette subdivision repose sur des marqueurs de surface ainsi que des 

caractéristiques fonctionnelles différentes (Chung et al., 2002; Su and Rawlings, 2002). En effet, les T1 

expriment à leur surface l’ IgM mais sont dépourvus d’IgD, de CD21 et de CD23 et présentent un 

phénotype plutôt immature (Allman et al., 1992). En revanche, les T2 sont caractérisés par l’expression 

de CD21, CD23 ainsi que l’IgM et l’IgD de surface (Chung et al., 2002; Loder et al., 1999). Les B 

transitionnels possèdent néanmoins un point commun qui les distingue du compartiment mature : 

l’expression du marqueur CD93 (Figure 4). Lorsque les T1 gagnent la rate dans le manchon péri-

artériolaire dans la pulpe blanche, ils sont de nouveau soumis à une sélection : le processus de 

tolérance périphérique au soi. Leur BCR, et donc leur Ig, est mis à l’épreuve vis-à-vis d’antigènes qui 

étaient absents dans la moelle osseuse. Les cellules avec un BCR auto-réactif sont alors éliminées par 

apoptose (Petro et al., 2002). Les cellules qui ne sont pas auto-réactives deviennent des T2 qui migrent 

vers la zone folliculaire de la rate où les antigènes exogènes sont présentés. Les T2, via la stimulation 

du BCR, deviendront des B matures. Leur devenir en B mature folliculaire (FO) ou de la zone marginale 

(MZ) est dépendant des signaux qu’ils reçoivent (Niiro and Clark, 2002). Ainsi, un T2 qui sera stimulé 

uniquement par son BCR deviendra préférentiellement un B MZ alors qu’un T2 qui est stimulé à la fois 

par son BCR ainsi qu’un autre récepteur, notamment un TLR (Toll Like Receptor) se différenciera 

majoritairement en B FO (Pillai and Cariappa, 2009). Les TLR sont des récepteurs de l’immunité 

impliqués dans la reconnaissance de motifs associés à des agents pathogènes bactériens, fongiques ou 

viraux. En plus des deux sous-populations majeures de B transitionnels T1 et T2, une troisième (les T3), 

dont l’origine et les fonctions sont moins documentées, est également physiologiquement présente 

(Allman et al., 2001). Les T3 ressemblent phénotypiquement aux T2 mais expriment faiblement l’IgM. 

Ce point suggère que les T3 dériveraient de T2 ayant perçu une stimulation antigénique. Les T3 sont 

aussi décrits comme étant des cellules auto-réactives et anergiques, et de ce fait, ne sont pas à l’origine 

des B matures (Liubchenko et al., 2012; Merrell et al., 2006; Teague et al., 2007). 
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II.1.2.2. Cellules B matures  
Les B matures sont constitués de trois populations majeures : les cellules B2, folliculaire ou de la zone 

marginale et les cellules B1 (Figure 4). 

II.1.2.2.1. Cellules B1 
Les cellules B1, localisées dans les cavités pleurales et péritonéales, sont de deux types, distincts par 

l’expression du marqueur CD5 : B1-a (CD5+) et B1-b (CD5-). Ces cellules B1 ont une origine différente 

des cellules B2. Dérivant du foie fœtal, elles sont les premières cellules B produites au cours du 

développement et de façon importante tout au long de la vie embryonnaire (Hayakawa et al., 1985). 

Ces lymphocytes B1 sécrètent des anticorps naturels poly-spécifiques et poly-réactifs et constituent 

donc une première ligne de défense face à différents pathogènes (Baumgarth, 2017, 2011). 

II.1.2.2.2. Cellules B2 
Les cellules B de la zone marginale (MZ) sont, comme leur nom l’indique, localisées dans la zone de 

jonction entre la pulpe blanche et la pulpe rouge de la rate ou d’autres structures ganglionnaires. Ces 

cellules, caractérisées par une forte expression d’IgM membranaire et de CD21 associé à une absence 

de CD23 (Cerutti et al., 2013), possèdent une capacité de réponse rapide mais non spécifique à une 

stimulation antigénique, grâce à leur BCR poly-réactif capable de reconnaitre des motifs communs à 

plusieurs micro-organismes (Pillai et al., 2005). Ces cellules auraient aussi un rôle primordial dans le 

transport des antigènes vers les follicules (Cinamon et al., 2008; Ferguson, 2004). Elles n’exercent 

généralement pas de coopération avec les lymphocytes T contrairement aux cellules B FO. Cependant, 

il a été montré que les B MZ peuvent aussi initier des réponses à des antigènes T-dépendants (Song 

and Cerny, 2003). 

Les cellules B FO qui sont CD23high et CD21low, sont les cellules majoritaires des follicules des organes 

lymphoïdes secondaires. Dans la rate, elles sont localisées dans la pulpe blanche. Ces cellules, suite à 

un contact avec un antigène et en réponse aux signaux délivrés par les lymphocytes T helper (TH), 

génèrent les follicules lymphoïdes secondaires.  

 

II.1.2.3. Activation des cellules B : formation du centre germinatif  
Les cellules B sont activées par un antigène présenté par des cellules présentatrices d’antigène (CPA) 

présentes à l’intérieur des follicules : les cellules dendritiques folliculaires (CDF). Les cellules B migrent 

alors vers la zone inter-folliculaire particulièrement riche en lymphocytes T dont certains ont été 

activés par le même antigène. Un dialogue s’établit alors entre lymphocytes B et T qui vont se fournir 

des signaux nécessaires à leur activation complète, c’est la coopération B-T. Les lymphocytes T 

deviennent des Lymphocytes TH et migrent vers le centre des follicules. L’ensemble de ces évènements 

conduit à la formation d’une structure particulière constituée majoritairement de cellules B activées : 



Figure 5 : Structure schématique d’un centre germinatif
Les deux zones (sombre et claire) du centre germinatif sont représentées. Les cellules retrouvées au sein de ces zones,
ainsi que les évènements géniques qu’elles subissent sont indiqués. Le devenir des centrocytes et centroblastes est
également schématisé ici. Les facteurs majeurs permettant la rétention des cellules au sein d’une zone particulière du GC
sont également mentionnés.
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le centre germinatif (GC pour Germinal Center) (Figure 5). Les cellules B non activées par l’antigène 

sont écartées vers l’extérieur du GC et forment la zone du manteau du GC. Le GC est formé de deux 

zones distinguées par les cellules qui les composent : une zone sombre (ZS), qui contient de nombreux 

centroblastes, et une zone claire (ZC) où sont retrouvés les centrocytes.  

Les centroblastes sont caractérisés par une prolifération intense et expriment fortement les marqueurs 

GL7 et CXCR4 et de façon très limitée CD86 et CD83. Ces cellules sont aussi caractérisées par la 

réduction considérable de l’expression de leurs IgM et IgD de surface (Victora et al., 2010). Ces cellules 

subissent le processus d’hypermutation somatique (SHM, mécanisme décrit au paragraphe II.1.3.2.2) 

dont l’objectif est d’augmenter l’affinité de l’Ig pour l’antigène. La SHM conduit ces cellules à exprimer 

une Ig membranaire mutée, elles sont alors nommées centrocytes et rejoignent la ZC. Les centrocytes 

subissent alors une sélection basée sur la capacité de leur Ig de surface à reconnaitre l’antigène. Si les 

cellules B présentent un BCR de meilleure affinité, elles capturent l’antigène présenté par les CDF de 

façon très efficace. Ces lymphocytes B peuvent ensuite se comporter à leur tour comme une CPA et 

sont capables de présenter à leur surface des portions d’antigène associées à une molécule du 

complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe II. Les lymphocytes T environnant, dont le 

récepteur (TCR) est spécifique de cet antigène, vont interagir avec la cellule B présentant l’antigène et 

lui délivrer les signaux nécessaires à sa survie et à la poursuite de son développement. Au contraire, si 

l’Ig composant le BCR n’est pas capable d’engager efficacement l’antigène présenté par la CDF, cela 

signifie que l’Ig n’est pas assez affine ou spécifique de l’antigène. Une cellule B porteuse d’un tel BCR 

meurt par apoptose. Des cellules ayant été positivement sélectionnées peuvent retourner dans la ZS 

pour subir un nouveau cycle prolifératif, incluant la SHM, afin d’augmenter d’avantage l’affinité de l’Ig. 

Cette circulation cyclique des cellules B au sein du GC est gérée notamment par l’expression périodique 

de CXCR4 et CXCR5 dont les ligands, produits par les cellules stromales, sont respectivement CXCL12 

et CXCL13. Ainsi, CXCL12 retient les centroblastes dans la ZS tandis que l’expression progressive de 

CXCR5 va conduire à la migration des cellules B vers la ZC (Allen et al., 2004).  

Les centrocytes présentent une capacité proliférative moins importante, ils expriment eux aussi le 

marqueur GL7, fortement les marqueurs CD80, CD86 ainsi que l’IgM/IgD de surface, sans exprimer 

CXCR4 (Victora et al., 2010). Les centrocytes, exécutent, quant à eux, la recombinaison de classe (CSR) 

dont le mécanisme sera aussi détaillé dans un prochain paragraphe (II.1.3.2.3). 

Plusieurs facteurs sont indispensables à la formation du GC, c’est le cas de la protéine MYC. En effet, 

sa délétion dans des cellules B activées conduit à une perte de capacité à former les GC (Calado et al., 

2012). Néanmoins, le principal régulateur du GC reste BCL6 (B Cell Lymphoma 6). Comme MYC, sa 

délétion entraine une perturbation de la formation du GC (Cattoretti et al., 1995). BCL6 est aussi à 

l’origine de la répression de certains facteurs de différenciation : BCL6 inhibe la transcription de Pdrm1, 
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gène codant la protéine BLIMP-1, facteur clé de la différenciation plasmocytaire (Shaffer et al., 2000; 

Tunyaplin et al., 2004).  

A l’issue de la réaction du GC, deux grands devenirs s’offrent à la cellule B : la cellule B mémoire ou le 

plasmocyte, cellule hautement spécialisée dans la sécrétion d’anticorps (Figure 5). 

 

II.1.2.4. Différenciation plasmocytaire  
La différenciation des cellules B du GC en plasmocytes est majoritairement dictée par le facteur de 

transcription IRF4 ; ce dernier possédant un rôle ambivalent selon son niveau d’expression. Ainsi, une 

expression modérée de IRF4 est responsable de l’expression de Bcl6 et Pax5, gènes codant des 

protéines indispensables à la formation du GC et responsables de l’inhibition du programme de 

différenciation plasmocytaire (Nera and Lassila, 2006; Tunyaplin et al., 2004). En revanche, l’expression 

prolongée de IRF4 favorise la transcription de Prdm1 (Angelin-Duclos et al., 2000; Low et al., 2019). 

L’expression de BLIMP-1 (codée par Prdm1) qui en résulte conduit à l’inhibition de l’expression de Bcl6, 

Myc et Pax5 alors qu’elle favorise l’expression de XBP1, protéine clé de la différenciation en 

plasmocytes. La transition du programme transcriptionnel B vers un programme transcriptionnel 

plasmocytaire conduit la cellule B vers un stade intermédiaire, nommé plasmablaste, caractérisé par 

l’expression concomitante de marqueurs B (BCR, CD45R) et plasmocytaires (CD138) (Oracki et al., 

2010; Smith et al., 1996). Le plasmablaste perd ensuite l’expression de marqueurs B et devient 

plasmocyte (Figure 4). Il acquiert alors une morphologie adaptée à sa fonction de cellule sécrétrice 

d’anticorps, avec un réticulum endoplasmique et un appareil de Golgi de taille importante (Nutt et al., 

2015).  

Il existe deux types de plasmocytes, les plasmocytes à courte durée de vie et les plasmocytes à longue 

durée de vie, qui diffèrent par leur origine (Figure 4). Les plasmocytes à courte durée de vie sont issus 

des cellules B1 et des cellules B MZ après leur activation indépendante des lymphocyte T (Balázs et al., 

2002; Martin et al., 2001). Ces plasmocytes sécrètent des IgM de faible affinité. Ils peuvent aussi être 

générés après une activation T-dépendante dans le but de fournir rapidement les premiers anticorps 

en attendant les anticorps de haute affinité. Les plasmocytes à longue durée de vie sont quant à eux 

générés à partir des cellules B folliculaires ayant subi une activation T-dépendante dans les GC. Ils sont 

capables de produire des anticorps très affins et de classe adaptée à l’antigène. Ces plasmocytes 

peuvent rejoindre la moelle osseuse au sein de niches spécifiques où se trouvent des facteurs 

essentiels à leur survie (Calame et al., 2003; Tangye, 2011).  

De façon concomitante à la différenciation plasmocytaire, les cellules B issues du GC peuvent 

également devenir des cellules B mémoires.  
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II.1.2.5. Cellules B mémoires  
Les cellules B mémoires sont générées dès la réponse primaire à un antigène (Kurosaki et al., 2015). 

Elles circulent dans le sang et séjournent dans les follicules des organes lymphoïdes secondaires. Elles 

sont caractérisées par une prolifération lente et l’expression d’Ig de surface d’isotype variable. Elles 

présentent également des marqueurs caractéristiques tels que CD19, CD80, CD73 et CD273 (ou PD-L2) 

(Figure 4). Lors d’un deuxième contact avec l’antigène dont elles sont spécifiques, ces cellules sont 

capables de se différencier rapidement en plasmocytes ou d’entrer à nouveau dans le GC (Dogan et 

al., 2009). L’interaction lymphocyte B-lymphocyte T influencerait la différenciation en cellule B 

mémoire dépendante ou indépendante du GC via l’engagement de la molécule CD40 (Taylor et al., 

2012). En effet, si le CD40 est fortement engagé lors de la coopération T-B, les cellules B mémoires 

sont indépendantes du GC. A l’inverse, un faible engagement du CD40 est à l’origine de cellules B 

mémoires dépendantes du GC. Les cellules B mémoires peuvent aussi être générées en réponse à une 

stimulation T indépendante à partir de cellules B1 (Yang et al., 2012). 

 

II.1.3. Remaniements géniques associés au développement B 

II.1.3.1. La recombinaison V(D)J, évènement précoce 
Comme décrit dans le chapitre précédent, en configuration germinale les gènes d’Ig sont regroupés en 

cluster de façon linéaire : le cluster des segments de Variabilité (V), Diversité (D) et Jonction (J). Afin 

de former le domaine variable de l’Ig, composé d’un segment VDJ pour la chaine lourde et d’un 

segment VJ pour la chaîne légère, les différents segments subissent des réarrangements stochastiques: 

c’est la recombinaison V(D)J. Ce processus est réalisé en deux étapes hautement ordonnées. Une étape 

concerne le clivage de l’ADN par le complexe RAG (Recombination Activating Gene) composé des 

recombinases RAG1 et RAG2 (Oettinger et al., 1990; Schatz et al., 1989) tandis que la seconde phase 

consiste en la réparation de la cassure précédemment induite par les acteurs de la voie de réparation 

de jonction d’extrémités non homologues (NHEJ pour Non Homologous End Joining). Le mécanisme ne 

sera pas décrit en détail puisqu’il n’a pas été objet d’étude lors de ma thèse. 

II.1.3.1.1.  Mécanisme (Figure 6) 
Dans leur disposition germinale, les segments à recombiner, à savoir V ; D et J pour le locus IgH et V et 

J pour les loci IgL, sont flanqués par des séquences spécifiques appelées séquence signal de 

recombinaison (RSS pour Recombination Signal Sequence) (Early et al., 1980). Chacune des RSS 

contient des séquences très conservées : un heptamère (5’-CACAGTC-3’) et un nonamère (5’-

ACAAAAACC-3’) séparés par un espaceur dont la longueur, mais pas la séquence, est conservée : 12 ou 

23 paires de base (pb) (Schatz and Swanson, 2011). Une recombinaison efficiente ne peut être réalisée 

qu’entre des segments ayant respectivement des espaceurs de 12 et 23 pb : c’est la règle 12/23 (Schatz 



Figure 6 : Mécanisme de la recombinaison V(D)J
A. Représentation du mécanisme séquentiel de la recombinaison VDJ et de la règle 12/23
B. Intervention de RAG
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and Ji, 2011). Cette règle assure que les bons segments soient recombinés entre eux. Au locus IgH, cela 

permet la recombinaison entre un segment VH et un segment DH ou entre un segment DH et un segment 

JH et évite l’occurrence de réarrangement direct entre un segment VH et un segment JH (Figure 6A). 

Les RSS sont reconnues et liées par les enzymes RAG1 et RAG2, ainsi que les protéines HMGB1 (high 

mobility group Box 1) et HMGB2 (Fugmann et al., 2000; Shinkai et al., 1992). L’ensemble de ces 

protéines, formant le complexe recombinase, permet le rapprochement des RSS à recombiner grâce à 

la formation d’une synapse (Figure 6B) (Lovely et al., 2015; Pavlicek et al., 2008). Le clivage double brin 

de l’ADN au niveau des RSS est initié par le complexe RAG et génère une structure en épingle à cheveux 

(McBlane et al., 1995). Les portions d’ADN contenant les RSS sont ligaturées et éliminées sous une 

forme circulaire, appelée signal de jonction. Quant aux extrémités codantes, elles sont prises en charge 

par la voie NHEJ. En premier lieu, l’hétérodimère KU, composé de KU70 associée à KU80, va lier les 

extrémités qui sont toujours maintenues par le complexe recombinase. La protéine KU recrute alors la 

protéine kinase dépendante de l’ADN (DNA-PK) ainsi qu’Artemis et ATM (Bredemeyer et al., 2006; 

Malu et al., 2012; Nussenzweig et al., 1996). Artemis, activée par la DNA-PK, clive de façon aléatoire la 

structure en épingle à cheveux conduisant à la libération d’une extrémité simple brin constituée de 

nucléotides complémentaires dans la configuration germinale, formant ainsi des courtes séquences 

palindromiques « P » (Ma et al., 2002). Le caractère hasardeux de la coupure apporte de la diversité à 

la séquence. Celle-ci est augmentée par l’ajout de nucléotides « N » à l’extrémité des brins à ligaturer 

par l’enzyme Terminal désoxynucléotidyl transférase (TdT) (Desiderio et al., 1984). Pour finir, la ligase 

IV est recrutée par le facteur XRCC4 afin de catalyser la réaction de ligature entre les extrémités 

codantes (Li et al., 1995). L’ensemble de ces évènements, effectués de façon aléatoire, conduit à une 

multitude de réarrangements au locus IgH parmi lesquels seulement un tiers est productif et conduit 

donc à la synthèse d’une chaîne lourde fonctionnelle.  

Le déroulement de la recombinaison V(D)J faisant intervenir des cassures de l’ADN suivies de processus 

de réparation doit être régulé afin d’éviter toute occurrence d’évènement illégitime.  

II.1.3.1.2.  Régulation 
La régulation de la recombinaison V(D)J s’opère à plusieurs niveaux afin que les réarrangements aux 

loci des chaînes lourdes et légères se déroulent de manière ordonnée et séquentielle en lien avec le 

stade de différenciation. 

Le premier niveau de régulation s’effectue vis-à-vis des protéines RAG et TdT dont l’expression est 

limitée aux cellules effectuant physiologiquement la recombinaison V(D)J : les cellules T et B (Oettinger 

et al., 1990). De plus, l’expression des protéines RAG1 et RAG2 est considérablement diminuée au 

stade de cellule « grand pré-B » après l’occurrence de l’ensemble des réarrangements V(D)J puis elles 
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sont de nouveau exprimées au stade de cellule « petit pré-B » pour le réarrangement VL-JL (Figure 3) 

(Grawunder et al., 1995).   

Un autre type de régulation de la recombinaison V(D)J s’opère au niveau de l’accessibilité du locus IgH 

via les marques de chromatine. En effet, les marques de la chromatine sont modifiées en accord avec 

les étapes ordonnées et séquentielles de la recombinaison V(D)J (Sen and Oltz, 2006). Au stade pré-

pro B, au moment où la recombinaison DH-JH s’opère, la chromatine des régions DH et JH arbore des 

marques actives alors que la chromatine de la région VH est associée, quant à elle, à des marques 

inactives (Chakraborty et al., 2007; Morshead et al., 2003; Tsukada et al., 1990). Au stade pro-B, 

lorsque la recombinaison DH vers JH est terminée, les marques d’histones évoluent. Effectivement, dans 

la région VH les histones sont hyperacétylées, traduisant une accessibilité élevée de la chromatine. En 

revanche, dans les cellules pré-B, chez lesquelles la recombinaison V(D)J est achevée, les histones de 

la région VH sont hypoacétylées et rendent ainsi la région inaccessible (Chowdhury and Sen, 2003, 

2001).  

Un niveau supplémentaire de la régulation s’opère au niveau transcriptionnel. Ainsi, préalablement au 

réarrangement DH-JH, la transcription germinale sens est initiée à partir de l’enhancer intronique cEµ, 

dont le transcrit est appelé Iµ, ainsi que depuis le promoteur pDQ52 avec le transcrit µ0, qui s’étend 

vers Cµ (Alessandrini and Desiderio, 1991; Lennon and Perry, 1985). Des transcrit antisens sont 

également retrouvés au sein de la région DH (Bolland et al., 2007). Après la recombinaison DH-JH, la 

transcription sens est initiée en amont des segments VH à partir de leur promoteur pVH (Bolland et al., 

2004). Des transcrits antisens sont également initiés à partir de ces promoteurs. La présence de deux 

sites de fixation de la protéine CTCF au sein de la région intergénique VH-DH empêche la transcription 

antisens initiée au sein de la région DH de se propager à la région VH durant la recombinaison DH-JH ; 

cette région intergénique joue donc un rôle majeur dans la régulation ordonnée des réarrangements 

au locus IgH (Chaumeil and Skok, 2012; Degner et al., 2009; Featherstone et al., 2010). Effectivement, 

la délétion de la région intergénique conduit à une augmentation de la transcription antisens DH qui 

s’étend alors vers VH (Giallourakis et al., 2010). La présence de ces sites CBEs indique également qu’il 

existe un niveau de régulation supplémentaire médié par le mécanisme d’extrusion de boucle dont les 

principaux acteurs sont CTCF et la cohésine (Degner et al., 2011; Guo et al., 2011). Ce mécanisme sera 

détaillé dans la partie IV.  

Ces éléments pointent la corrélation entre la transcription germinale, les marques de la chromatine et 

le processus ordonné de recombinaison V(D)J.  

 



Figure 7 : Représentation schématique de la structure d’AID
Les principaux domaines de la protéine, ainsi que leur fonction, sont représentés.
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II.1.3.2. Hypermutation somatique et commutation de classe : évènements caractéristiques du 
développement tardif  

II.1.3.2.1. AID, enzyme essentielle 
La phase tardive du développement B est caractérisée par l’occurrence de deux évènements 

géniques au sein du GC : la SHM et la CSR. Ces deux évènements sont initiés par une seule et même 

enzyme : AID (Activation Induced Deaminase) (Muramatsu et al., 2000). Cette protéine, longue de 198 

acides aminés et de poids moléculaire de 24 kDa, est codée par le gène Aicda localisé sur le 

chromosome 6 chez la souris. Elle est exprimée uniquement au stade B activé. La protéine est 

composée de différents domaines : de N- vers C-terminal, AID comprend un signal de localisation 

nucléaire suivi par son domaine catalytique lui conférant son activité de cytidine déaminase, puis un 

linker ainsi qu’un domaine APOBEC et pour terminer le signal d’export nucléaire (Figure 7).  

Il semblerait que les parties N et C terminales d’AID aient des fonctions distinctes. En effet, une 

mutation unique (G23S, Y13H ou encore V18R) en partie N-terminale conduit à un défaut du processus 

de SHM mais n’entraine aucun défaut de CSR (Shinkura et al., 2004). A l’inverse, une délétion d’acides 

aminés (189-198) en partie C-terminale affecte la CSR alors que le mécanisme de SHM, lui, reste 

normal (Barreto et al., 2003). AID exerce son activité sur les cytidines présentes au sein de motifs WRCY 

(où WA/T ; R=A/G ; Y = C/T), préférentiellement dans l’ADN simple brin (Dickerson et al., 2003; Larijani 

and Martin, 2007; Rogozin and Kolchanov, 1992). La transcription est un prérequis à la déamination 

de l’ADN par AID. Ainsi, lors de la SHM, la transcription de la région VDJ est nécessaire à l’action d’AID. 

Pour la CSR, la transcription des régions switch, donneuse et acceptrice(s) est également un préalable 

indispensable à la déamination des cytidines par AID.  

Dans chacun des processus de SHM et de CSR, l’action d’AID est suivie de mécanismes de réparation 

conduisant respectivement à l’introduction de mutations ou la réparation de cassures doubles brins 

(CDB). 

II.1.3.2.2. Hypermutation somatique 
La SHM est un processus au cours duquel des mutations ponctuelles s’accumulent au sein des régions 

variables des chaines lourdes et légères. Cette accumulation est particulièrement importante au 

niveau des CDRs des segments V qui codent les régions de l’Ig directement en contact avec l’antigène. 

Comme déjà décrit auparavant, la SHM s’opère dans les centroblastes au sein de la ZS du GC d’organes 

lymphoïdes secondaires. Ce processus ne fait pas la distinction entre les mutations « favorables » et 

les mutations « non favorables ». Ainsi, ce mécanisme aléatoire peut mener à la production d’Ig de 

plus haute affinité, d’affinité diminuée ou encore d’affinité égale (Bemark and Neuberger, 2003). Les 

mutations introduites peuvent aussi conduire à la production d’une Ig non fonctionnelle, lié par 



Figure 9 : Illustration des différentes prises en charge du mésappariement dU:dG initié par AID
Le mésappariement dU:dG est initié par la déamination d’une cytosine en uracile, sous l’action d’AID
1) Le mésappariement n’est pas détecté, l’uracile est considérée comme une thymine par l’ADN polymérase, ceci engendre

une mutation de type transition C>T
2) Le mésappariement est détecté et corrigé par les voies conventionnelles de réparation, ne conduisant pas à l’introduction

de mutations
3) Le mésappariement est pris en charge par la voie BER non conventionnelle avec comme premier acteur UNG, suivi par

l’action de polymérases infidèles conduisant à la modification d’1 pb (Short Patch) à 10pb (Long patch) autour du
mésappariement.

4) La reconnaissance du mésappariement est effectuée par MSH2/MSH6, acteurs de la voie MMR non conventionnelle, suivi
par l’action de l’exonucléase EXO1 qui excise entre 10 et 100 pb qui seront comblées par une polymérase infidèle.
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exemple à un mauvais repliement de la protéine ou encore à l’insertion d’un codon stop prématuré. 

Dans ces derniers cas, la cellule est éliminée. 

II.1.3.2.2.1. Mécanisme 
Le mécanisme de SHM est réalisé en deux étapes, une première étape de déamination par l’enzyme 

AID est suivie par la réparation permettant l’introduction des mutations (Rada et al., 1998). L’activité 

d’AID s’étale sur une gaussienne d’1kb amorcée à environ 100pb du site d’initiation de la transcription 

(pVH et pV) (Figure 8). Dans un premier temps, durant la phase G1 du cycle cellulaire, l’enzyme AID va 

déaminer une cytosine donnant lieu alors à sa conversion en uracile. Dans un second temps, le 

mésappariement dU:dG résultant est pris en charge afin d’être réparé. Cette prise en charge peut 

s’effectuer de différentes façons. Dans un cas, le mésappariement dU:dG n’est pas détecté, l’ADN 

polymérase considérera alors l’uracile comme une thymine lors de la réplication (Figure 9, voie 1) 

(Neuberger et al., 2005). Ceci entraine une mutation de type transition C vers T. Dans un autre cas, le 

mésappariement dU:dG peut également être pris en charge par les voies de réparation d’excision de 

base (BER pour Base Excision Repair) et de mésappariement (MMR pour MisMatch Repair). Les voies 

BER et MMR ainsi recrutées peuvent être les voies dites « conventionnelles » et ne sont donc pas à 

l’origine d’introduction de mutations car les mécanismes de réparation associés sont fidèles (Figure 9, 

voie 2). Pendant le processus de SHM, ce sont plutôt les voies dites « non conventionnelles » qui sont 

recrutées : ces voies font appel à des acteurs « error-prone » ou infidèles et sont donc responsables 

de l’introduction de mutations.  

 

➢ Voie ncBER (Figure 9, voie 3) 

Cette voie de réparation est initiée par l’enzyme UNG (Uracile N Glycosylase) qui va exciser l’uracile 

générée par l’action d’AID, menant à l’apparition d’un site abasique. Ce site dépourvu de base est 

reconnu par les endonucléases APE1 et APE2 (pour apuriniques/apyrimidiques endonuclease) qui 

clivent le brin d’ADN du côté 5’ du site abasique (Stavnezer et al., 2014). Ce clivage permet le 

recrutement de différents acteurs pour réparer l’excision. Ainsi, deux modèles de réparation sont 

retrouvés : « short patch » et « long patch » selon les acteurs recrutés en aval du clivage (Fortini and 

Dogliotti, 2007).  

Dans le modèle « short patch », un seul nucléotide est remplacé par les ADN polymérases  et  puis 

le nucléotide est ligaturé grâce à l’action de la ligase III. Une autre polymérase, REV1, serait aussi 

recrutée dans ce modèle et favoriserait les transversions C vers G (Di Noia and Neuberger, 2002).  

Le modèle « long patch » est caractérisé par l’intervention de FEN1, une endonucléase capable 

d’enlever entre 2 et 10 nucléotides qui seront remplacés par l’ADN polymérase  dont le recrutement 

est médié par PCNA (pour proliferating cell nuclear antigen) (Fortini and Dogliotti, 2007; Krokan and 
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Bjoras, 2013; Robertson et al., 2009). Les nucléotides ainsi ajoutés sont joints par l’action de l’ADN 

ligase I, fréquemment en association avec son cofacteur XRCC1, bien que XRCC1 serait un facteur 

limitant la SHM puisque sa délétion à l’état hétérozygote augmenterait la fréquence d’hypermutation 

(Saribasak et al., 2011).  

➢ Voie ncMMR (Figure 9, voie 4) 

Dans cette voie, le mésappariement dU:dG est détecté par le complexe hétérodimérique formé par les 

protéines MSH2 et MSH6 (MSH pour MutS Homolog). Ce complexe interagit avec MLH1 (MutL 

Homologie 1) et PMS2 (Postmeiotic segregation 2) au niveau du mésappariement. Cette interaction 

permet le recrutement de EXO1 associée à PCNA. Dans la voie ncMMR, PCNA est mono-ubiquitinylé 

sur la lysine 164 et permet le recrutement de polymérases infidèles (Langerak et al., 2007; Roa et al., 

2008). De par son activité d’exonucléase, EXO1 excise entre 10 et 100pb qui sont ensuite remplacées 

par l’ADN polymérase . Finalement, la ligase I intervient pour lier les extrémités. Cette voie est 

majoritairement à l’origine de mutations sur les bases A/T (Rada et al., 2004). 

De façon plus générale, lors de la SHM, les mutations sur les bases A/T sont majoritaires et 

représentent 60% de l’ensemble des mutations alors que les mutations sur les bases G/C représentent 

40% ; ce constat indique que les voies BER et MMR non conventionnelles ne contribuent pas de façon 

équivalente à la SHM (Bahjat and Guikema, 2017; Peled et al., 2008).  

 

II.1.3.2.2.2. Dommages collatéraux 
La SHM est spécifique des loci d’Ig mais, bien que le reste du génome soit « protégé » des mutations, 

il peut arriver que certains gènes se retrouvent ciblés par AID et subissent alors la SHM (Gordon et al., 

2003; Pasqualucci et al., 2001, 1998). Ces gènes sont appelés « AID off targets » et sont classés en trois 

groupes distincts basés sur la capacité d’AID à les cibler ainsi que sur le type de réparation (fidèle ou 

infidèle) qu’ils reçoivent (Figure 10) (Liu et al., 2008). 

- le groupe 1 (19% des gènes) est caractérisé par un ciblage actif par AID suivi de l’action des voies de 

réparation infidèles, des gènes tels que Bcl6, Cd83 ou encore Pim1 se trouvent dans ce groupe. 

- le groupe 2 (21% des gènes) contient les gènes ciblés par AID mais réparés de façon fidèles, un gène 

emblématique de ce groupe est l’oncogène Myc. 

- enfin, le groupe 3 rassemble le reste des gènes dans lesquels des mutations ne sont pas détectées, 

et ce même en fond déficient pour les voies de réparation de SHM.  

La fine régulation du processus de SHM à différents niveaux permet, entre autres, de limiter la 

survenue de mutations au sein de ces cibles illégitimes.  

 



Figure 12 : Mécanisme de la recombinaison de classe
Chaque unité transcriptionnelle des gènes constants, excepté d, est composée de l’exon I, la région switch S et le
segment constant C.
Les flèches indiquent le site d’initiation de la transcription. Les transcrits germinaux pré-switch et post switch sont
représentés.
La transcription offre le substrat à AID pour exercer son activité de déaminase. Dans les régions S, les nombreux
mésappariements induits par AID génèrent des cassures doubles brins. Les régions switch donneuse (Sµ) et acceptrice (ici
Sg2b) sont ensuite recombinées ensemble. La portion qui était initialement entre ces deux régions est éliminée sous
forme d’épisome.
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II.1.3.2.2.3. Régulation (Figure 11) 
Le premier élément régulateur du processus de SHM est la transcription (Fukita et al., 1998).  Une 

hypothèse fréquemment proposée est que la transcription fournit le substrat d’ADN sous forme simple 

brin, requis pour l’activité de déamination d’AID (Storb, 2014). Lors de la SHM, la transcription est 

initiée par l’ARN polymérase II au niveau du promoteur du segment V réarrangé, permettant 

l’exposition du brin non matrice à l’enzyme AID (Bransteitter et al., 2003). Le mécanisme de SHM est 

également optimisé par l’initiation de la transcription antisens permettant d’exposer le brin matrice 

d’ADN à l’action d’AID (Perlot et al., 2008). La dégradation de l’ARN nouvellement synthétisé par les 

acteurs du complexe RNA exosome permet d’augmenter l’efficacité de la SHM. L’hypothèse actuelle 

suggère que cette dégradation favorise l’exposition du brin matrice (Pefanis et al., 2014; Pefanis and 

Basu, 2015). L’ARN polymérase II progresse grâce au facteur d’élongation de la transcription SPT5 

(suppressor of ty5 homolog) qui favorise également le recrutement d’AID (Maul et al., 2014; Nambu et 

al., 2003; Pavri et al., 2010).  

L’ARN polymérase II est également à l’origine de modification d’histone : elle recrute la méthyl 

transférase SET1 qui est à l’origine de la tri-méthylation de l’histone 3 au niveau de la lysine 4 

(H3K4me3). Cette marque persiste après la fin de la transcription et donne ainsi une mémoire 

moléculaire d’une activité transcriptionnelle récente (Ng et al., 2003). La réduction de la marque 

H3K4me3 est alors associée à une diminution de la fréquence d’hypermutation somatique. Les gènes 

« AID off-targets » sont également enrichis de cette marque épigénétique (Kato et al., 2012). De plus, 

les histones H3 et H4 sont hyperacétylées dans la région V, indiquant un rôle dans le processus de SHM 

(Sheppard et al., 2018; Woo et al., 2003).  

En plus des modifications d’histone, la structure de l’ADN lui-même serait impliquée dans le bon 

déroulement du processus de SHM. En effet, la formation de structure spécifique, en G-quadruplex, 

au niveau de séquences enrichies en G, constituerait un socle solide de recrutement pour AID. Bien 

que le rôle de ces structures en G-quadruplex est surtout décrit pour le mécanisme de CSR, il a été 

montré dans un modèle murin présentant une délétion du motif de reconnaissance des G-quadruplex 

au sein de l’enzyme AID une diminution de la fréquence de SHM (Yewdell et al., 2020).  

D’autres facteurs sont également impliqués dans le bon déroulement de la SHM, notamment le facteur 

d’épissage SRF1-3 (Serine/Arginine splicing factor 1-3) qui favorise l’accumulation d’AID dans le noyau 

et contribue donc à augmenter la fréquence de mutation (Kanehiro et al., 2012; Kawaguchi et al., 

2017). SRF1-3 est également capable de recruter la topoisomérase I, une enzyme qui facilite le 

relâchement des contraintes topologiques de l’ADN (Kumar Singh et al., 2019). Cette topoisomérase 

génère des cassures temporaires sur un brin et favorise alors l’accès du simple brin à AID (Baranello et 

al., 2013). Contre toute attente, l’inhibition de la topoisomérase I est à l’origine d’une augmentation 

de la fréquence de SHM. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que l’accumulation des torsions de l’ADN 
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diminue l’efficacité d’avancement de l’ARN polymérase II, l’ADN simple brin libéré pendant la 

transcription serait alors accessible plus longtemps à la machinerie mutationnelle (Maul et al., 2015).  

Enfin, des séquences spécifiques du recrutement de AID au sein des loci d’Ig ont été recherchées. Il a 

d’abord été montré que les éléments cis-régulateurs des loci Ig, notamment les promoteurs, ne 

contiennent pas de motifs nécessaires au recrutement d’AID, ils joueraient d’avantage leur rôle via la 

transcription. Néanmoins, il a été mis en évidence la présence de séquences DIVAC (DIVersification 

ACtivator) au sein des loci d’Ig (Blagodatski et al., 2009; Kothapalli et al., 2011). Leur présence serait 

nécessaire à l’introduction de mutations, en effet l’insertion ectopique de séquences DIVAC au niveau 

de loci qui ne sont normalement pas ciblés par la SHM conduit à une augmentation significative de 

leur taux de mutations (Senigl et al., 2019a).  

 

II.1.3.2.3. Commutation de classe  
La commutation de classe, également appelée switch isotypique, est un processus initié lui aussi par 

l’enzyme AID dans les centrocytes de la ZC du GC. Ce mécanisme permet le remplacement de la chaîne 

constante µ par un autre isotype (,  ou ) afin d’adapter les fonctions effectrices de l’Ig à l’antigène 

rencontré (Figure 12). Chaque gène constant x, à l’exception de , est composé de trois parties 

distinctes : 

- l’exon Ix (pour intervening), précédé d’un promoteur I 

- la région switch x (Sx) dont la taille varie entre 1 et 14kb selon le gène constant et composée de motifs 

répétés, riche en G, de type GAGCT ou GGGGGT 

- le gène constant Cx 

 

II.1.3.2.3.1. Mécanisme 
Comme lors de l’hypermutation somatique, l’enzyme AID va déaminer une cytosine en uracile. 

Contrairement à la SHM, la CSR nécessite l’introduction de CDB au sein des régions S (Stavnezer and 

Schrader, 2014). La présence abondante de motifs WRCY répétés au sein des régions S permet à AID 

d’initier son activité catalytique à plusieurs endroits très proches les uns des autres. Cette particularité 

permet la génération de cassures simples brins suffisamment proches sur les deux brins d’ADN pour 

former des CDBs (Han et al., 2011; Stavnezer and Schrader, 2014; Xu et al., 2012). L’intervention d’UNG 

contribue à la formation des CDBs, notamment par l’excision des U générés et le recrutement sous-

jacent des endonucléases APE. Les CDBs ainsi formées sont reconnues par le complexe MRN formé des 

protéines MRE11, RAD50 et NSB1. Le complexe MRN active les voies de réparation des CDBs de l’ADN, 

notamment en recrutant ATM (ataxia aelangiectasia mutated). Cette kinase recrute à son tour des 

acteurs impliqués dans la prise en charge des CDBs : H2AX et 53BP1 (Lee and Paull, 2007). La présence 



Figure 14 : Régulation du recrutement de AID aux régions switch pendant la CSR
Le recrutement de AID au niveau des régions switch dépend de la présence de plusieurs éléments tels que l’ARN Pol II et
le facteur SPT5 qui permettent la synthèse d’ARN libérant, qui, en coopération avec le RNA exosome, permet la libération
du substrat ADN simple brin pour AID. La présence de motifs AGCT au sein des régions switch permet le recrutement de
la protéine adaptatrice 14-3-3, responsables du recrutement de AID. La présence de motifs répétés riches en G permet la
formation de structure typique appelée G-quadruplex qui forment une plateforme de recrutement d’AID bien plus
efficient que de l’ADN linéaire.
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de l’ensemble de ces acteurs au niveau des CDBs stabilise les extrémités. La région donneuse Sµ et la 

région acceptrice Sx sont rapprochées afin d’être ligaturées et le fragment d’ADN initialement compris 

entre les deux régions S est excisé (Figure 12). La prise en charge des CDBs peut être effectuée par 

deux voies : la jonction d’extrémité non homologue (NHEJ) ou la jonction d’extrémité alternative (A-

EJ) (Figure 13) (Boboila et al., 2012). Lors de la CSR, la voie majoritairement empruntée est la voie 

NHEJ, la voie A-EJ serait plutôt une voie de second choix, utilisée lorsque les acteurs NHEJ sont absents.  

Comme pour la recombinaison VDJ, le complexe KU, formé de KU70 et KU80, maintient les extrémités 

des CDBs et recrute la DNA-PK. Finalement, les deux régions S sont jointes par l’action de la ligase IV, 

en coopération avec son cofacteur XRCC4 (Lieber, 2010). Comme cité précédemment, la voie A-EJ peut 

également être recrutée afin de clôturer le processus de CSR. Cette voie fait appel à des acteurs 

différents. Ainsi, les CDBs sont reconnues par PARP1 (Poly-ADP Ribose polymerase 1) puis CtIP (Ct-

interacting protein) est recrutée et finalement la jonction entre les extrémités libres est réalisée par la 

ligase I ou la ligase III (Boboila et al., 2010; Hwang et al., 2015).  

II.1.3.2.3.2. Régulation (Figure 14) 
Comme dit précédemment, AID intervient sur l’ADN simple brin, rendu accessible par la transcription. 

La production de transcrits germinaux constitue donc un prérequis majeur pour la CSR : ces transcrits 

sont initiés au promoteur Iµ ainsi qu’au promoteur Ix. Cependant, ces transcrits germinaux ne sont pas 

régulés de façon équivalente : la transcription de Sµ est constitutive, toujours présente, alors que la 

transcription de la région Sx acceptrice apparait en réponse à un stimulus. Par exemple, in vitro la 

transcription de S3 et S2b apparait en réponse au lipopolysaccharide (LPS) bactérien alors que la 

transcription à S1 et S est initiée suite à un stimulus par l’IL-4 (l’isotype est sélectionné en fonction 

de la concentration en IL-4). Bien que ces transcrits ne codent pas de protéines, ils sont essentiels à la 

CSR. En effet, leur association au brin matrice, formant ainsi des hybrides ADN-ARN aussi appelés R-

loop, optimise l’accès du brin non matrice à l’activité catalytique d’AID notamment en favorisant la 

pause du complexe ARN polymérase II -SPT5 responsable notamment du recrutement d’AID (Pavri and 

Nussenzweig, 2011; Yu et al., 2003; Zhang et al., 2014). L’accessibilité du brin matrice est quant à elle 

favorisée par l’intervention du RNA exosome qui dégrade les transcrits néosynthétisés (Basu et al., 

2011; Laffleur et al., 2017).  

Les modifications épigénétiques au niveau des histones semblent aussi jouer un rôle important, 

notamment pour l’accessibilité des régions S à la machinerie transcriptionnelle et donc dans l’initiation 

de la transcription. En effet, des marques actives, telle que l’acétylation des lysines 9 et 27 de l’histone 

3 (H3K9Ac et H3K27Ac) ainsi que la tri-méthylation des lysines 4 et 36 (H3K4me3 et H3K36me3) au 

niveau de l’histone 3 sont particulièrement enrichies au niveau de la région Sµ (Sheppard et al., 2018; 

Wang et al., 2009; Wu et al., 2018).  
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Enfin, la séquence des régions S en elle-même est importante pour le recrutement d’AID. En effet, la 

présence de motifs répétés particulièrement riche en G au sein de ces régions permet la formation de 

structure appelée G-quadruplex. Ces structures, très largement retrouvées au niveau des régions S, 

sont à l’origine d’un recrutement plus efficient de l’enzyme AID, en comparaison à une structure 

linéaire, et favoriseraient la CSR (Pucella and Chaudhuri, 2017; Qiao et al., 2017). De plus, les régions 

S sont aussi très riches en séquences cible d’AID, notamment le motif AGCT qui est reconnu par la 

protéine adaptatrice 14-3-3 qui est en partie responsable du recrutement d’AID (Lam et al., 2017; Xu 

et al., 2010). En outre, les séquences répétées au sein des régions S contribuent à stopper la 

progression de l’ARN polymérase II, favorisant ainsi le recrutement d’AID en quantité importante par 

le complexe formé de l’ARN polymérase II associée à SPT5 (Pavri et al., 2010).  

La structure du locus IgH constitue également un niveau de régulation clé de la CSR. En effet, la 

topologie tridimensionnelle du locus, médiée par le mécanisme d’extrusion de boucle, a été montrée 

comme nécessaire à la recombinaison entre la région donneuse Sµ et la région acceptrice Sx (X. Zhang 

et al., 2019). De fait, le processus d’extrusion de boucle (décrit dans la partie IV), permet le 

rapprochement des régions S à recombiner dans une même synapse et l’élimination du segment 

génique intermédiaire à ces régions switch sous la forme d’épisome (Wuerffel et al., 2007).  

 

II.2. Lymphomagenèse B 

II.2.1. Généralités 
Les lymphomes se réfèrent à des types de cancers qui affectent les cellules B, T ou NK, qui sont toutes 

des cellules lymphoïdes. La classification des lymphomes, selon l’organisation mondiale de la santé 

(OMS), est établie selon plusieurs critères hématologiques, biologiques et génétiques (Swerdlow et al., 

2016).  

La classification de l’OMS répartie les lymphomes B en deux grands groupes distincts : les lymphomes 

de Hodgkin et les lymphomes non hodgkiniens (LNH). Les lymphomes de Hodgkin se distingue par la 

présence de cellules de Reed-Sternberg qui sont des cellules anormalement géantes envahissant les 

tissus lymphoïdes affectés. Les LNH sont, quant à eux, les lymphomes les plus fréquents puisqu’ils 

représentent entre 80% et 90% des cas de lymphomes.  

Les LNH sont distingués selon la vitesse de prolifération des cellules malignes et peuvent alors être 

indolents ou au contraire agressifs. Toutefois, cette distinction n’est pas exclusive puisqu’un LNH 

indolent peut évoluer vers une forme agressive. 

La contrepartie physiologique des cellules cancéreuses intervient aussi dans le classement des 

lymphomes B (Figure 15). De même, le statut mutationnel des gènes d’Ig et l’isotype d’Ig porté par la 

cellule lymphomateuse peut donner une information sur la cellule « d’origine ». Ainsi, avec ces 



Figure 16 : Translocation pendant la recombinaison VDJ, exemple de la translocation t(14;18) dans le lymphome
folliculaire
La translocation t(14;18) impliquant IgH et Bcl2 se produit pendant la recombinaison VDJ et conduit à une résistance à
l’apoptose des cellules B dans le centre germinatif. Cet évènement est caractéristique du lymphome folliculaire.
A. Développement et pattern d’expression de Bcl2 normaux
B. Conséquence de la translocation t(14;18)
CB : Centroblaste ; CC : Centrocyte
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différentes informations, il est admis que près de 80% des LNH dérivent de cellules B du GC ou post-

GC. Parmi les exemples de LNH qui dérivent de cellules B GC ou post-GC, peuvent être cités le 

lymphome folliculaire qui est le LNH indolent le plus fréquent ou encore le lymphome diffus à grande 

cellules B (DLBCL) dont le sous-type GCB (pour Germinal Center B cell) dérive des centrocytes et le 

sous-type ABC (pour Activated B cell) de cellules sorties du GC, le plus courant des LNH agressif.  

II.2.2. Altérations liées à la maturation des gènes d’Ig 
Le développement physiologique des cellules B est articulé autour de trois grandes étapes de 

maturation des gènes d’Ig : la recombinaison V(D)J, la SHM et la CSR, permettant in fine l’expression 

d’une Ig de haute spécificité et affinité. L’occurrence de chacun de ces évènements est régulée à 

plusieurs niveaux via des modifications génétiques et épigénétiques ainsi que par des communications 

entre la cellule B et l’environnement cellulaire dans lequel elle se trouve (moelle osseuse, organes 

lymphoïdes secondaires). Toute dérégulation d’un de ces processus peut alors initier la 

lymphomagenèse B. Seuls les évènements géniques liés à la recombinaison V(D)J, la SHM et la CSR 

seront abordés ici.  

II.2.2.1. Evènements de translocation pendant la recombinaison V(D)J 
Un exemple typique d’altération génique lors de la recombinaison V(D)J est la translocation t(14 ;18) 

impliquant le locus IGH, localisé sur le chromosome 14, et l’oncogène BCL2 présent sur le chromosome 

18 chez l’Homme. L’insertion de l’oncogène entre les segments DH et JH ainsi que la présence de résidus 

« N » témoignent de l’occurrence de cette translocation pendant la recombinaison VDJ même si une 

autre étude suggère un dysfonctionnement de la SHM comme pouvant être responsable de cette 

translocation (Bakhshi et al., 1987; Nadel et al., 2001; Tsujimoto et al., 1985). Cette translocation, place 

l’oncogène BCL2 sous le contrôle des enhancers forts du locus IGH, conduisant à la surexpression du 

produit du gène BCL2. Bien que cet évènement se produise au cours de la phase précoce de 

l’ontogenèse B, il constitue un évènement primaire fréquent au développement de lymphome 

folliculaire dont les cellules sont issues du GC. Ceci s’explique par le rôle physiologique que tient la 

protéine BCL2 dans les cellules B. En effet, en condition normale, l’expression de BCL2 varie au cours 

du développement B pour être négativement régulée dans les cellules B du GC, et ce afin de permettre 

l’apoptose des cellules ayant un BCR moins affin (Figure 16A). Lorsque les cellules possèdent la 

translocation t(14 ;18), la répression de BCL2 ne s’opère pas, les cellules deviennent alors résistantes 

à l’apoptose et prolifèrent de façon anormale (Figure 16B) (Shen et al., 2004). 

Un autre exemple est celui de la translocation t(11 ;14), retrouvée dans le lymphome du manteau, qui 

juxtapose le gène codant la cycline D1 (CCND1) avec le locus IGH. Le point de cassure dans le locus IGH 

est principalement localisé entre les segments DH et JH, suggérant là aussi la survenue de cet évènement 

pendant la recombinaison VDJ. La surexpression de la cycline D1 résultant de cette translocation 
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Figure 18 : Mutation d’oncogènes pendant le processus de SHM, exemple de Bcl6 dans le DLBCL
L’introduction de mutation dans la partie 5’ de Bcl6 empêche l’inhibition de son expression par BLIMP1 et
conduit à une prolifération intense. Bcl6 est muté dans 75% des DLBCL.
A. Contexte physiologique
B. Conséquence des mutations dans la partie 5’ de Bcl6
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conduit à une dérégulation du cycle cellulaire et par conséquent une prolifération anormale des 

cellules (Stamatopoulos et al., 1999; Welzel et al., 2001). 

II.2.2.2. Altérations géniques lors du développement tardif 
De la même façon que lors de la recombinaison V(D)J, les remaniements géniques tardifs peuvent aussi 

être à l’origine d’altérations géniques initiant ou participant à la lymphomagenèse.  

II.2.2.2.1. Associées à la CSR 
Du fait de l’introduction de CDB, la CSR constitue, au même titre que la recombinaison VDJ, un facteur 

de risque de translocation. Un exemple typique est la translocation t(8 ;14) dans le lymphome de 

Burkitt sporadique (Basso and Dalla-Favera, 2015; Schmitz et al., 2012). Cette translocation place 

l’oncogène c-MYC sous le contrôle des enhancers (cEµ et les enhancers de la 3’RR) du locus IGH 

(Truffinet et al., 2007; Wang and Boxer, 2005). Ceci conduit à son expression ectopique dans les cellules 

du GC qui n’expriment normalement ce gène que sur une très courte durée, conférant ainsi, aux 

cellules un haut pouvoir prolifératif. Cette translocation constitue un évènement primaire dans le cas 

du lymphome de Burkitt sporadique. (Figure 17).  

De même, dans le myélome multiple, cancer des plasmocytes, de nombreuses translocations ont été 

identifiées au niveau des régions switch du locus IGH (Bergsagel et al., 1996). Certaines de ces 

translocations sont « silencieuses » en analyse cytogénétique conventionnelle, notamment la 

translocation t(14 ;16) qui implique c-MAF (Chesi et al., 1998).  

II.2.2.2.2. Associées à la SHM 
Durant la SHM, deux types d’altérations peuvent se produire : des translocations du fait de l’induction 

de cassure de l’ADN et l’introduction de mutations au sein de gènes non Ig. Parmi ces gènes, l’une des 

cibles pouvant donner lieu à un état pathologique est BCL6 (Pasqualucci et al., 1998; Shen et al., 1998). 

En effet, dans environ 75% des cas de DLBCL, tout sous-types confondus, la partie 5’ du gène BCL6 

présente un taux anormalement élevé de mutation (Iqbal et al., 2007). En conditions physiologiques, 

BCL6 est exprimé dans le GC puis réprimé par le facteur clé de la différenciation plasmocytaire : BLIMP-

1 (Figure 18A). Les mutations anormalement introduites en 5’ vont altérer les sites de fixation de 

BLIMP1, ce qui entraine l’expression continue de BCL6 (Bal et al., 2022). Une survie et une prolifération 

intense des cellules résultent de cette non répression, pouvant ainsi conduire à la lymphomagenèse 

(Figure 18B).  

 

Les évènements géniques inhérents au développement de la cellule B doivent donc être strictement 

régulés. Cette régulation est en partie médiée par la transcription, elle-même contrôlée par les 

éléments cis-régulateurs présents aux loci codant les Ig. Le prochain chapitre décrit les éléments cis-

régulateurs du locus IgH et leurs fonctions. 



VH DH JH

IGCR1

pDQ52

Eµ-MARs 3’RR

3’CBEs

Cµ Cd Cg3 Cg1 Cg2b Cg2a Ce Ca

D-hs1 à 65’hs123ab hs5678

5’MAR 3’MARcEµ

C/EBP µ
E1

µ
E5

µ
A

µ
E3

µ
B

µ
E4 OCT

hs3a 1.2 3b 4

Figure 19 : Eléments cis-régulateurs du locus IgH
Cette figure positionne les différents éléments cis-régulateurs mentionnés dans le chapitre III. Elle détaille aussi leur
composition.
Les régions isolatrices sont représentées en gris et les promoteurs/enhancers en bleu. Les flèches correspondent au
quasi-palindrome de la 3’RR.
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Partie III. Éléments cis-régulateurs du locus IgH  

Plusieurs éléments cis-régulateurs jonchent le locus IgH (Figure 19). Ces éléments sont essentiels au 

bon déroulement du développement de la cellule B, compte tenu des réarrangements géniques opérés 

tout au long de celui-ci. Comme cité dans la partie I, ces éléments sont de différentes natures et 

exercent donc des rôles différents. Les régions isolatrices, les promoteurs et les activateurs 

transcriptionnels (aussi appelés enhancers) sont alors distingués.  

III.1. Régions isolatrices et promoteurs 

III.1.1. Régions isolatrices 
De part et d’autre du locus sont retrouvées des régions isolatrices, chacune composée de quatre sites 

hs. Ces deux régions permettent ainsi de cantonner au sein du locus IgH les évènements géniques 

inhérents au développement B. Du côté 5’ du locus, les éléments 5’hs123ab permettent 

principalement de protéger les gènes adjacents des évènements de recombinaison VDJ alors que du 

côté 3’, les éléments hs5678, communément appelée 3’CBE, ont pour fonction de limiter la localisation 

des évènements de CSR au locus IgH (Pawlitzky et al., 2006; Volpi et al., 2012; Zhang et al., 2021). Plus 

récemment, il a été démontré que cette région participe également à la recombinaison VDJ, en 

permettant d’établir le centre de recombinaison où RAG effectue son « balayage » (Liang et al., 2023).  

Une autre région de type isolatrice, appelée région de contrôle intergénique (IGCR1), localisée entre 

les segments VH et DH, joue un rôle prépondérant dans la régulation des évènements de la 

recombinaison VDJ : cette région limite la progression des transcrits germinaux antisens vers les 

segments VH lors des premiers réarrangements DH vers JH et participe à l’établissement du centre de 

recombinaison (Guo et al., 2011; Liang et al., 2023).  

III.1.2. Promoteurs  

III.1.2.1. Promoteurs pVH  
De nombreux promoteurs sont aussi présents au sein du locus. Situés à 250pb en amont des gènes VH, 

se trouvent les promoteurs nommés pVH (Buchanan et al., 1997). Ces derniers jouent, eux aussi, un 

rôle important dans l’initiation des réarrangements VH-DJH puisqu’à l’origine des transcrits germinaux 

régulateurs de la région VH. Plus spécifiquement, le pVH du segment VH réarrangé conserve un rôle 

important durant toute la vie de la cellule B, depuis le stade pré-B, où la chaine lourde est réarrangée 

jusqu’au stade ultime plasmocyte, puisqu’il est à l’origine du transcrit de la chaine lourde fonctionnelle. 

Les pVH contiennent des séquences spécifiques à l’origine de leurs rôles prépondérants. 

Premièrement, la majorité des pVH contiennent une « TATA Box » localisée à environ 30 pb en amont 

du site d’initiation de la transcription ainsi qu’un élément Inr qui contribue à l’initiation de la 
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transcription. En amont de cette TATA Box, se situe un octamère (ATGCAAAT), site de liaison de 

différents facteurs de transcription (Johnston et al., 2006; Parslow et al., 1984; Roy et al., 2011). Enfin, 

les pVH les plus actifs contiennent des éléments supplémentaires : DICE (pour Downstream 

Immunoglobulin Control Element) et PAIR (pour Pax-Activated Intergenic Repeat), capables de recruter 

des facteurs clés comme E2A et PAX5 (Ebert et al., 2011; Tantin et al., 2004). 

III.1.2.2. Promoteur pDQ52 
Un autre promoteur important du locus IgH est pDQ52, situé en amont du dernier gène DH 

(Alessandrini and Desiderio, 1991). C’est le seul promoteur actif localisé en amont d’un segment DH 

avec un rôle notoire pour la régulation des évènements de recombinaison DH-JH, il est alors qualifié de 

promoteur/enhancer (Kottmann et al., 1994). Ce promoteur est à l’origine de la genèse du transcrit µ0 

qui s’étend donc depuis DQ52 jusqu’à Cµ en passant par l’ensemble des segments JH, ce qui les rend 

accessibles au complexe recombinase impliqué dans la recombinaison VDJ.  

III.1.2.3. Promoteurs I 
Les promoteurs I constituent également des régulateurs spécifiques du locus IgH, ils sont localisés en 

amont de l’unité formée par la succession Ix –Sx – Cx, pour chaque gène constant excepté C. Ces 

promoteurs sont à l’origine des transcrits germinaux essentiels à l’action d’AID pendant la CSR (Nambu 

et al., 2003).  

 

Pour résumer, ces éléments permettent à la cellule B de contrôler les évènements de remaniements 

géniques qu’elle opère au cours de sa différenciation. Deux autres régions régulatrices majeures sont 

impliquées dans la régulation de ces processus, il s’agit des régions EµMARs et 3’RR. Mon travail de 

thèse s’est particulièrement articulé autour de ces deux régions régulatrices majeures, leurs rôles 

respectifs sont décrits en détails ci-après. 

 

III.2. La région EµMARs 
Localisée entre le dernier segment JH4 et Sµ, la région EµMARs occupe une position centrale au sein du 

locus IgH et possède une activité spécifique au lignage B. Cette région est composée de l’enhancer 

core Eµ (cEµ), de 220 pb, flanqué par deux MARs. La MAR située en 5’ occupe 310 pb et celle en 3’ 

s’étend sur 350 pb.   

III.2.1. L’enhancer cEµ 
L’enhancer cEµ comporte plusieurs sites de fixation pour plusieurs facteurs de transcription. Ces sites 

de fixation sont ordonnés de la façon suivante, selon le sens 5’-3’ : C/EBP, µE1, µE5, µA, µE3, µB, µE4 

ainsi qu’une séquence octamérique similaire à celle retrouvée dans les pVH (Ernst and Smale, 1995). 
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Tous ces éléments constituent des sites de liaisons pour différents facteurs tels que PU.1, E2A ou ceux 

de la famille OCT ainsi que la protéine ZEB. Il a été montré que la fixation de E2A, dans des cellules B, 

sur µE4 et µE5 est activatrice du locus IgH, alors que dans des cellules non-B ces sites sont occupés par 

la protéine ZEB dans le but d’inhiber l’expression d’IgH (Genetta et al., 1994).  

Plusieurs modèles différents, d’insertion, de remplacement ou de délétion, ont mis en évidence 

l’implication de l’enhancer cEµ dans la recombinaison VDJ et par conséquent son rôle dans le 

développement précoce. Une première étude a ainsi montré que l’insertion de cEµ dans un transgène 

initie des recombinaisons DH-JH dans des cellules lymphoïdes (Ferrier et al., 1990). Un peu plus tard, le 

remplacement de cEµ par un oligonucléotide de 20 pb dans des souris chimériques montre un blocage 

partiel de la recombinaison VH-DJH (Serwe and Sablitzky, 1993). L’importance de cEµ a été confirmée 

par son remplacement chez la souris par une cassette pGK-NéoR, modèle dans lequel une diminution 

drastique des recombinaisons VH-DJH et DH-JH est observée (Chen et al., 1993; Perlot et al., 2005; Sakai 

et al., 1999). Enfin les animaux KO pour cEµ (cEµ KO) arborent un défaut majeur de recombinaison VDJ, 

entrainant un blocage important des cellules au stade pro-B, avec pour conséquence une diminution 

significative du nombre de cellules B en périphérie (Perlot et al., 2005). Les effets observés dans ce 

modèles s’expliquent par la diminution des transcrits germinaux µ0 et Iµ, normalement initiés avant 

les premiers réarrangements DH-JH (Perlot et al., 2005). Dans un modèle similaire combinant la délétion 

de cEµ à celle de pDQ52, les auteurs observent également une diminution de la transcription antisens 

de la région incluant les segments DH et JH (Bolland et al., 2007). A contrario, la transcription germinale 

sens et antisens au niveau des segments VH n’est pas affectée par la délétion de cEµ, cet effet corrobore 

le fait que les réarrangements les plus impactés sont ceux de DH vers JH et non ceux de VH vers DJH. 

L’effet de la suppression de cEµ sur les marques de la chromatine étaye également l’accessibilité à la 

transcription. Les marques actives (H3K9Ac), normalement présentes au sein des régions à 

recombiner, sont absentes dans des modèles de délétion de cEµ alors que les marques répressives 

(H3K9me2), elles, restent présentes (Chowdhury and Sen, 2001). Dans ces modèles soulignant la 

fonction régulatrice de cEµ, les cellules B parvenant à réaliser un réarrangement DH-JH ne rencontrent 

pas de problème dans la suite de leur maturation. 

Enfin, le modèle de délétion totale de la région EµMARs (cEµ + MARs, appelée EµFL KO pour Eµ Full 

Lenght KO), initialement développé dans des souris chimériques (Sakai et al., 1999) puis étudié en 

détail au laboratoire dans un modèle KO, vient compléter les données précédemment décrites. En 

effet, ce modèle confirme le défaut de recombinaison VDJ, sans pour autant présenter de biais 

d’utilisation du répertoire VH. Le développement B est altéré par un blocage important des cellules au 

stade pro-B, avec pour conséquence, là encore, une diminution du nombre de cellules B en périphérie 

(Marquet et al., 2014). Dans ce modèle, la transcription de la chaîne lourde µ est également diminuée 

aux stades précoces de développement dans la moelle osseuse. La conséquence majeure est une  
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diminution de l’expression du pré-BCR au stade pré-B qui limite l’expansion clonale caractéristique de 

ce stade ; ce déficit de prolifération contribue à diminuer significativement le nombre de cellules B en 

périphérie (Marquet et al., 2014).  

En revanche, la délétion de cEµ n’affecte plus la transcription de la chaîne lourde d’Ig dans les cellules 

B matures ; elle ne compromet pas les transcrits germinaux des régions S et par conséquent n’entraine 

pas de défaut significatif de CSR (Li et al., 2010; Perlot et al., 2005). En ce qui concerne la SHM, le rôle 

de cEµ a fait l’objet de controverses. En effet, la délétion de l’ensemble de la région EµMARs dans des 

hybridomes ne provoque pas de défaut de SHM alors que la délétion seule de cEµ ou des MARs 

entraine une diminution de la fréquence de mutation (Ronai et al., 2005). Ces observations ne 

corroborent pas avec les observations réalisées dans des modèles murins cEµ KO ou EµMARs KO 

(associées ou non à un allèle IgH préalablement réarrangé) dans lesquels la SHM n’est que faiblement 

diminuée (Li et al., 2010; Perlot et al., 2005). Ces données suggèrent que cEµ ne joue pas de rôle 

prépondérant dans la SHM. 

III.2.2. Les régions d’attachement à la matrice (MAR) 
Comme décrit précédemment, l’enhancer cEµ est cerné par deux régions MARs, appelées MARsEµ. Les 

MARs sont des régions d’ADN de 200 à 1000pb, riches en bases A/T, réparties dans le génome. Leur 

localisation est souvent télomérique ou intronique, proches d’enhancers et/ou promoteurs (Blasquez 

et al., 1989). Ces régions constituent des éléments régulateurs importants, notamment par leur 

composition en sites de fixation de nombreuses protéines modulatrices de l’expression des gènes. 

Deux types de MARs sont décrites (Hakes and Berezney, 1991) : 

- Les MARs constitutives qui sont liées en continu avec la matrice nucléaire  

- Les MARs facultatives dont la liaison avec la matrice nucléaire est dynamique 

Les propriétés de liaison des MARs à la matrice nucléaire font de ces régions des participantes 

importantes pour l’organisation du noyau, notamment en permettant la formation de boucle de 

chromatine (Heng et al., 2004). 

Bien que de nombreux modèles et études aient comparé l’effet de la délétion des divers éléments de 

la région EµMARs, l’implication des MARsEµ dans les mécanismes liés au développement B n’était pas 

clairement établi. Alors que les modèles animaux de délétion de l’enhancer intronique (cEµ KO) ou de 

l’ensemble de la région (EµFL KO) établissent clairement la fonction de cEµ comme un régulateur de la 

recombinaison VDJ (Marquet et al., 2014; Perlot et al., 2005; Sakai et al., 1999), les observations 

controversées sur la SHM dans les modèles d’animaux et les hybridomes maintenaient un doute sur 

l’implication des régions MARsEµ dans ce mécanisme (Li et al., 2010; Marquet et al., 2014; Perlot et al., 

2005; Ronai et al., 2005). Un modèle murin portant la délétion des deux régions MAR flanquant cEµ 

(MARsEµ KO) a été développé au laboratoire dans le but de répondre à cette controverse. L’étude de 
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ce modèle a révélé que les MARsEµ n’ont pas de rôle critique dans le développement B précoce ni dans 

le processus de CSR mais sont, en revanche, impliquées dans le processus de SHM. En effet, la délétion 

des MARsEµ induit une diminution modérée mais significative de la fréquence d’hypermutation 

(d’environ un facteur 2) dans la région intronique JH en amont de cEµ. Dans cette étude, nous montrons 

que cette diminution n’est pas liée à un défaut de transcription primaire du locus IgH et de l’action de 

AID mais à un recrutement moins efficace des facteurs de réparation « error prone » agissant en aval 

d’AID (Martin et al., 2023). Je co-signe ce travail publié dans Frontiers in Immunology en quatrième 

position (Annexe 1). 

Les mécanismes moléculaires, médiés par les régions MARsEµ, agissant sur la régulation du locus IgH 

ne sont pas encore totalement décrits. Il est cependant connu que ces régions sont des sites d’ancrages 

de nombreuses protéines, appelées MARs BP (BP pour Binding Protein) (Wang et al., 2010). L’équipe 

B-NATION s’attache à comprendre l’ensemble des mécanismes qui régulent l’expression du locus IgH ; 

elle a donc poursuivi l’étude de l’implication des régions MARsEµ par l’étude de modèles murins 

présentant des délétions de certaines MAR BP, notamment SATB1 (Special A/T Rinch Binding Protein 

1) (Yokota and Kanakura, 2014). Notre équipe a évalué l’effet de la délétion conditionnelle de SATB1 

dans un modèle murin dès le stade pro-B : cette étude a révélé la dualité fonctionnelle de cette MAR 

BP dans les cellules B. En effet, SATB1 possède une activité activatrice de la transcription d’IgH dans 

les cellules B matures au repos alors qu’elle endosse une activité répressive de l’expression d’IgH ainsi 

que du mécanisme de SHM dans les cellules B activées (Thomas et al., 2023). Je co-signe ce travail en 

révision dans Cellular and Molecular Immunology en qualité de deuxième auteure (Annexe 2). 

III.3. La région régulatrice en 3’ (3’RR) 
La description de la structure complexe de cette région et de son rôle au cours du développement B a 

notamment été facilitée par l’étude de différents modèles murins, porteurs de délétions totales ou 

partielles de la région. Notre laboratoire s’est particulièrement illustré dans de nombreuses études sur 

la compréhension de cette région. La revue ci-après, que je signe en tant que première auteure et 

publiée dans Advances in Immunology, fait l’état des lieux des différents modèles murins ayant permis 

de déchiffrer le rôle de la 3’RR aux différents stades du développement B (Bruzeau et al., 2021). 
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Abstract

Among the multiple events leading to immunoglobulin (Ig) expression in B cells, step-
wise activation of the Ig heavy chain locus (IgH) is of critical importance. Transcription
regulation of the complex IgH locus has always been an interesting viewpoint to unravel
the multiple and complex events required for IgH expression. First, regulatory germline
transcripts (GLT) assist DNA remodeling events such as VDJ recombination, class switch
recombination (CSR) and somatic hypermutation (SHM). Second, productive spliced
transcripts restrict heavy chain protein expression associated either with the surface
receptor of developing B cells or secreted in large amounts in plasma cells. One main
transcriptional regulator for IgH lies at its 30 extremity and includes both a set of
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enhancers grouped in a large 30 regulatory region (30RR) and a cluster of 30CTCF-binding
elements (30CBEs). In this focused review, we will preferentially refer to evidence
reported for the murine endogenous IgH locus, whether it is wt or carries deletions
or insertions within the IgH 30 boundary and associated regulatory region.

1. Structure of the IgH 30 boundary and associated
regulatory region

Reflecting its tremendous complexity, the IgH locus spans approxi-

mately three megabases (Mb) onmurine chromosome 12. Regions involved

in transcriptional regulation, mainly bidirectional VH promoters, switch

region (S) I promoters, functional enhancers and CTCF-binding elements,

stand between VH to DH clusters (IGCR elements), upstream from the Cμ
gene (Eμ enhancer and MARs elements) and downstream from Cα (the

30RR followed by the 30CBEs) (Fig. 1A).

Initially identified as a locus control region stretching more than

30kb downstream from the Cα gene (Lieberson, Giannini, Birshtein, &

Eckhardt, 1991), the 30RR includes four transcriptional enhancers, named

hs3a, hs1–2, hs3b and hs4 (Giannini, Singh, Calvo, Ding, & Birshtein,

1993; Lieberson et al., 1991; Matthias & Baltimore, 1993; Michaelson,

Giannini, & Birshtein, 1995). The central hs1–2 element is flanked by

inverted repeated intervening sequences (IRIS) that form a 25kb-long

quasi-palindrome (Chauveau & Cogn!e, 1996). Although highly divergent

in different species, IRIS sequences always stand as inverted copies on both

sides of hs1.2, preserving a 30RR quasi-palindromic symmetry (Sepulveda,

Garrett, Pricewhelan, & Birshtein, 2005). Downstream from this palin-

drome, the hs4 element is the last structure within the IgH locus carrying

enhancer activity (Michaelson et al., 1995). Genomic regions that separate

murine 30enhancer elements also contain 11 “like switch γ” stretches (LS1

to LS11) that share sequence identity and DNA motifs with Sγ regions

(Peron et al., 2012) (Fig. 1A). LS regions can, in germinal center B cells,

be targeted by activation-induced cytidine deaminase (AID) leading to

mutations (although to a lesser extent than in S regions) or to recombination

(discussed further) (Peron et al., 2012).

Downstream from the 30RR, the locus border is marked by four hs sites

(hs5–8) that correlate with !10 CTCF-binding elements (CBEs) (Garrett

et al., 2005); to note, one cryptic CBE was identified upstream from the

30RR enhancers in the intronic region between constant and membrane

exons of the Cα gene (Thomas-Claudepierre et al., 2013) (Fig. 1A).
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Fig. 1 Immunoglobulin heavy chain loci and mouse models carrying deletions/insertions within the 30RR. (A) IgH locus. (B) Mouse models.
Light gray rectangles represent VH, DH and JH segment genes, white rectangles represent constant genes, dark gray circles represent switch
regions and black ovals represent main regulatory elements of IgH loci. Orange circles represent CTCF Binding Elements (CBE). Gray arrows
represent the inverted repeated intervening sequences (IRIS). Blue stars represent Like-Switch (LS) regions. Red crosses represent deletions in
mouse models and white cassettes with “NeoR” represent resistant neomycin genes. Not to scale.



The 30CBE region was initially described as a border/insulator of the IgH

regulatory domain (Garrett et al., 2005; Zhou et al., 2002). In light of

genome-wide chromosome conformation capture (Hi-C) patterns, the

30CBE region has been definitively identified as the extremity of the topo-

logically associating domain (TAD) that includes the complex IgH locus

(Vian et al., 2018). The critical importance of this TAD boundary was illus-

trated by the deletion of the 30CBEs in the mouse that led to increased

expression of genes located downstream from the IgH locus (Volpi et al.,

2012); this assertion was confirmed in a recent study describing intense tran-

scriptional activation of the 30 kb-dowsntream region upon the larger dele-

tion of all ! 10 30CBEs (Zhang, Yoon, Chapdelaine-Williams, Kyritsis, &

Alt, 2021).

The first disruption studies of the 30RR region in the mouse suggested its

involvement in late B cell remodeling events such as CSR (Cogn!e et al.,

1994; Manis et al., 1998), although growing evidence for stepwise activation

of the 30RR (Garrett et al., 2005; Michaelson et al., 1995) encouraged

scientists to decipher the function of this fascinating 30IgH region. For this

purpose, multiple mouse knock-out (KO) or knock-in (KI) models that

disrupted various parts or modules within the 30IgH region have been

established over the last decades (Fig. 1B) and have greatly contributed to

the description of its mechanism.

2. Is the 30RR involved in early B cell development?

While transcriptional activity of the 30RR in developing B cells was

initially questionable, multiple evidence supported the fact that the 30RR

could be poised for transcriptional activity in bone marrow B-lineage

cells. A mouse KI model inserting an ectopic transcription unit between

hs4 and the 30CBEs (2Iα Fig. 1B), highlighted consistent expression of

the reporter gene at the pre-B stage (Braikia et al., 2017). The presence

of enhancer RNA transcripts (e-RNAs) initiated within the 30RR also

attested to the accessibility and activity of this region. Indeed, discrete levels

of e-RNAs at hs3b, hs1–2 and hs4 elements have been identified in pre-B

cells (Braikia et al., 2015; Peron et al., 2012). Recently, global run-on seq-

uencing (GRO-seq) in Rag-deficient pro-B cell lines (Zhang et al., 2019)

indicated that such e-RNAs are mostly antisense transcripts.

In the wt context, the pioneering discovery of physical interactions

between the 30IgH region and other parts of the locus (Wuerffel et al.,

2007) has been of critical interest and opened the field of investigation in
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developing B cells. In Rag-deficient pro-B cells, detailed 3C and 4C-seq

experiments described flexible interactions involving the 30CBEs and the

whole IgH locus (Degner et al., 2011; Medvedovic et al., 2013). Multiple

evidence for long distance interactions between the 30RR/CBEs and

the upstream part of the locus suggested a significant function of this regu-

latory region during VDJ recombination, especially regarding recent data

connecting this process to chromatin loop extrusion (Zhang, Zhang, Ba,

Liang, et al., 2019). So far, only a discrete defect in VH gene contraction

associated with increased proximal VH segment usage was observed upon

homozygous deletion of the 30CBEs (Δhs5–7 Fig. 1B) (Volpi et al., 2012).

This suggests that other elements can serve as a boundary in the absence of

hs5–7. Factually, homozygous deletion of the 30RR in the mouse did not

change flexible interactions in Rag-deficient pro-B cells (Medvedovic

et al., 2013) nor drastically impair VDJH joining and the choice of VH seg-

ment usage in pre-B cells (Rouaud et al., 2012). Beyond homozygous dele-

tion models, mice carrying IgH alleles of distinct haplotypes have been useful

to study the impact of regulatory elements. In such animals carrying hetero-

zygous deletions, IgM-allotype expression in developing B-lineage cells

reflects competition between the “a” mutant (from the 129 strain) and the

“b” wt (from the C57BL/6 strain) IgH alleles. Thereby, with this strategy,

the fact that newly formed/immature bone marrow B cells from F1 animals

occurred in similar proportions when the functional H chain was driven by

the IgHb wt allele competing with an IgHa allele devoid of the 30RR strongly

argued for minor involvement in VDJ reshuffling (Garot et al., 2016).

However, the statement that the 30RR was not involved in VDJH rear-

rangements has been elegantly challenged in a study detailing regulatory

transcripts in Rag-deficient precursors (Braikia et al., 2015): while both

the D to JH event and the ordered recombination sequence remained

normal, authors highlighted a repressive effect of the 30RR on the V to

DJH event. The origin of this intriguing silencing effect of the 30RR is cur-

rently unknown, but this effect ceased once V to DJH recombination was

completed (Braikia et al., 2015).

3. Involvement of the 30RR in Ig μ heavy chain
production and B cell receptor expression

Once a functionally recombined μ heavy chain is expressed in large

pre-B cells, the question of the involved enhancer(s) points to the 30IgH

region. Singularly, a decrease in BCR surface expression on resting B cells
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was a phenotypic feature of all KO mouse models that deleted the hs4

enhancer (Pinaud et al., 2001; Vincent-Fabert et al., 2010, 2009); this recur-

rent “BCRlow” phenotype was assigned to a defect in μ heavy chain tran-

scription. This suggested that, in resting splenic B cells, hs4 was a privileged

partner of the VH promoter belonging to the rearranged VDJH transcription

unit. Since it is involved in long distance interactions in developing B cells

(Degner et al., 2011; Medvedovic et al., 2013), it was also questionable

whether the 30CBEs could be involved in optimizing functional μH chain

expression. The answer is clearly not; this statement again came from mouse

models carrying IgHa and IgHb haplotypes in which wt and hs5–7 KO alleles

produced identical BCR surface expression (Δhs567 Fig. 1B (Volpi et al.,

2012)). Evidence that hs4 by itself was required for optimal BCR expres-

sion in developing B cells was also provided by heterozygous a/b mice that

measured competition between wt and various KO alleles within the 30RR:

Δhs3b-4, ΔPAL and Δ30RR. (Garot et al., 2016). In this study, IgMa surface

expression was constantly decreased when the allele was devoid of hs4

(Δhs3b-4 and Δ30RR) in B-lineage cell subsets that carry a functional

IgM-BCR at their surface: newly-formed/immature and recirculating bone

marrow B cells as well as splenic transitional, marginal zone, follicular and

B1 B cells. As expected, such a decrease in IgM-BCR levels at the surface

of developing B cells impaired peripheral B cell fate and limited their num-

bers (Garot et al., 2016; Ghazzaui et al., 2018; Saintamand et al., 2015). This

decreased BCR expression, a common feature of naı̈ve B cells lacking hs4

(Garot et al., 2016; Vincent-Fabert et al., 2009), could predict impaired

signaling in peripheral B cell populations. Factually, the impact was not dras-

tic but a mild reduction in phosphorylated tyrosine targets was observed in

resting and BCR-challenged splenocytes devoid of the 30RR (Saintamand,

Rouaud, Garot, et al., 2015).

Peripheral B2 B cell subsets missing the 30RR displayed a normal VDJH
repertoire (Ghazzaui et al., 2018); this was not the case for the peritoneal B1

cell population that, when lacking the 30RR, limited its H chain repertoire to

the use of VH1 and VH11 segment subtypes (Ghazzaui et al., 2018). In line

with locus wide loops and interactions that highlighted physical proximity of

IgH elements (Vian et al., 2018; Wuerffel et al., 2007; Zhang, Zhang, Ba,

Liang, et al., 2019), one undeniable conclusion was that the distal hs4

enhancer combined with the 30CBEs are sufficient to drive optimal expres-

sion of the functional μH chain. Therefore, this distal part of the IgH locus

(hs4 to 30CBE) could be classified as a functional unit dedicated to regulation

of IgM-BCR expression in immature and naive B cells.
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4. Individual 30IgH enhancers control CSR by providing
accessibility of acceptor switch regions

It is manifest that some specific 30RR activity was induced upon B

cell activation (Oudinet, Braikia, Dauba, & Khamlichi, 2020), given that

the region accumulated RNA pol II (Yamane et al., 2011) and engaged

in sense and antisense transcription (Garot et al., 2016; Peron et al., 2012;

Saintamand et al., 2017; Zhang et al., 2019).

More specifically, obvious strong CSR defects were initially observed as

a common feature of the first mouse models that introduced a selection

marker within the 30RR and specifically upstream from the hs4 element

(hs3aN, hs1–2N and hs3b4N on Fig. 1B (Cogn!e et al., 1994; Manis et al.,

1998; Pinaud et al., 2001)). Such a drastic effect, induced by the activation

of a neomycin-selection cassette, can now be interpreted as a global disrup-

tion of the 30RR unit since further studies describing individual “clean”

deletions of single enhancer elements within this region did not significantly

affect CSR (either hs3a, hs1–2 (Manis et al., 1998), hs3b (B!ebin et al., 2010)
or hs4 (Vincent-Fabert et al., 2010)). The suppression of at least two ele-

ments such as hs3b and hs4 confirmed a functional role for 30IgH enhancers

on CSR by inducing a global decrease in GLT synthesis at I promoters of

most S acceptor regions (except for Sγ1) (Pinaud et al., 2001). The larger

ΔPAL deletion (!20kb from hs3a to hs3b) also resulted in CSR and associ-

ated GLT defects (including Sγ1) but maintained consistent class switching

to IgG2b and IgA, suggesting a specific function for the distal hs4 element

in maintaining residual CSR (Garot et al., 2016). Suppression of the entire

(!30kb) 30RR almost completely abrogated CSR events, including

switching to IgG1, due to a drastic defect in GLT of all constant genes

(Vincent-Fabert et al., 2010). The impact of the 30RR on global S region

chromatin patterns was also examined in the same model with the conclu-

sion that this region was critical in providing efficient accessibility to tran-

scription and AID-targeting of acceptor S regions but barely affected the

donor Sμ region (Saintamand et al., 2015). In agreement with the impaired

targeting of all S acceptor regions, absence of the 30RR curiously highlighted

the occurrence of class switching to IgD as a discrete but physiological

phenomenon (Issaoui et al., 2018; Rouaud et al., 2013). Whereas the

increase in CSR defects upon gradual enhancer deletions confirmed func-

tional redundancies of its components, it also aroused curiosity concerning a

possible function for intervening regions that separate core-enhancers.
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Several mouse models were created to answer this question by partially

or completely removing the 30palindromic architecture (Fig. 1): the large

ΔPAL deletion (20kb from hs3a to hs3b) globally deleted the proximal

30RR module (Garot et al., 2016), the ΔleftPAL (11.5kb from hs3a to

hs1–2) suppressed the left half part of the palindrome, the ΔIRIS model

suppressed the same half part but reintroduced core hs3a and hs1–2 while

avoiding inverted structures (Saintamand et al., 2016) and lastly the c30RR

model minimized the region to its four core enhancers (Le Noir, Boyer,

et al., 2017, Le Noir, Laffleur, et al., 2017). Comparison of these models

helped clarify the function of core enhancers in CSR. The consistent

CSR defects observed, at least for IgG3 and IgG1 subclasses, following

ΔPAL and ΔleftPAL deletions confirmed involvement of the proximal

hs3a and hs1–2 enhancers in CSR to main isotypes (Garot et al., 2016;

Saintamand et al., 2016). Interestingly, reintroduction of proximal hs3a

and hs1–2 in the ΔIRISmodel rescued CSR to IgG3 and IgG2b when com-

pared to ΔleftPAL, suggesting that core enhancers by themselves could

improve CSR efficiency independently of the left palindromic part. This

statement was nicely confirmed by the c30RR model that almost restored

CSR efficiency to normal for all isotypes upon reintroduction of the four

core enhancers without any IRIS region. (Le Noir, Boyer, et al., 2017,

Le Noir, Laffleur, et al., 2017). In the light of models harboring large dele-

tions (ΔPAL, ΔIRIS, ΔleftPAL), one striking observation is that CSR to IgA

was never compromised when hs4 was conserved, suggesting that the distal

part of the 30RR is sufficient for this particular event (Garot et al., 2016;

Saintamand et al., 2016). Furthermore, in the particular B1a compartment,

CSR to IgA even occurs independently of the 30RR (Issaoui et al., 2018). By

analyzing the multiple KO models cited above, the question of the specific-

ity of activation of the different acceptor-S regions by distinct 30RR

enhancers is still difficult to unravel. Indeed, some compensatory mecha-

nisms, a potential consequence of redundancy between elements and/or

the structure of their surrounding chromatin, might obscure any potential

clearcut effect.

Nonetheless, recent advances reported that chromatin loop extrusion

could account for dynamic and region-specific optimal locus configurations

for CSR (Zhang, Zhang, Ba, Kyritsis, et al., 2019). This model proposes

the 30RR as an IgH locus entry point for cohesin complexes. Once loaded,

the complex promotes loop extrusion moving towards the constant reg-

ions until it becomes impeded by the Eμ-Sμ region in resting B cells.

The resulting Eμ-30RR interaction, previously described by 3C (Wuerffel

et al., 2007), isolates the IgH constant regions in a !200kb loop. The

102 Charlotte Bruzeau et al.



30RR of CSR-activated cells could load additional extrusion complexes to

form internal loops towards a given and impeding acceptor-S region, leading

to a CSR complex that juxtaposes AID targets and 30enhancers (Zhang,

Zhang, Ba, Kyritsis, et al., 2019). Using the 30RR as an entry point for

cohesin complexes, dynamic and successive loop extrusions turn out to

be a convincing mechanism for GLT regulation during CSR. This hypoth-

esis was strongly supported by a study published by the Alt group (during the

review process of this manuscript) describing a consistend CSR defect to

most isotypes (excepted for IgG1) in a mouse model devoid of all! 10 con-

secutive 3’IgHCBEs (Fig. 1) (Zhang et al., 2021), arguing that cohesin com-

plexes entry point located within the 30 boundary. Although, some

additional findings need to be reconciled with this model. A first example

is the modest but striking increased CSR (to IgG1 mostly) obtained upon

deletion of the hs5–7 CBEs (Volpi et al., 2012) that could account for a

potential negative effect of the 30IgH boundary. A second interesting exam-

ple, highlighted by the Khamlichi group, is the potential blocking function

of the CBE located immediately upstream from the 30RR (Thomas-

Claudepierre et al., 2013). Since the mouse model lacking this 50hs1RI

displayed constitutive activation of Sγ3GLT (Braikia et al., 2017) one could

suppose that this CBE might prevent extrusion/looping of C genes in

resting B cells. A third example, described by the same group, is the variable

co-induction of GLT from two I promoters of the same allele: frequent Sγ3-
Sγ2b GLT and rare Sγ1-Sε or Sα-Sγ2b GLT occurring upon respectively

LPS, IL4 and TGF-β induction (Santos, Braikia, Oudinet, Dauba, &

Khamlichi, 2019). Such events, described as a 30RR-mediated coactivation

of I promoters, imply that multiple internal loops juxtapose simultaneously

one 30RR and several S-acceptor regions. Another striking observation is

that a functional 30RR, located on an unexpressed IgH allele, could rescue

significant CSR events on a 30RR-defective allele (Dougier et al., 2006; Le

Noir, Boyer, et al., 2017; Le Noir, Laffleur, et al., 2017). This 30RR potency

for trans-allelic complementation, formerly called transvection in drosophila

(Lewis, 1954), implies physical crosstalk orchestrated by the 30 region; this

hypothesis was supported by the consistent decrease in IgH allele pairing

upon 30RR deletion in activated B cells (Le Noir, Boyer, et al., 2017, Le

Noir, Laffleur, et al., 2017).

Beyond transcription-induced accessibility for CSR, IgH cis-regulatory

elements could potentially influence the outcome of DNA double strand

breaks. Analysis of CSR junctions, facilitated by a dedicated bioinforma-

tic pipeline (Boyer et al., 2017), is a convenient method to examine the

involvement of protein partners involved in joining. CSR junctions
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occurring in the △30RR model displayed a similar pattern when compared

to wt mice (Saintamand, Rouaud, Saad, et al., 2015), suggesting that the

few CSR-induced DNA breaks occurring in the absence of the 30RR

could be resolved by the predominant non-homologous end joining path-

way (Stavnezer, Bj€orkman, Du, Cagigi, & Pan-Hammarstr€om, 2010; Yan

et al., 2007). The non-conventional Sμ-Sδ junctions, overrepresented in this
same △30RR model, were also identical to these rare physiological events

since they displayed frequent microhomologies (Rouaud et al., 2013).

This also suggests that the alternative-end joining (AEJ) pathway, invol-

ved to some extent in CSR, could also be efficiently recruited in the absence

of the 30RR (Stavnezer et al., 2010; Yan et al., 2007). To note, AEJ has

also been shown to be the preferential joining mechanism for the rare

LSR events involving LS regions within the 30RR (Boutouil, Boyer,

Cook-Moreau, Cogn!e, & P!eron, 2019).
Moreover, the IgH 30RR is itself targeted by AID during locus suicide

recombination (LSR). This event, in analogy with CSR, consists of the

recombination between the Sμ donor and one of the 11 0.5- to 1-kb-long

LS acceptor-regions spread throughout the 30RR (Peron et al., 2012). In the

mouse, LSR leads to complete deletion of all constant segment genes and

results in the loss of BCR expression when the targeted allele is functional.

By depriving the B cell of its own surface receptor, such a drastic event abro-

gates survival signals and provokes cell death.

Studying such an event that leads to the disappearance of a targeted cell

population is obviously a difficult task. Recently developed sensitive tech-

niques, such as ligation amplification mediated high throughput genome-

wide translocation sequencing (LAM-HTGTS), detected consistent LSR

genetic hallmarks in activated B cells either in vitro, in datasets published

by colleagues (Dong et al., 2015) or in our own datasets from chroni-

cally activated Peyer’s patch B cells (Sandrine Le Noir, unpublished

observations).

5. Involvement of the quasi-palindromic structure
in somatic hypermutation

Within the IgH locus, somatic hypermutation (SHM) preferentially

targets the coding-VDJ transcription unit and its immediate downstream

non-coding intronic region. To a lesser extent, significant levels of base

substitutions are observed in other IgH non-coding regions, such as donor

and acceptor S regions and the 30RR LS regions for which the SHM-related

process is still debatable. Since transcription is required for deamination
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of these physiological targets by AID (Chaudhuri et al., 2003; Fukita,

Jacobs, & Rajewsky, 1998; Peters & Storb, 1996), IgH regulatory regions

play a crucial function in the process. Beyond cytidine to uracil conversion

by AID, SHM mechanisms include specific processing of the resulting dU:

dG mismatch by actors of the DNA base excision-(BER) and mismatch

repair (MMR) pathways (for review Maul & Gearhart, 2010). BER- and

MMR-associated factors promote unfaithful repair and efficiently increase

mutations in Ig loci targeted regions; this singular process raises the question

of the cis-acting elements involved in recruiting dedicated actors. In immu-

nized mice devoid of the 3’CBE, SHM was tested in spleen GC B cells and

only decreased slightly (Volpi et al., 2012). In other murine models, SHM

was evaluated in intronic regions flanking rearrangedVDJ segments of spon-

taneous GC B cells sorted from Peyer’s patches. Single deletions of hs3b or

hs4 core enhancers (B!ebin et al., 2010; Vincent-Fabert et al., 2009) did not

impact the SHM rate in VDJ rearranged segments. Once more, by showing

that individual enhancers are dispensable for SHM, such models highlighted

some functional redundancies between elements of the 30RR. Dual suppres-

sion of both hs3 and hs4 led to intermediate phenotypes. SHM was normal

when evaluated in the mutated allele of heterozygous mice (Morvan, 2003),

but reduced by twofold when SHM was assessed in homozygous animals

by NGS using an efficient pipeline (Bruzeau and Le Noir, unpublished

observations), that quantifies global SHM for all IgH alleles (Martin et al.,

2018). This then potentially accounts for an increased proportion of

unmutated alleles. By contrast, deletion of the entire region proved that

the 30RR is mandatory for SHM since mutations within IgH V and flanking

regions were almost abrogated in this model (Rouaud et al., 2013). Indeed, a

straightforward interpretation could assign the mutation defect to a two-to-

three-fold drop in primary transcription initiated at the VH promoter. In

addition, a singular observation in these mice was that almost all IgH alleles

in GC B cells remained unmutated, highlighting the incapacity of 30RR

deficient alleles to recruit an AID-associated SHM complex. However,

when considering the few mutated alleles (about 6%), their mutation fre-

quency was reduced by threefold (Rouaud et al., 2013). Strikingly, a similar

threefold decrease in SHM frequency coupled to a two- to threefold

decrease in IgH primary transcription was also observed in the model lacking

the quasi-palindromic region ΔPAL (Garot et al., 2016). When compared

side by side, these two models suggest that the proximal quasi-palindromic

region (containing hs3a, hs1–2, hs3b enhancers and their flanking regions) is
required for optimal primary transcription and AID targeting in order to

reach an optimal SHM level. While hs4 does not enhance SHM in the
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ΔPAL model, the presence of this enhancer increased the proportion of

mutated alleles (up to 27%) among GC B cell populations (Garot et al.,

2016). It was then tempting to speculate that hs4 participates in the recruit-

ment of SHMmachinery on its own allele. More recently, studies in mouse

models that conserved the distal 3’RR module (△IRIS, △leftPAL and

c3’RR) provided some clear-cut evidence for the critical role of this partic-

ular quasi-palindromic construction for SHM. First, △LeftPAL and △IRIS

models indicated that disruption of the 50 part of the quasi-palindrome was

sufficient to induce a consistent SHM defect, confirming the requirement of

the 30RR structure for the process (Saintamand et al., 2016). Second, once

the palindromic structure was disrupted, reintroduction of hs3a and hs1–2
elements in the△IRISmodel was not sufficient to restore SHM and primary

transcription to normal levels (Saintamand et al., 2016). In agreement with

such statements, a dramatic decrease in SHM was observed in the comple-

mentary c30RR model, devoid of the intervening packaging DNA and pre-

serving the four enhancers intact (Le Noir, Boyer, et al., 2017; Le Noir,

Laffleur, et al., 2017). Displaying a SHM defect similar to that observed

in △30RR, this novel model attests that while 30RR core enhancers weakly

contribute to optimal SHM, the singular DNA structure of this region plays

a major role in this process. Although core enhancers are mandatory for full

activity of the 30RR super-enhancer, the surrounding sequences do not

constitute useless random DNA regions, but obviously upgrade the 30RR

activity for SHM.

Since the nature of base substitutions downstream from AID deam-

ination is nonrandom but dictated by error prone repair pathways,

base-substitution patterns in Ig gene regions not selected by antigen could

constitute interesting hallmarks but remain difficult to decode. So far,

almost all 30RR mutant models described in Fig. 1B displayed normal base

substitution patterns, suggesting that BER and MMR pathways could be

efficiently recruited downstream from cytidine deamination by AID, even

when, depending on the model, SHM frequency was decreased.

6. Plasma cell Ig heavy chain production depends on the
full palindromic IgH 30RR

Being largely involved in CSR and SHM, the IgH 30RR is also abso-

lutely required for efficient Ig heavy chain production during the ultimate

developmental stage of B cell development. Straightforward and simple

readouts were provided by IgM levels in the serum of mouse models.

Here again, while individual or dual enhancer deletions did not impact

IgM secretion (B!ebin et al., 2010; Manis et al., 1998; Pinaud et al., 2001;
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Vincent-Fabert et al., 2010), larger deletions within the 30RR led to severe

decreases. Basic IgM serum production was lowered by 10-fold in △30RR

and △PAL mice; such models also displayed an impaired antigen-driven

IgM response (Garot et al., 2016; Vincent-Fabert et al., 2010) emphasizing

a critical function of the proximal quasi-palindromic module of the 30RR.

The Ig secretion defect in plasma cells was demonstrated in heterozygous a/b

mice in which intracellular IgMa production was strongly decreased when

driven by a △PAL allele (Garot et al., 2016). Disorganization of the

30RR structure, carried out in △LeftPAL and △IRIS mice, also led to a

decrease in serum IgM production but a lesser extent (Saintamand et al.,

2016), indicating that the full palindromic configuration is required for opti-

mal antibody secretion. This statement was later confirmed in the c30RR

model lacking the 30RR DNA packaging. Mice displayed a strong defect

in IgM secretion (Le Noir, Boyer, et al., 2017, Le Noir, Laffleur, et al.,

2017), comparable to that observed in △30RR or △PAL models (Garot

et al., 2016; Le Noir, Boyer, et al., 2017; Le Noir, Laffleur, et al., 2017).

This severe Ig secretion defect in the c30RR model also indicated that core

30enhancers are not sufficient to support optimal Ig production (Le Noir,

Boyer, et al., 2017, Le Noir, Laffleur, et al., 2017). The consistent reduction

in Igμ secreted transcripts in △PAL, c30RR and △30RR homozygous

mutants indicated obvious transcription failure in secreting B cells of these

models (Garot et al., 2016; Le Noir, Boyer, et al., 2017; Le Noir, Laffleur,

et al., 2017). Taken together, these elements pinpoint the essential function

of the 30RR in plasma cells: both enhancers and the full palindromic struc-

ture are required for optimal Ig transcription, potentially by optimizing

the enhancing function of the core 30RR elements. It should be noted that

high levels of 30RR eRNA transcripts around hs1- and hs4 are detectable in

plasma cells (Peron et al., 2012), although this does not compulsorily predis-

pose to strong enhancer activity (Li, Notani, & Rosenfeld, 2016). In line

with observations made by the Birshtein group in plasmocytoma cell lines

( Ju et al., 2007), an attractive mechanistic picture could be that the singular

palindromic structure favors long distance linking between the 30RR and

the VDJH transcription unit.

7. Concluding remarks: Panorama of IgH 30RR stepwise
activation

The rich collection of mousemodels mutated within the IgH 30RR has

been accumulated over years and has helped to establish quite a large pan-

orama of specific activities of its multiple components during B cell devel-

opment (Fig. 2). The concept of functional modules within this complex
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Fig. 2 Overview of B Cell Development and 30RR implication. This figure shows the chronological order of B cell stages in the bone marrow
and secondary lymphoid organs. The implication of 30RR components is shown by highlighting them at the corresponding stage (blue rep-
resents a silencing effect and red an enhancing effect). Blue arrow represents transcripts identified by GRO-Seq in pro-B cells (Zhang, Zhang,
Ba, Liang, et al., 2019). Black arrows represent transcripts identified by GRO-Seq in resting and αCD40+ IL4 stimulated spleen B cells (Zhang,
Zhang, Ba, Kyritsis, et al., 2019). Orange arrows represent transcripts identified by RNA-Seq in resting and LPS stimulated splenic B cells
(Garot et al., 2016). Black lines represent transcripts identified by qRT-PCR in activated B cells and plasma cells (Peron et al., 2012).
Green arrows represent transcripts identified by RNA-Seq in resting and LPS stimulated B cells (Saintamand et al., 2017).



region, a notion shared by IgH 30RR pioneers such as the Birshtein and Alt

groups, has now become evident. Beyond the two simple modules that

consist of the 30CBE and the distal hs4 involved, respectively, in long range

looping and Ig H chain expression in immature and naı̈ve B cells, the prox-

imal palindromic module can be functionally subdivided. The components

of this palindromic module, including transcriptional enhancers and IRIS

regions, could either act as separate modules during CSR and SHM or as

a scaffolded full module in plasma cells. This conception, factually supported

by mouse phenotypes, is in line with the former hypothesis of stepwise acti-

vation of this region during B cell ontogeny. Whether the 30RR acts as a

superenhancer (SE) is probably no longer a matter of debate since some

long-standing statements, formerly identifying this region as a locus control

region (Madisen & Groudine, 1994), match with the established SE criteria.

Composed of clustered enhancers, this region is only active in B-lineage cells

and its transcriptional activity rises progressively throughout B cell develop-

ment. 30RR enrichment for the typical H3K27Ac histone mark, shared with

Eμ, Eiκ and 30Eκ regions in Ig light chain loci (Meng et al., 2014; Qian et al.,

2014), confirms the pivotal function of this singular region as a master locus

regulator.

8. Remaining 30RR dark zones and future perspectives

Several unsolved questions remain regarding the repetitive nature of

the IRIS that structures the 30RR. The striking conservation of inverted

repeated regions flanking hs1–2 in the 30RR of humans and other mammals

reflects a dominant function but remains mechanistically unsolved. The

origin and the selection pressure that maintain such a singular 30RR archi-

tecture is up until now mysterious. One interesting analogy in mammalian

genomes is the discovery of large palindrome structures (up to 3Mb in

length) in male-specific portions of the Y chromosome (Rozen et al.,

2003; Skaletsky et al., 2003), that have potentially contributed, throughout

evolution, to select certain genes involved in male fertility. A recent Hi-C

study highlighted frequent contacts within and between palindromes of Y

chromosomes (Cechova et al., 2020), suggesting that such singular regions

are dynamically evolving possibly by a mechanism close to gene conversion.

Whether the 30RR can act, beyond transcription, on the recruitment of

specific factors involved downstream from AID is still questionable.
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The question of the potential silencing function of the IgH 30RR at early

developmental stages, a hypothesis proposed by the Khamlichi group, is

definitely an interesting viewpoint and deserves to be studied further.

Remarkably, cells engaged in plasma cell differentiation undergo nuclear

clustering of loci involved in antibody production (i.e., loci coding Ig heavy,

light and J chains located on three different chromosomes) in close proxim-

ity to nuclear pore complexes (Park, Xiang, Feng, & Garrard, 2014). This

pioneering study proposes that Ig gene regulatory regions, such as the

30RR, are important regulators of this clustering; the various mouse models

listed in this review could constitute ideal tools to verify this hypothesis.

As a follow up to the models that delete palindromic 30RR sequences, a

lingering question concerns the 3D structure adopted by this remarkable

module. Is the DNA sequence composition by itself sufficient to confer a

specific architecture or are protein folding factors required? These unan-

swered questions will no doubt be the object of intensive studies in the years

to come.
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Figure 20 : Représentation de l’organisation du noyau en territoires chromosomiques et compartimentation A/B
Chaque territoire de couleur correspond à un territoire chromosomique différent. La compartimentation A/B est également
représenté avec le compartiment A en bleu et le compartiment B en rose

A B
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Partie IV. Organisation du noyau et architecture de la chromatine 

Le noyau isole l’information génétique du reste des organites de la cellule. Il arbore une organisation 

particulièrement précise nécessaire à la régulation de l’expression des gènes. Dans cette partie les 

différents niveaux d’organisation du noyau seront abordés dans un contexte général puis de façon 

appliquée au lymphocyte B.  

IV.1. Territoires chromosomiques et compartiments A et B 
Dans le noyau interphasique, les chromosomes (donc les gènes) ne sont pas répartis de façon fortuite. 

Les chromosomes sont répartis dans des zones du noyau appelées territoire chromosomique (TC) 

(Figure 20) (Szczepińska et al., 2019). Le nombre de TC est propre à chaque type cellulaire et stade de 

différenciation (Bonev et al., 2017; Hnisz et al., 2013). Les TC constituent un aspect important de 

l’architecture du noyau. La distribution radiale des chromosomes au sein du noyau serait liée à leur 

densité génique. En effet, il a été démontré que, dans des lymphocytes humains, les chromosomes 

avec une forte densité de gènes ont une localisation plutôt centrale dans le noyau alors que les 

chromosomes avec une faible densité génique sont, quant à eux, positionnés à la périphérie nucléaire 

(Cremer et al., 2003, 2001; Croft et al., 1999). Il a été montré que l’organisation des TC chez les 

rongeurs dépend également de la densité génique des chromosomes (Mayer et al., 2005). De la même 

façon, il semblerait que les loci et gènes répliqués de façon précoce occupent une position centrale au 

sein du noyau alors que les gènes répliqués de façon tardive et peu exprimés se localisent, à l’inverse, 

plus en périphérie (Grasser et al., 2008; Takizawa et al., 2008).   

Au-delà des TC, le génome est divisé en deux compartiments distincts arbitrairement nommés A et B 

(Figure 20). Le compartiment A est associé à une chromatine plus ouverte, transcriptionnellement 

active. Au sein du compartiment B, une fréquence de contact interne plus élevée traduit une 

compaction de la chromatine plus importante et donc transcriptionnellement moins active. De façon 

globale, le compartiment A est associé à l’euchromatine et le compartiment B à l’hétérochromatine. 

De manière analogue, le compartiment A est associé à une réplication précoce alors que le 

compartiment B se réplique de façon tardive (Ryba et al., 2010). Alors qu’ils peuvent varier selon les 

types cellulaires, les compartiments A et B sont stables entre les cellules de même type (Stevens et al., 

2017). Les compartiments A et B présentent des sous-compartiments caractérisés par des marques 

chromatiniennes distinctes. Ainsi, les sous-compartiments A1 et A2 présentent des marques actives de 

la chromatine telles que H3K36me3, H3K79me3, H3K27ac et H3K4me1. Plus spécifiquement, le sous-

compartiment A2 est défini par la présence de la marque inactive H3K9me3 et contient également des 

gènes plus longs que le sous-compartiment A1 (Rao et al., 2014). Le compartiment B est lui subdivisé 

en trois sous-compartiments : B1, B2 et B3. Le sous-compartiment B1 possède les caractéristiques de 



Figure 21 : Exemple de carte de contacts révélant la présence de TAD
Cette figure est une carte de contacts réalisée à partir de données de Hi-C issu de Nora et al, 2012
Le triangle bleu met en évidence un des TAD
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l’hétérochromatine facultative avec les marques H3K27me3 enrichie et H3K36me3 absente. Le sous-

compartiment B2 est associé à l’hétérochromatine péri-centromérique alors que le sous-

compartiment B3 coïncide avec l’hétérochromatine constitutive située à proximité de la lamine 

nucléaire (Rao et al., 2014). Les contacts entre gènes, à longue distance voir même 

interchromosomiques, sont favorisés au sein d’un même compartiment (A/A et B/B) alors que ces 

interactions physiques sont quasi inexistantes entre compartiments A et B (Lieberman-Aiden et al., 

2009).   

Les compartiments A et B constituent un niveau supérieur d’organisation nucléaire. Dans les 

paragraphes suivants, des niveaux supplémentaires d’organisation seront décrits.  

 

IV.2. TAD: “Topologically Associated Domains”  
Les compartiments A et B, précédemment décrits, contiennent des domaines qui arborent des hautes 

fréquences de contact interne. Ces domaines portent le nom de TAD (pour « Topologically Associated 

Domains »), ils ont été découverts suite à l’émergence de nouvelles techniques de biologie moléculaire 

associées au séquençage haut débit telles que le Hi-C (Dixon et al., 2012; Nora et al., 2012; Sexton et 

al., 2012). Les TAD sont des unités structurales tridimensionnelles dans lesquelles deux régions d’ADN 

distantes de plusieurs centaines de pb peuvent interagir entre elles. Les TAD sont des structures très 

conservées au cours du développement embryonnaire et entre différents types cellulaires. Dans les 

lignages dérivés de cellules souches embryonnaires, les TAD évoluent peu alors que la 

compartimentation A/B s’opère et arbore une certaine plasticité : certains gènes transitent du 

compartiment A vers le compartiment B et inversement (Dixon et al., 2015). Le génome murin est 

composé d’environ 2000 TAD ayant une taille variant d’une dizaine de kb à quelques Mb avec une taille 

médiane de 880 kb (Dixon et al., 2012). Chez la souris, l’ensemble des TAD couvre plus de 90% du 

génome alors que les 10% restant semblent ne pas être organisés mais plutôt distribués de façon 

aléatoire dans le noyau. Sur des cartes de contact issues de données de Hi-C, ces TAD sont visualisés 

sous la forme de triangles, traduisant des fréquences de contact élevées de la chromatine située à 

l’intérieur même de régions isolées du reste du génome (Figure 21)  (Dixon et al., 2012; Rao et al., 

2014). Les TADs sont délimités en 5’ et en 3’ par la présence de régions isolatrices (ou TAD border) qui 

arborent une concentration importante en sites de fixation pour la protéine CTCF (Dixon et al., 2012). 

La suppression de la protéine CTCF affecte essentiellement les contacts intra-TAD. La perte de ce 

facteur peut aussi induire une augmentation de la permissivité des frontières, ce qui a pour 

conséquence une augmentation des contacts chromatiniens inter-TAD (Nora et al., 2017). La bonne 

conformation des TAD requiert donc la présence de la protéine CTCF (Hansen et al., 2017; Rowley and 

Corces, 2018; Zuin et al., 2014).  



Figure 22 : Schématisation des fonctions des TAD
Deux TAD différents sont représentés. Le TAD 1 est tardivement répliqué et le TAD 2 est répliqué de façon précoce.
L’effet de l’enhancer E est limité au TAD 2 où il contribue à l’expression des gènes présents dans ce TAD alors qu’il
ne peut pas moduler l’expression des gènes du TAD 1.
Un exemple de boucle entre l’enhancer E et le promoteur d’un gène cible, permise par la facilitation des contacts au
sein du TAD.

TAD 1 TAD 2

CTCF CTCFCTCF
E GENE 1 GENE 2GENE 1 GENE 2 GENE 3
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La fonction exacte des TAD n’est pas encore complètement décrite mais ces derniers conditionnent 

des niveaux de régulation à part entière dans certains processus biologiques, notamment la régulation 

de l’expression des gènes (Figure 22). En fonction du type cellulaire ou du stade de différenciation de 

la cellule, un TAD peut osciller entre le compartiment A et le compartiment B, permettant 

respectivement l’expression ou la répression des gènes qu’il contient. La facilitation des contacts entre 

des régions d’ADN, d’un même TAD, rend notamment possible les interactions entre différents 

éléments cis-régulateurs, notamment des promoteurs et des enhancers, ces derniers étant parfois 

situés à plusieurs kb des gènes qu’ils régulent (Kagey et al., 2010; Seitan et al., 2013) (Figure 22). De 

même les enhancers présents au sein d’un TAD verront leurs effets sur d’autres gènes 

considérablement limités voir abrogés si ces derniers sont localisés dans un TAD différent (Wendt et 

al., 2008).  Il est aussi décrit que les TAD sont des unités stables de régulation temporelle de la 

réplication : les domaines de réplication correspondent généralement à un TAD (Marchal et al., 2019; 

Pope et al., 2014). De par leurs diverses fonctions, les TAD constituent l’unité structurelle 

fondamentale de l’organisation du génome (Dekker and Heard, 2015; Dixon et al., 2016). Ces derniers 

contribueraient à délimiter l’action de certains mécanismes. Pour exemple, dans les lymphocytes B, la 

susceptibilité de certaines régions du génome à l’hypermutation somatique pourrait être apporté par 

des éléments particuliers appelés DIVAC dont l’action serait cantonnée au sein de TAD (Senigl et al., 

2019a).  

L’étude des cartes de Hi-C révèle également la présence de boucles plus petites, appelées aussi sous-

TAD (Rao et al., 2014). Ces sous-unités topologiques sont, quant à elle, moins bien conservées entre 

les cellules d’une même population et suggèrent donc une certaine spécificité tissulaire et 

fonctionnelle. Bien que leur existence soit admise, il est néanmoins possible d’imaginer que les sous-

TAD détectés ne détiennent pas tous une fonction biologique réelle : leur présence sur les cartes de 

contact pourrait correspondre à un stade intermédiaire (TAD en cours de formation) dans une partie 

de la population cellulaire (Chang et al., 2020). La formation des TAD et des boucles dans les sous-TAD 

nécessite l’action d’un complexe multi-protéique : la cohésine (Sofueva et al., 2013; Zuin et al., 2014). 

 

IV.3. Mécanisme d’extrusion de boucle  

IV.3.1. Le modèle de l’extrusion de boucle  
Le complexe de la cohésine inclut deux sous-unités ATPases nommées SMC1 et SMC3 (SMC pour 

Sructural Maintenance of Chromosomes). Ces deux sous-unités sont liées par une tierce protéine : 

Rad21. L’association de SMC1, SMC3 et Rad21 confère à la cohésine une forme en anneau (Figure 23A)  

(Gruber et al., 2003). D’autres protéines peuvent interagir avec la cohésine afin de réguler son 

association ou sa dissociation avec l’ADN. C’est le cas de NIPBL et WAPL, respectivement impliquées 



SMC3 SMC1

RAD21

A. B.

Figure 23 : Représentation schématique de la cohésine et du mécanisme d’extrusion de boucle
A. La cohésine est un complexe tri-protéique composé de SMC1, SMC3 et RAD21
B. La cohésine est chargée sur l’ADN grâce à NIPBL et progresse sur l’ADN en formant une boucle qui passe dans

son anneau jusqu’à la rencontre de deux sites CTCF (représentés par les triangles jaunes) convergents.

Site de fixation
CTCF
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dans l’association et la dissociation du complexe de la cohésine à l’ADN. La présence de ces deux 

acteurs semble essentielle à l’extrusion de boucle et par conséquent à la formation des TAD. En effet, 

la délétion de NIPBL chez la souris entraine la dissolution des TAD (Schwarzer et al., 2017) par manque 

d’association de la cohésine avec l’ADN alors que la déplétion de WAPL augmente le temps de 

résidence de la cohésine sur l’ADN  (Gandhi et al., 2006; Kueng et al., 2006), favorisant la formation de 

boucle de plus grande taille (Gassler et al., 2017; Haarhuis et al., 2017; Wutz et al., 2017). 

Le complexe tri-protéique de la cohésine s’associe à l’ADN grâce à NIPBL (Ciosk et al., 2000; Higashi et 

al., 2020; Shi et al., 2020). Grâce à sa forme annulaire, la cohésine encercle l’ADN et progresse sur 

celui-ci le plus souvent de façon bidirectionnelle, permettant le passage de la double hélice en son 

sein. Ceci mène à la formation d’une boucle de plus en plus grande. Elle progresse de cette façon 

jusqu’à la rencontre de deux sites CTCF convergents (Figure 23B)  (Nanni et al., 2020; Rao et al., 2014; 

Vietri Rudan et al., 2015). L’inversion d’un site CTCF est suffisante pour induire la disparition d’une 

boucle ou l’apparition d’une boucle de plus grande taille (de Wit et al., 2015). Cependant, des sites 

CTCF non convergents peuvent tout de même faire office de faible point d’ancrage (Rowley and Corces, 

2018). Ce mécanisme progressif explique la présence de boucles intra-TAD observées sur les cartes de 

contact. De même, la cohésine peut progresser de façon unidirectionnelle depuis un site CTCF 

convergent jusqu’à un autre, permettant la formation de boucles plus ou moins grandes. La formation 

de boucle ne dépendrait pas uniquement de la présence de sites CTCF : il est également possible que 

la transcription soit à l’origine d’un arrêt de la cohésine (Bonev et al., 2017; X. Zhang et al., 2019, 2019). 

Effectivement, il a été montré que la cohésine a tendance à s’accumuler de façon plus importante 

entre des gènes dont la transcription est convergente, c’est-à-dire à l’endroit où la transcription sens 

et antisens se rencontrent (Busslinger et al., 2017; Lengronne et al., 2004). De plus, de nombreuses 

frontières de TAD contiennent des gènes de ménage, ce qui étaye l’idée d’une corrélation entre la 

transcription active d’un gène et sa capacité à former une frontière de TAD indépendamment de CTCF 

(Dixon et al., 2012). Cependant, la transcription à elle seule pourrait ne pas être suffisante pour établir 

une frontière de TAD : la présence de facteurs de transcription contribuerait à perturber/stopper la 

progression de la cohésine sur l’ADN (Bonev et al., 2017). 

IV.3.2. L’extrusion de boucle chez le lymphocyte B 
Il a été montré par l’équipe de F. Alt que le mécanisme d’extrusion de boucle joue un rôle primordial 

chez le lymphocyte B. En effet, ce mécanisme participerait activement aux évènements de 

recombinaison aussi bien lors de la phase précoce que lors de la phase tardive de l’ontogénie B que 

sont respectivement les recombinaisons V(D)J et CSR, détaillées dans la partie II. 



Figure 24 : Mécanisme d’extrusion de boucle pendant la recombinaison VDJ
(1) La cohésine est chargée au niveau du promoteur pDQ52. (2) Elle progresse de façon bidirectionnelle jusqu’à la
rencontre du complexe RAG. (3) Elle progresse ensuite unidirectionnellement sur l’ADN et permet ainsi le scan de
l’ADN par RAG. (4) La cohésine s’arrête et permet de positionner correctement les deux segments (D et JH) à
recombiner.

❶

❷
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RAG
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IV.3.2.1. L’extrusion de boucle pendant la recombinaison V(D)J 
Les segments VH s’étalent sur une région d’un peu plus de 2Mb. Cette région VH contient de nombreux 

sites de fixation de CTCF dont l’orientation est convergente vis-à-vis des CBEs localisés en aval de la 

région 3’ du locus. A partir du stade de cellule pro-B, des interactions entre ces sites convergents sont 

détectées ; traduisant alors une contraction du locus IgH médiée par le mécanisme d’extrusion de 

boucle (Ba et al., 2020; Dai et al., 2021). Pendant la recombinaison VDJ, d’autres boucles sont formées 

par ce même mécanisme. Ce mécanisme est initié au niveau du centre de recombinaison, au sein 

duquel une grande concentration de complexes RAG est observée (Y. Zhang et al., 2019). Par exemple, 

pendant le réarrangement DH vers JH, le complexe de la cohésine est chargé au niveau du promoteur 

pDQ52 grâce à NIPBL (Figure 24, n°1) ; l’ADN est ensuite extrudé bidirectionnellement jusqu’à ce que 

la cohésine soit bloquée par le complexe RAG qui a reconnu une séquence RSS adjacente à un segment 

JH (Figure 24, n°2). La suite de l’extrusion se fait alors de façon unidirectionnelle (Figure 24, n°3). Le 

déroulement de la région DH à travers l’anneau que forme la cohésine, permet au complexe RAG de 

scanner les différents segments DH. Enfin, l’extrusion est stoppée lorsque la progression de la cohésine 

est empêchée par le complexe RAG qui reconnait la séquence RSS adjacente au segment DH à 

recombiner (Figure 24, n°4). De cette façon, les segments à recombiner sont correctement orientés, le 

complexe RAG peut alors initier les CDBs. 

D’autres boucles sont initiées lors de la recombinaison VDJ, il s’agit de boucles plus petites qui 

apparaissent notamment entre différents éléments cis-régulateurs dispersés au sein de la région VDJ. 

Ainsi, l’occurrence de boucles au sein de la portion VH assure l’utilisation de l’ensemble des segments 

VH, qu’ils soient distaux, intermédiaires ou proximaux (Medvedovic et al., 2013). En effet, la perte de 

ces boucles entraine une modification du répertoire VH avec une diminution de la contraction du locus 

IgH et par conséquent une diminution de l’utilisation des segments VH distaux (Guo et al., 2011). Ce 

dernier effet est notamment apprécié en absence de PAX5, protéine clé du développement 

lymphocytaire B précoce. Dans les faits, la délétion de PAX5 entraine une augmentation de l’expression 

de Wapl, gène codant la protéine du même nom ayant pour fonction le déchargement de la cohésine 

de l’ADN (Hill et al., 2020).  

 

IV.3.2.2. L’extrusion de boucle pendant la CSR 
Les segments codants les régions constantes se trouvent dans une portion d’environ 250kb encadrée 

par les régions EµMARs et 3’RR, comme décrit précédemment dans la partie I. Bien que ces régions 

soient dépourvues de sites CTCF, le groupe de Kenter a décrit, il y a une quinzaine d’années, la 

formation de boucle entre les enhancers majeurs du locus. Ces boucles reliant EµMARs et la 3’RR 

associent les régions donneuses et acceptrices de switch à la suite de l’activation des lymphocytes B 

(Wuerffel et al., 2007). Ce n’est que bien plus tard, en 2019, que la formation de ces synapses de switch 



Figure 25 : Mécanisme d’extrusion de boucle pendant la CSR
(1) La cohésine est chargée au niveau de la 3’RR, qui et extrude l’ADN unidirectionnellement jusqu’à Iµ (2) , où la
transcription sens et antisens, qui sont constitutives et donc présentes dans des B au repos, est convergente. Suite
à une stimulation antigénique, la transcription est initiée au niveau du I cible, par exemple ici Ig2b. Une autre
extrusion s’opère donc entre la région g2b et la 3’RR ainsi qu’entre g2b et µ (3). La séquentialité de ces évènements
conduit à la formation de deux boucles mettant en contact les régions switch à recombiner (4).

❶

❷
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a été associée au mécanisme d’extrusion de boucle par la cohésine ; un mécanisme décrit comme 

fondamental à la CSR (X. Zhang et al., 2019). La boucle « basale » entre la 3’RR et la région EµMARs 

dans les cellules B au repos est médiée par la cohésine et forme le centre de CSR (CSRC pour CSR 

Center) (Figure 25, n°1) (X. Zhang et al., 2019). La formation de cette boucle, comme l’ensemble des 

boucles formées par le mécanisme d’extrusion, est dynamique dans le temps ; cette interaction est 

donc susceptible d’être défaite et reformée plusieurs fois dans les cellules B naïves. Lors de l’activation 

de la cellule B, la transcription initiée à partir des promoteurs germinaux des régions donneuses et 

acceptrices va permettre le recrutement de NIPBL et par conséquent le chargement de la cohésine, 

(Figure 25, n°2). Il s’en suit la formation de sous-boucles, au cœur du CSRC, formé par la boucle basale 

3’RR-EµMARs, qui aura pour conséquence le rapprochement des régions switch donneuses 

nouvellement transcrites ; ce mécanisme exclut alors les régions switch non transcrites du CSRC (Figure 

25, n°3) (X. Zhang et al., 2019). En complément du rapprochement physique des régions switch 

donneuse et acceptrice, le mécanisme d’extrusion de boucle est aussi impliqué dans la résolution des 

CDB (Arnould et al., 2021) qui se produisent lors de la CSR. Ainsi, le clivage des régions switch donneuse 

et acceptrice par AID s’opère dès lors que ces régions se trouvent maintenues par la cohésine. Ce 

mécanisme permettrait aux régions switch de rester à proximité l’une de l’autre et faciliterait le 

recrutement des acteurs de la voie NHEJ, limitant ainsi la survenue de translocation.  

La mise en évidence du mécanisme d’extrusion de boucle dans la cellule B permet aussi d’expliquer les 

phénomènes de switch séquentiel (Shen et al., 2021) : par exemple les recombinaisons de Sµ vers S1 

puis Sµ/S1 vers S ou encore de Sµ vers S3 puis Sµ/S3 vers S2b, observées notamment lors de 

stimuli par l’IL-4 et le LPS, respectivement. En effet, il est facile d’imaginer que la cohésine progresse 

jusqu’à la première région acceptrice transcrite, puis, une fois la recombinaison effectuée, progresse 

jusqu’au second site activement transcrit, correspondant à la deuxième région acceptrice.  

Un avantage incontestable de la formation de boucle par le mécanisme d’extrusion est que ce dernier 

assure l’occurrence d’évènements de délétion lors des recombinaisons de CSR, prévenant tout risque 

d’évènement non-productif d’inversion du locus IgH. La CSR délétionnelle s’accompagne de 

l’élimination de la portion génique qui était située entre les régions switch à recombiner alors que la 

CSR inversionnelle conduit à l’inversion du fragment situé entre les deux régions à recombiner sans 

qu’il ne soit pour autant éliminé ; ce dernier évènement conduit à la perte de l’expression d’une chaîne 

lourde fonctionnelle d’Ig. 

Les éléments cis-régulateurs du locus IgH, notamment la 3’RR et la région EµMARs, seraient des sites 

de chargement de la cohésine et assureraient une certaine fonction de barrière en limitant la 

progression du mécanisme d’extrusion de boucle au-delà du CSRC (X. Zhang et al., 2019). Un tel 

mécanisme, assuré par les régions régulatrices, assurerait la survenue d’une CSR délétionnelle avec 

une jonction entre Sµ et une région switch acceptrice Sx située en aval. Cependant, l’implication de la 
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3’RR dans la formation de ces boucles est remise en question par l’équipe de Pavri qui propose que la 

formation de la boucle basale est plutôt médiée par les sites CBE localisés en 3’ de la 3’RR (Costea et 

al., 2023). Néanmoins, nos travaux viennent en partie contredire cette hypothèse. Grâce à nos 

différents modèles mutant pour la 3’RR, nous montrons que les enhancers contenus dans cette région 

sont nécessaires à la formation des boucles pendant la CSR (Article n°1 (Bruzeau et al., 2023)). En 

complément, le modèle présentant une délétion partielle des 3’CBEs (hs567 KO) ne présente pas de 

défaut de CSR ni de formation de boucles (Volpi et al., 2012; Zhang et al., 2021). En revanche, la 

délétion totale de la région 3’CBEs entraine bien un défaut de switch vers tous les isotypes exceptés 

IgG1. Ce dernier point est en contradiction avec l’étude de Costea et ses collègues qui font mention de 

l’implication de la région 3’CBEs dans la formation de boucles en condition de stimulation LPS+IL4 (qui 

entraine le switch vers IgG1). 

IV.4. Organisation du noyau chez le lymphocyte B et rôle des enhancers 
L’organisation du noyau ainsi que la formation de boucles de chromatine représentent un niveau à 

part entière de régulation du développement du lymphocyte B et contribuent à l’orchestration 

ordonnée des évènements de recombinaison précoces et tardifs. La revue ci-après, que je signe en 

première auteure et publiée dans Frontiers in Immunology, décrit l’implication des éléments cis-

régulateurs d’Ig pour l’adressage des loci d’Ig au sein du noyau ainsi que pour la formation de boucles 

pendant les évènements de recombinaison (Bruzeau et al., 2022).
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Lymphoproliférations, 2 Rue du Pr. Descottes, Limoges, France

B cells undergo genetic rearrangements at immunoglobulin gene (Ig) loci during B cell
maturation. First V(D)J recombination occurs during early B cell stages followed by class
switch recombination (CSR) and somatic hypermutation (SHM) which occur during
mature B cell stages. Given that RAG1/2 induces DNA double strand breaks (DSBs)
during V(D)J recombination and AID (Activation-Induced Deaminase) leads to DNA
modifications (mutations during SHM or DNA DSBs during CSR), it is mandatory that
IgH rearrangements be tightly regulated to avoid any mutations or translocations within
oncogenes. Ig loci contain various cis-regulatory elements that are involved in germline
transcription, chromatin modifications or RAG/AID recruitment. Ig cis-regulatory elements
are increasingly recognized as being involved in nuclear positioning, heterochromatin
addressing and chromosome loop regulation. In this review, we examined multiple data
showing the critical interest of studying Ig gene regulation at the whole nucleus scale. In
this context, we highlighted the essential function of Ig gene regulatory elements that now
have to be considered as nuclear organizers in B lymphocytes.

Keywords: immunoglobuline genes, enhancers, nuclear organization, B lymphocytes, chromatin loops

INTRODUCTION

To produce highly specific antibodies, B cells undergo genetic modifications of their
immunoglobulin (Ig) genes. Among these events, V(D)J recombination takes place in the bone
marrow during the early steps of B cell development and occurs in an antigen-independent manner.
Mature B cells migrate towards secondary lymphoid organs and continue their differentiation once
stimulated by antigens. This process integrates secondary beneficial DNA remodeling events
including class switch recombination (CSR) and somatic hypermutation (SHM) but can also
induce B cell death through locus suicide recombination (LSR), a detrimental rearrangement that
abrogates surface B cell receptor expression (1). These events, all mediated by the activation-induced
deaminase (AID) enzyme, characterize the late antigen-dependent phase of developing
cells (Figure 1).

Nuclear organization and chromosome distribution in B-lineage cells have to be considered as
important parameters for the control of all these events. Chromosomes are not randomly scattered in
the nucleus; their positions change in a dynamic fashion especially during the B cell lifespan. Indeed,
distinct organizational levels co-exist in the genome on nucleosomal (genes and loci),
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supranucleosomal (chromatin domains and compartments) and
nuclear (chromosome territories) scales (2–4). In addition to
histone mark patterns that reflect the nucleosomal context, the
emergence of new molecular biology approaches led to the
discovery of Topologically Associated Domains (TADs) and the
dynamic loop extrusion model (5). Such methods, based on
chromosome capture conformation (6) (3C, 4C and Hi-C),
make it possible to evaluate additional levels of gene regulation
at the supranucleosomal scale. This particular level of nuclear
topology includes TAD structures, A and B chromatin
compartments, DNA loops and interchromatin space. Gene
transcription takes place in the A-euchromatin compartment
whereas B-heterochromatin prevents it. In a simplified scheme,
A and B compartments are respectively positioned at the center of
nuclei and at the nuclear periphery (4). More recently, the Volk’s
group showed that heterochromatin and euchromatin,
respectively defined as B and A compartments, are localized at
the nucleus periphery, leaving the nucleus center devoid of
nucleosomes (7). As a structural unit of genome organization, a
TAD is a large chromosomal region in which the contact
frequencies between genes or regulatory regions are higher than
elsewhere in the genome. TADs themselves are subdivided into
multiple sub-TAD structures (chromatin loops) that undergo
dynamic cell-type specific connections. The mouse genome
contains around 2000 TADs, each with an approximate mean
size of 1 megabase (Mb) (8). Indeed, some dynamic processes
drive chromatin regions into a free space termed the
interchromatin compartment in order to permit gene segment
interactions. Such contacts between gene portions occur either in
active (A) or inactive (B) chromatin compartments and it is widely
recognized that interactions take place within the same TAD.
Among chromatin compartments, long-range homologous
contacts (A–A or B–B) are largely favored over heterologous
contacts (A–B) (9). Moreover, additional TAD interactions exist
since chromosome portions are not only able to establish close
contacts in cis, but also in transwith other chromosomes (10). Some

of these trans interactions have been documented in the case of
olfactory receptor (11) and Th2 cytokines genes (12). At TAD
extremities, TAD borders are enriched in CTCF (CCCTC-binding
Factor) insulator protein, mediator complexes (MED1, MED12) as
well as active histone marks (H3K4me3 and H3K36me3) (8). TAD
borders display specific “insulating” features, preventing loci located
on each side of this border to establish contacts (8).

By considering genome nuclear topology, these emerging
models are particularly relevant for the tightly-regulated Ig
gene loci. Most Ig gene regulation studies have so far been
performed at the nucleosomal scale (epigenetic modifications
and regulatory transcription of loci and gene segments). The
increasing interest in understanding gene regulation at the whole
nucleus scale prompted B cell scientists to revisit previous
models at both supranucleosomal (DNA loops and TADs) and
nuclear (chromosome territories and nuclear position) levels
(13–22). To provide a clearer picture of how B cell
development is tightly regulated by the nuclear location of Ig
genes, including chromosome looping and loci positioning in the
mouse, we will begin with an overview of Ig genes and their
enhancers and then focus on the role of their main enhancers on
3D-nuclear organization. The relationship between Ig and
respective enhancers will be discussed in this review.

OVERVIEW OF IMMUNOGLOBULIN
GENES AND THEIR
REGULATORY ELEMENTS

In mice, Ig genes are encoded by three loci located on three
distinct chromosomes. The immunoglobulin heavy chain (IgH)
locus lies on chromosome 12. Immunoglobulin light (IgL) chain
loci contain either kappa immunoglobulin light chain (Igk) or
lambda immunoglobulin light chain (Igl) genes and are
respectively located on chromosomes 6 and 16. In mice, at
least 95% of B cells express Igk light chains (13, 14).

FIGURE 1 | Overview of B cell development. Chronological order of B cell stages in the bone marrow (left) and secondary lymphoid organs (right). The pre-BCR is
represented by a continuous red line and a discontinuous orange line (surrogate light chain). The BCR is represented by continuous red and blue lines.
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Immunoglobulin Heavy (IgH) Chain Loci
The IgH locus spans approximately 3Mb, in its germline
configuration, and contains various cis-regulatory regions
(Figure 2A). From 5’ to 3’, the 5’hs123ab elements, are situated
upstream from the first VH segment (15). The intergenic VHDH

region, located between the most distalDH segment,DFL16, and the
most proximal VH segment, VH7183a.2.3, contains six DNase I
sensitive sites (hs1 to 6) among which hs4 and hs5 are CTCF
binding sites (17, 18). This set is also called Intergenic Control
Region 1 (IGCR1) (16, 17). The promoter/enhancer pDQ52, is
located just upstream from DQ52 (18). The Eµ-MARs region,
spanning about 1kb, is composed of a 220-base pair (bp) core
enhancer element (cEµ) flanked by two matrix attachment regions
(MARs) located between the last JH exon and the Sµ region. Between
the Cg1 and Cg2b constant genes, two transcriptional enhancers
hRE1 and hRE2 (19) form the g1E regulatory element (20). At the
3’extremity, the 3’Regulatory Region (3’RR), spanning more than 30
kb, is composed of four enhancers, called hs3a, hs1.2, hs3b and hs4
(21). The central hs1.2 enhancer is flanked by inverted repeated
intervening sequences (IRIS) that form a 25kb-long quasi-
palindrome (22). Downstream from this palindrome, hs4 is the
most distal element harboring an enhancer activity within the 3’RR
(23). Although highly divergent in different species, IRIS sequences
always stand as inverted copies on both sides of hs1.2, conserving a
singular symmetry within the 3’RR (24). Downstream from the
3’RR, four hs elements (hs5, hs6, hs7 and hs8) lie in a region
containing ten CTCF Binding Elements (3’CBEs) (25, 26). This
region acts as an insulator and delimits the 3’ IgH TAD border
(25, 26).

Our group and others developed numerous mouse models
carrying deletions within the IgH regulatory elements that helped
elucidate Eµ and 3’RR super-enhancer functions during early and
late B cell development (20, 27–37).

Immunoglobulin Light Chain Loci: Igk
and Igl
The 3.2 Mb Igk locus contains regulatory elements within the Vk
segments (Figure 2B) which are partially homologous to those
within the IgH: kRE1 (19) and E88 (38). Six DNase I hypersensitive
sites (hs), hs1 to 6, are located in the intervening Vk-Jk region (39,
40). Hs1-2 forms Cer (Contracting element for recombination) and
hs3-6 comprises the Sis (Silencer in the intervening sequence)
elements. A MAR-intronic Ek enhancer (MiEk) (41–43), located
downstream from the last Jk segment, is composed of a 5’flanking
matrix attachment region (MARk) and an intronic enhancer. The
3’Ek enhancer region is situated downstream from the unique Ck
gene (44). A third regulatory region, called Ed (due to its
downstream location within the Igk locus), is located distal to
3’Ek (45).

In comparison to IgH and Igk loci, the Igl locus is smaller
(200kb) and uniquely organized. It comprises four families which
contain a pair of Jl and Cl segments with only three Vl segments
(46) (Figure 2C). The Igl locus contains two main enhancers called
El2-4, located between Cl4 and Vl1, and El3-1 located downstream
from Cl1 (47). Three supplementary elements featuring enhancer
activity have been described: lRE3, lRE2 and lRE1 (19). lRE3 lies
between El2-4 and Vl1 while lRE1 and lRE2 are located close to
the El3-1 enhancer. Both Igl enhancers, El2-4 and El3-1 are involved
in transcription and VJ rearrangement regulation (47). lRE
elements, especially lRE1 and lRE3, have been shown to
potentiate the enhancer activity of El3-1 and El2-4, in pro-B and
plasma cells respectively (19).

Immunoglobulin Joining Chain Loci: IgJ
Located on chromosome 5 in mice, the IgJ loci encodes the joining
peptide (J) chain which promotes active IgA (48) or IgM (49) secretion
by ensuring efficient assembly of these Ig subtypes in plasma cells.

A

B

C

FIGURE 2 | Immunoglobulin loci. (A) IgH locus. (B) Igk locus. (C) Igl locus. Light grey and white rectangles represent V, D and J gene segments and constant
genes respectively. Black circles represent switch regions and blue and pink ovals represent respectively the main Ig loci regulatory elements and other enhancers.
Not to scale.
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NUCLEAR ORGANIZATION DRIVEN BY IG
ENHANCERS AT EARLY B CELL STAGES

Early B cell development takes place in bone marrow where a
lymphoid precursor progresses through different stages to the
final immature stage. This progression is concomitant with V(D)
J recombination. Once engaged in the B cell lineage after
expression of B cell specific transcription factors (50), the
common lymphoid precursor (CLP) differentiates into a pre-
pro B and then pro-B cell that undergoes DH-JH rearrangement
at the IgH locus (51). Once the DJH segment rearranges (52), the
pro-B cell joins a VH segment to the previously rearranged DJH
segment and progresses to the large pre-B cell stage. At this stage,
the IgH locus is completely rearranged and the cell expresses a
pre-B Cell Receptor (pre-BCR) at its surface. The pre-BCR,
indispensable for B cell development (53), is composed of a
functional IgH chain linked to an invariant surrogate light chain,
altogether associated with the Iga-Igb transmembrane
heterodimer signaling component. Pre-BCR signaling stops
IgH rearrangement and triggers a burst of proliferation leading
to the small pre-B cell stage and the occurrence of VL-JL
rearrangements at IgL loci. Successful IgL chain rearrangement
and production leads to membrane IgM expression and
consequently a functional BCR (50), on the immature B cell.
These cells then migrate towards secondary lymphoid organs
and continue their maturation (Figure 1).

IgH Sub-Nuclear Positioning and
Chromatin Loops
Ig loci positioning within the nucleus is dynamic throughout
early B cell development and it has been clearly shown that

nuclear organization provides a critical level of regulation during
V(D)J recombination, particularly for loci contraction/
decontraction, nuclear positioning (center vs periphery) and
heterochromatin addressing (Figure 3).

IgH Sub-Nuclear Positioning
Dynamic repositioning of the IgH locus throughout early stages
is involved in IgH accessibility in order to correctly orchestrate V
(D)J recombination (Figure 3A). In CLP and pre-pro-B cells, IgH
loci are preferentially located at the nuclear periphery within a
repressive compartment (54). While only few changes occur at
immature stages (55), the pro-B cell stage undergoes, in contrast,
global genome reorganization since around 20% of genes switch
to A-B or B-A compartments (56). Indeed, both IgH alleles are
relocated to the active A compartment to allow DH-JH
recombination on both alleles. At the large pre-B cell stage,
once VDJH recombination completed, pre-BCR signaling induces
repositioning of one IgH allele into a repressive centromeric
domain. Although pericentromeric recruitment has been
associated with allelic exclusion (57), this nuclear location does
not preclude transcriptional expression of the non-productive
allele (58). Monoallelic IgH addressing to pericentromeric
heterochromatin (PCH) remains until the immature B cell
stage (57).

IgH Locus Contraction and Chromatin Loops
Beyond nuclear positioning, IgH allele contraction/decontraction,
as well as TAD and loop reorganization represent an additional
level of regulation, considered as critical for early B cell
development (59). At the pre-pro B cell stage, both IgH alleles
are decontracted (60) and at the pro-B cell stage both IgH loci

A

B

FIGURE 3 | Immunoglobulin loci contraction, conformation, heterochromatin addressing and nuclear positioning during early B cell development. (A) IgH and IgL
alleles are respectively represented by red stars and blue stars; the green form represents the pericentromeric heterochromatin compartment (PCH). The pre-BCR is
represented by a continuous red line and a discontinuous orange line (surrogate light chain). The BCR is represented by continuous red and blue lines. (B) Ig loci
contraction is shown by red and blue lines for IgH and Igk respectively: thickness of the line indicates degree of contraction. The hatched lines correspond to
controversial studies.
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contract to bring DH et JH clusters closer to promote DH to JH
rearrangement (Figure 3B). 3C (Chromosome Capture
Conformation) and 4C (Circular Chromosome Capture
Conformation) experiments revealed that IgH locus compaction
was mediated by large loops in which Eµ interacts with 3’RR,
IGCR1 and VH regions (5’ VH7183 and 5’ VH558) (60). During the
transition from pro-B to large pre-B cell stages, the entire VH

region is brought into juxtaposition with DH elements due to
extensive IgH locus contraction (60). This contraction is
completed by looping within the VH region to facilitate VDJ
recombination (57, 61). This builds a rosette-like structure and
allows equal usage between proximal, middle and distal VH genes,
essential for the generation of a diversified immunoglobulin
repertoire (62). After productive IgH recombination and in
response to pre-BCR signaling, locus contraction is reversed in
small pre-B cells (60) or in large pre-B cells (57) depending on the
studies. This decontracted state remains until the immature stage (57)
Discrepancies between Rother’s (60) and Roldan’s (57) reports could
be due to different probes used in 3D-FISH. Rother used three
different probes encompassing distal VH, proximal VH and CH genes
whereas Roldan employed only two probes including one spanning
Cg1 and the other VHJ558 (distal). Ultimately, IgH looping plays a
critical role in V(D)J recombination by forming a “recombination
center” containing pDQ52, all four JH segments and cEµ (17). These
loops permit RAG scanning between two recognition signal
sequences (RSS) and therefore focal RAG targeting activity during
DH to JH joining. This loop extrusion, is thought to ensure better
sequence recognition by the RAG complex, avoiding off-
targeting (63).

While IgH locus contraction and looping are important to
permit equal usage of all VH genes, nuclear positioning of IgH
loci seems more determinant than locus contraction in the
orchestration of ordered V(D)J rearrangements (60).

Igk Nuclear Positioning and
Chromosome Loops
In contrast to the IgH locus, the exact kinetics of Igk loci
contraction and relocation within the nucleus remain unclear
but it is admitted that dynamic changes also occur at Igk loci. In
CLP and pre-pro B cells, both Igk alleles are located in PCH. At
the pro-B cell stage, Igk loci relocate to a more central and active
area within the nucleus (54, 64, 65). From large pre-B cells and
until the immature stage, one Igk allele becomes more closely
associated with active chromatin and the other Igk allele stays in
the PCH (64) (Figure 3A). This chronology is still debated.
Rother et al. described relocation of both Igk loci only at pre-B
cell stages (60). In small pre-B cells, contraction occurs at the Igk
locus, in preparation for Vk-Jk recombination and this
contracted status persists until the immature B cell stage (39,
57) (Figure 3B). While some controversy still remains
concerning contraction of Igk locus in all early developmental
stages, it is clear that redistribution of intra-loci interactions
occurs at the small pre-B cell stage (60, 66). This redistribution,
mediated by pre-BCR signaling, results in Igk looping through
ordered coordination between MiEk, 3’Ek and Sis regulatory
elements spread throughout the locus (67).

Role of Ig Enhancers in B Cell Nuclear
Organization
IgH V-DH Intergenic Region and IGCR1
Beyond the observation that IGCR1 interacts with the 3’CBEs
insulator region in pro-B cells (68, 69); recent studies suggest an
insulation function for IGCR1 itself. In an IGCR1 deficient
mouse model, interaction between the whole V-DH intergenic
region and 3’CBEs was abolished while Eµ/3’RR interaction was
not (69). In IGCR1 deficient pro-B cells, Eµ/IGCR1 interaction
was decreased as expected but Eµ/VH81 and Eµ/3’RR interactions
still occurred (70). Moreover, the recombination center, in which
DFL1.6/DQ52/Eµ/hs4 interact in a wt context, was disturbed in
IGCR1 deficient pro-B cells. The absence of IGCR1 allows an
alternative bigger loop to occur between VH81X/DQ52/Eµ/hs4.
By including proximal VH segments in the former loop, this new
chromosome conformation alters V(D)J repertoire by decreasing
distal VH usage (70). According to the actual model, IGCR1
seems to work as an insulator to delimit Em action/function.
These findings are contradicted by Busslinger’s group who
carried out 4C-Seq experiments in IGCR1 deficient pro-B cells
where interaction patterns remain unchanged compared to
Rag-/- pro-B cells (71). This discrepancy between studies could
be explained by the restriction enzymes used in 4C experiments.
When Busslinger’s group used sequentially HindIII (6pb cutter)
and Sau3AI enzymes, Sen’s group used two 4pb cutter enzymes
(MseI and NlaIII) that generate smaller fragments and probably
offer higher resolution (Table 1).

IgH DQ52 Enhancer and Eµ Region
Many studies have contributed to the identification and
unraveling of the role of Ig gene enhancers on 3D loci
conformation during early B cell development proving that
such regulatory elements are clearly involved in subnuclear
positioning and chromosome looping (intra-TAD modification).
To decipher the role of pDQ52 and the Eµ enhancer, Guo and
colleagues generated two mouse models (17): P-E- (both pDQ52/
DQ52 and Eµ enhancers are deleted) and P-E+ (only promotor
pDQ52 and DQ52 segments are deleted). Using 3D-FISH, authors
demonstrated that the Em enhancer is required for IgH locus
contraction in pro-B cells. Indeed, in P-E-, but not in the P-E+

model, the large loops between V-DH intergenic regions (DFL16.1,
IGCR1), Eµ and the 3’RR are drastically reduced underlining the
important role of Eµ in loop formation. Moreover, ChIP-Seq
experiments coupled with 3C experiments demonstrated that
such large domain interactions are shaped by CTCF and cohesin
proteins (68). In this way, CTCF-mediated IgH looping facilitates
the generation of a diversified repertoire by juxtaposing distal VH to
DJH regions (71). It has also been shown that, in pro-B cells, cEµ
deletion leads to IgH relocation in close proximity to the nuclear
periphery (17). Taken together, these studies show that the Eµ
region has a pivotal role during early V(D)J recombination by
regulating both long range interactions and IgH sub-nuclear
positioning. While Eµ seems to facilitate IgH loops in developing
B cells, the presence of this enhancer is not strictly necessary since
another study showed, by 4C-Seq, that several long-range
interactions remain detectable in the absence of Eµ (71) (Table 1).
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Igk E88
The E88 element located in the intervening V-Jk region also
participates in the generation of a diversified Ig repertoire (38).
Endowed with enhancer activity starting at pre-B cell stages, E88
regulates long-range Igk chromatin interactions and participates
in sub-TAD determination of the Igk locus. E88 deletion in pro-
B cells disrupts interactions between Vk/Jk genes and three other
known enhancers, especially MiEk, but also to some extent 3’Ek
and 3’Ed (38). It is then reasonable to consider E88 as a major
hub of Igk locus interactions critical for regulation of Igk
repertoire diversity.

Igk Cer and Sis Elements
While of critical interest to generate a diversified antibody
repertoire of the Igk chain (39, 40); Cer and Sis regulatory
elements located within the Igk locus are also involved in Ig
loci PCH addressing. It is now established that IgH and Igk loci
are monoallelically repositioned into PCH in pre-B cells (72). In
Sis-/- pre-B cells, both IgH and Igk alleles do not relocate to PCH.
While Igk locus contraction and looping still occur normally in
the absence of this element, Sis-deficient B cells harbor a biased
Igk repertoire with increased proximal Vk gene usage
accompanied by decreased distal Vk utilization. Taken

together, these results show that the Sis element is required for
Igk (cis-acting) and IgH (trans-acting) monoallelic positioning
within the nucleus and somehow promotes a diversified antibody
repertoire (39). Cer deletion leads to a strong increase in
proximal Vk usage with decreased distal Vk usage. Cer-/- pre-B
cells show normal epigenetic marks throughout the Igk locus but
the compaction level is clearly decreased suggesting that Cer
regulates Igk locus contraction (40). As a whole, Sis seems to be
more involved in nuclear Ig loci positioning and Cer in Igk locus
conformation. The idea that nuclear positioning, rather than loci
contraction, promotes Ig gene recombination (60) is thereby
questioned by the reciprocal functions of Sis and Cer elements in
the Igk locus.

Igk MiEk Element
Igk locus contraction, mediated by MiEk, seems to occur at the
pro-B cell stage and remains until the pre-B cell stage. This
observation indicates that locus contraction is lineage, but not
stage specific (60). In pro-B cells, MiEk deletion both provokes
positioning of both Igk alleles to PCH and reduces physical
distance between IgH and Igk loci evidence of Ig loci crosstalk at
this stage. In pre-B cells, MiEk deletion enforces both Igk and
IgH allele positioning to PCH (76). The current model proposes

TABLE 1 | Contribution of Immunoglobulin enhancers to B Cell Nuclear Organization.

Enhancers Early development Late development

IgH
locus

5'hs123ab

IGCR1 *VDH-3’CBEs interactions (17, 69).
*Maintain recombination center in pro B
cells (DFL1.6; DQ52; Eµ; hs4) (17, 69).
*Formation of alternative larger loop between VH81X, DQ52,
Eµ and hs4 (70).

pDQ52

Eµ-MAR *Loop formation between DFL16.1, IGCR1, Eµ and 3’RR.
(17, 69).
*Maintain IgH loci at nuclear periphery in pro B cells (17, 69).

g1E

3'RR *Maintain proximity of both IgH loci (Le Noir et al., 2016) (86).
*hs3b and hs4 enhancers required for interaction between 3’RR and Eµ regions
(74).

3'CBE *Total 3'CBE region involved in interactions between Eµ and targeted Switch
regions (25).

Igk
locus

kRE1 *Interaction between Vk/Jk with MiEk, 3'Ek and 3'Ed (38).

E88

hs1-2=Cer *Igk locus contraction (40).

hs3-6=Sis *IgH and Igk adressing to PCH in pre-B cells (39).

MiEk *Igk locus contraction (60)
Maintain Igk in an active compartment (72).

3'Ek *Maintain Igk in active compartment at pre B cell stage (65)
*IgH decontraction, relocalization to PCH and IgH-Igk
association (72).

*Maintain IgH , Igk and IgJ loci close to nuclear periphery in plasma cells (65).

3'Ed

In the absence of study depicting the role of Ig enhancers the boxes are empty. Bold correspond to the name of the enhancers.
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that MiEk is more implicated in Ig loci sub-nuclear organization
than in locus looping.

3’ Ek Region
Involvement of 3’Ek in early rearrangement of the Igk locus is
clearly established. This enhancer region is necessary for Igk
germline transcription activation, which is a prerequisite for Vk-
Jk recombination (77). In line with the previously observed
transcription defect, deletion of the3’Ek enhancer induces
premature repositioning of Igk into PCH at the pre-B cell
stage. Moreover, according to Park and colleagues, in pro-B
cells, Igk seems to be distant from the IgH locus although both
IgH and Igk appear to be located at the nuclear periphery (65).
More strikingly, in 3’Ek deficient mice, Skok and colleagues also
documented multiple defects in IgH decontraction, relocalization to
PCH and IgH-Igk association (76). Altogether these results suggest
that IgH decontraction is dependent on PCH repositioning and Igk-
IgH colocalization. This particular model highlights an unexpected
trans – acting effect upon deletion of an Ig gene enhancer. This
observation supposes strong crosstalk between Ig loci in developing
B cells and supports the hypothesis that regulatory regions are
involved in interactions between loci. In parallel, crosstalk between
Igk and IgH is a little more frequent in pre-B cells than in pro-B cells
and becomes almost inexistent at immature stages (65).

NUCLEAR ORGANIZATION DRIVEN BY IG
ENHANCERS IN LATE DEVELOPING
B CELLS

In secondary lymphoid organs, mature B cells can encounter
soluble or membrane antigens able to engage their BCR and

induce proper B cell activation for secondary remodeling events.
Within the germinal center (GC), B cells undergo to two major
genetic rearrangements initiated by AID (78): SHM and CSR at
IgH loci whereas only SHM occurs at IgL loci. By inducing
frequent point mutations into the variable regions of Ig loci,
SHM is a driving force for antibody affinity maturation. CSR
results in µ heavy chain replacement by another subtype (IgG,
IgA or IgE) after initiating DNA double strand breaks and
recombination. In addition, locus suicide recombination (LSR)
is another rearrangement which leads to deletion of all IgH
constant genes and therefore induces B cell death by abrogating
surface B cell receptor expression (1). In parallel to such
secondary remodeling events, activated B cells differentiate into
antibody secreting plasma cel or memory B cells (73).

IgH Nuclear Positioning and Loops in
Mature Naive and Activated B Cells
Mature B cell differentiation and its accompanying late genetic
remodeling events are also characterized by changes in nuclear
organization and chromatin loops. Pioneering studies used 3D-
FISH to show that IgH alleles were not located in similar
positions within nuclei of resting naive and activated B cells.
At the resting mature B cell stage, both IgH alleles are localized in
euchromatin whereas their respective nuclear position upon in
vitro activation is still debated. According to Skok’s lab, the IgH
allele colocalized with PCH and replicated later, suggesting that
this allele is the unproductive allele (72) (Figure 4). These
elements imply that the non-productive IgH allele is “tagged
and maintained as excluded” by nuclear location. Although when
using the same 3D-FISH approach in stimulated cells, the De
Latt group showed that both IgH loci are sitting in an active
compartment (79) (Figure 4A). This observation is in agreement
with another study in which IgH alleles relocalized to the nuclear

A

B

FIGURE 4 | Immunoglobulin loci positioning and conformation within the nucleus during late B cell development. (A). Nuclear positioning of IgH, Igk and IgJ chains.
(B). IgH looping. IgH alleles are represented by red stars, Igk alleles by blue stars, Igl alleles by yellow stars and J chain alleles by green stars.

Bruzeau et al. B Cell Enhancers and Nuclear Organization

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org June 2022 | Volume 13 | Article 8779307

https://www.frontiersin.org/journals/immunology
http://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/immunology#articles


periphery in proliferating splenic B cells (80). By using mouse
models carrying IgM of “a” and “b” allotypes (respectively from
C57Bl6 and SV129 backgrounds), Holwerda and colleagues also
showed, by 4C-Seq, that tardive replication in splenic B cells was
lymphoid specific but independent of nuclear location and
topology of Ig loci (79). The fact that allelic exclusion might
not be driven by nuclear location is in agreement with previous
studies showing IgH biallelic expression in mature B cells (58,
81). Evidence for loop formation was first provided by the Kenter
group that described high frequencies of interaction between Eµ
and 3’RR in mature resting B cells. Loop conformation within
IgH changes upon in vitro stimulation by lipopolysaccharide
(LPS) with or without interleukin (IL-4), which respectively
induce CSR mostly towards IgG3 and IgG1; by acquiring
additional contact between previously interacting enhancers
and acceptor switch region (Sg3 or Sg1) involved in CSR (75)
(Figure 4B). The advantage of this architectural scaffolding,
promoting synapsis between S regions, has been mechanistically
demonstrated to facilitate CSR by the loop extrusion mechanism
(74, 82). Briefly, cohesin is loaded at the 3’RR end and the extrusion
mechanism bring together 3’RR and Eµ regions. An additional
internal loop is further formed to juxtapose the transcriptionally
active S regions. This particular conformation first allows AID
recruitment at both Sµ and S acceptor regions to induce DSB and
second maintains S regions together for ligation by the NHEJ
pathway [for review (83)].

Igk Nuclear Positioning in Mature Naive
and Activated B Cells
Similar observations can be made for IgL loci (Figure 4). Igk
monoallelic positioning in PCH is often observed in activated
splenic B cells and this PCH-localized allele replicates later
compared to the other one (64, 84). The current model proposes
that this monoallelic positioning drives both light chain allelic and
isotypic exclusion. Effectively, both Igl alleles are located in
repressive areas in the nuclear periphery of in vitro stimulated
murine B cells, which mostly express Igk.When Igl expression is
forced, one Igl allele is recruited to a central permissive
compartment within the nucleus and both Igk alleles are
repositioned to the nuclear periphery, thus inhibiting Igk
expression (72). Moreover, colocalization of Igk with IgH loci is
observed more frequently upon LPS stimulation of B cells (65).

Ig Nuclear Positioning and Chromosome
Looping in Plasma Cells
The intense antibody secreting function of plasma cells requires
high levels of immunoglobulin gene transcription. For this
purpose, nuclear organization can now be considered as one
important level of regulation as described by Garrard and
colleagues (65). Although located on three different
chromosomes, Ig genes (IgH, Igk and Igl) in plasma cells often
undergo physical clustering by forming pairs or triplets. Such
clusters, often composed of functional alleles, preferentially
localize within the same transcription factory near the nuclear
periphery (Figure 4A). In this study, ChIP-3C-seq experiments
performed with anti-RNA PolII antibodies indicate that physical

interactions within transcription factories are mediated by Ig
gene enhancers: cEµ and 3’RR for IgH, Eik and 3’Ek for Igk loci.
Nuclear location also facilitates transport of Ig transcripts from
the nucleus towards the endoplasmic reticulum (65). Moreover,
3C experiments performed by Birshtein’s group underscored the
importance of IgH chromatin conformation in a plasma cell line.
In this study, authors showed that physical interactions between
VH genes and the 3’RR were involved in efficient IgH
transcription, heavy chain expression and ensuing antibody
synthesis (85). All of these elements demonstrate that nuclear
organization contributes favorably to massive antibody
synthesis (65).

Role of Ig Enhancers on B Cell Nuclear
Organization and Loops (Table 1)
While globally less documented, the implication of Ig gene
enhancers in B cell nuclear organization (Ig positioning and
loop formation) has been proposed in the context of the first-
described IgH locus loop bringing the 3’RR and Eµ regions into
close contact before CSR. Upon LPS-stimulation, this
configuration acquires additional contact between the acceptor
S region involved in CSR and previous interacting IgH enhancers
(75). In plasma cells, Ig loci “coordination” seems to be mediated
by the 3’Ek regulatory element since its deletion leads to a
decrease in cohabitation of all Ig loci with decreases in IgH-Igk,
IgH-IgJ and Igk-IgJ communication. Likewise, nuclear
localization of these loci seems to be modified with the
relocation of IgH, Igk and IgJ alleles further from the nuclear
periphery in 3’Ek-/- plasma cells compared to wt plasma cells.
Together, these results suggest that interactions between Ig genes
(including interaction between IgH and IgJ) are mediated by Igk,
especially by 3’Ek enhancer. Moreover, relocation and mis-
cohabitation of Ig loci correlate with decreased transcription of
each Ig gene, as observed in 3’Ek-/- plasma cells in comparison
with wt cells (65).

IgH positioning within the nucleus might also be supported
by the 3’RR. Complete 3’RR deletion leads to an increase in
distance between both IgH loci in activated B cells (86). The
pioneering study by Kenter’s group showed that IgH looping
requires an intact 3’RR. This statement is supported by the
model devoid of its two last enhancers, hs3b and hs4, that led to
a decrease in interactions between 3’RR and Eµ regions in
resting and LPS ± IL4 stimulated splenic B cells (75). In
contrast, partial deletion of 3’CBEs (hs5 to 7) does not impair
loop formation at resting and activated B cell stages (26).
However, Alt’s group reported that total 3’CBEs deletion of
led to significant decreases in interactions between Eµ and
targeted switch regions in activated B cells (25). Deletion of the
cEµ enhancer seems to have no impact on interactions between
3’RR and Eµ regions since the contact frequencies in cEµ KO B
cells are comparable to wt B cells (75). Changes in IgH locus
conformation mediated by interactions between promoters and
enhancers, could impair CSR by limiting the activity of
promoters located upstream from each constant gene, and
therefore, their ability to initiate prerequisite germline
transcription (87).
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DISCUSSION

Nuclear positioning and chromosome looping have clearly been
shown to display a functional role in early developing B cells and
in B cells in general. Beyond some discrepancies, studies overall
showed that positioning and conformation of Ig loci play a major
role in ordered H and L chains rearrangements. Furthermore, at
such early stages, nuclear repositioning of Ig loci to PCH is
moreover integral to allelic exclusion mechanism while
chromosome looping optimizes antibody repertoire constitution.
Regulatory regions of Ig gene loci largely participate in positioning
and looping. At both IgH and Igk, Eµ and 3’RR as well as Cer
elements are essential for the proper loop formation in their
respective loci. In contrast, Igk Sis element is supposed to ensure
crosstalk between IgH and Igk loci since influencing cis- as well as
trans-positioning. Similarly, 3’Ek also promotes, at early stages,
temporal association between IgH and Igk.

In contrast, in mature B cells, the role of Ig loci position
within the nucleus remains more elusive since studies unveil
various differences. Nevertheless, IgH chromosome looping has
been distinctly shown to play a role in CSR, especially by
bringing donor Sµ and acceptor switch regions in close
proximity to optimize switch recombination events. During
SHM, primary transcription of the V exon, potentially in both
sense and antisense direction, is an important prerequisite for
AID-induced mutations. In KO mouse models in which the
3’RRpalindromic structure is disrupted, the observed SHM
defects correlate to a decrease in VH primary transcription (29,
35, 36). As transcription is an essential step to initiate loop
extrusion prior CSR, establishing a link between SHM and loop
extrusion would be of critical interest. In addition, the function
of ncRNA in chromosome topology during CSR (88) and SHM
(89) has been elucidated. In plasma cells, only few studies
reported that Ig loci are colocalized to transcription factories,

surely to improve antibody production. Similarly, the role of Ig
loci conformation throughout terminal B cell development is
also of major interest.

IgH locus positioning within the nucleus during CSR seems to
be important for legitimate maintenance. While IgH nuclear
location in close proximity to an oncogene is a contributing
factor for translocation (90); its distal 3’RR enhancers hs3b and
hs4 have be shown to be only involved in oncogene activation but
not in translocation (91). Given that AID activity initiates DNA
modifications, it is mandatory that IgH rearrangements be tightly
regulated to avoid any mutations or translocations within
oncogenes (so called “AID off targets”). Several AID off target
genes (ie: Pax5, Il4ra and Inf8) lie in close proximity to IgH
during CSR and altogether are located in a chromosomal
territory containing a high AID concentration (90). As a
consequence, the non-random positioning and conformation
of Ig loci could be widely considered as critical to maintain B
cell genome integrity. In this way, their respective regulatory
elements could play the role of B cell genome guardians thereby
avoiding illegitimate events that contribute to lymphomagenesis.
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Objectifs 

Au cours de son développement, la cellule B subit trois grands remaniements géniques majeurs, la 

recombinaison V(D)J, la CSR et la SHM, qui ensemble, constituent une caractéristique unique de cette 

cellule. La régulation précise de ces évènements est primordiale afin d’éviter la survenue de tout 

évènement illégitime qui pourrait initier la lymphomagenèse. Cette régulation s’opère notamment via 

l’initiation de la transcription de façon ordonnée au niveau des régions cibles de ces mécanismes. Ainsi, 

ce sont les segments V,D et J qui sont transcrits lors de la recombinaison V(D)J ainsi que lors de la SHM 

alors que les régions switch se verront transcrites pour permettre la CSR. Cette régulation 

transcriptionnelle est en partie permise au locus IgH par la présence de deux régions cis-régulatrices : 

la région EµMARs et la 3’RR.  

Le laboratoire s’est particulièrement illustré dans l’étude du rôle de ces deux régions à l’aide de 

différents modèles murins. Ainsi, la région EµMARs est particulièrement impliquée dans le contrôle de 

la recombinaison VDJ par le biais de l’enhancer cEµ alors que les régions MARs sont, quant à elles, 

impliquées dans le processus de SHM (Marquet et al., 2014; Martin et al., 2023). A l’image de la région 

EµMARs, l’étude de différents modèles mutants de la 3’RR ont permis de mettre en avant la fonction 

de deux modules distincts : les enhancers seuls sont suffisants pour la CSR alors que la structure quasi-

palindromique caractéristique de cette région est nécessaire pour la SHM (Garot et al., 2016; Le Noir 

et al., 2017; Rouaud et al., 2013; Saintamand et al., 2016).  

Au-delà du contrôle transcriptionnel de la SHM et de la CSR, d’autres niveaux de régulation, tels que 

le niveau supranucléosomal (boucles d’ADN et compartiments A/B) et le niveau nucléaire (territoires 

chromosomiques), interviennent au cours de la maturation des cellules B. En effet, les loci IgH ainsi 

que les loci IgL se repositionnent de façon dynamique au sein du noyau en fonction des stades de 

développement de la cellule B (Holwerda et al., 2013; Kosak et al., 2002; Park et al., 2014; Skok et al., 

2001). La recombinaison VDJ et la CSR sont aussi régulés au niveau supranucléosomal avec la formation 

de boucles de chromatine. Pendant la recombinaison VDJ, ces boucles assurent un répertoire d’Ig varié 

avec l’utilisation de l’ensemble des segments V, qu’ils soient distaux, intermédiaires ou proximaux 

(Guo et al., 2011; Medvedovic et al., 2013; Y. Zhang et al., 2019). D’autre part, ces boucles de 

chromatine sont nécessaires à la CSR en permettant le rapprochement de la région switch donneuse 

Sµ avec la région switch acceptrice Sx, formant ainsi une synapse où les acteurs des voies de réparation 

des CDB sont efficacement recrutés (Wuerffel et al., 2007; X. Zhang et al., 2019; Zhang et al., 2021).  

Des données du laboratoire suggèrent que la 3’RR serait également impliquée dans l’adressage du 

locus IgH au sein du noyau. Un premier axe de mon travail de thèse consistait donc à étudier 

l’implication des deux régions cis-régulatrices majeures (EµMARs et 3’RR) du locus IgH dans 

l’organisation du noyau du lymphocyte B.  
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A l’aide de modèles murins portant la délétion complète de la 3’RR ou seulement de sa structure 

palindromique, ainsi qu’à l’aide d’un large éventail de techniques ; permettant d’étudier l’adressage 

du locus IgH dans le noyau, son accessibilité ainsi que la formation de boucles, nous avons pu mettre 

en évidence que les core enhancers de la 3’RR sont nécessaires et suffisants à pré-organiser le noyau 

afin de permettre une recombinaison de CSR efficace. Ce travail, que je signe en première auteure a 

été publié dans BioRXiv (Bruzeau et al., 2023) et sera soumis prochainement dans Nucleic Acid 

Research (Résultats, Partie I.1). 

L’étude de la formation de boucle dans les modèles mutants pour la région EµMARs a mis en évidence 

une augmentation des fréquences de contact au sein du locus IgH, traduisant un locus plus bouclé et 

suggérant un temps de résidence de la cohésine augmentée. Nous suspectons alors que la 3’RR 

constitue le point d’entrée majeur de la cohésine alors que la région EµMARs serait un site de 

recrutement de WAPL, dont la fonction consiste au déchargement de la cohésine. Ce travail nécessite 

d’être approfondi et sera alors présenté sous forme de données préliminaires (Résultats, Partie I.2). 

Enfin, le deuxième axe de mon travail de recherche s’est articulé autour des conséquences de la 

délétion des régions cis-régulatrices du locus IgH sur l’intégrité génomique de la cellule B. Nous avons 

donc étudié le phénomène d’hypermutation somatique pouvant intervenir au niveau de cibles dites 

« off-target » à partir de cellules B du GC triées de nos différents modèles murins. De façon 

surprenante, l’ensemble des gènes off-target ne se comporte pas de la même manière selon les 

mutants de la 3’RR (délétion partielle ou totale). Nous avons montré que l’oncogène Bcl6, cible 

illégitime connue d’AID, est systématiquement plus muté dès qu’une portion de la 3’RR est enlevée. 

Cette augmentation ne semble pas corrélée avec une quelconque augmentation de sa transcription. 

En revanche, elle semble liée au positionnement nucléaire de Bcl6 puisque nous observons un 

rapprochement de Bcl6 et d’IgH par FISH-3D (Résultats, Partie II.1). Nous avons réalisé la même étude 

pour l’oncogène cMyc et nos résultats révèlent une régulation toute autre, mettant en avant toute la 

complexité du maintien de l’intégrité du génome de la cellule B.  (Résultats, Partie II.2). Enfin, nous 

avons étendu cette étude à deux autres gènes AID « off-target » : Pim1 et Cd83. Les résultats de cette 

étude sont présentés sous forme de données préliminaires (Résultats, Partie II.3). 
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Résultats 

Partie I. Etude de l’implication des éléments cis-régulateurs (3’RR et EµMARs) du locus des 
chaines lourdes d’immunoglobuline dans l’organisation du noyau du lymphocyte B. 

I.I. Article n°1 : Core enhancers of the 3’RR optimize IgH nuclear position and loop conformation for 
oriented CSR. 

Charlotte Bruzeau1, Justine Pollet1, Morgane Thomas1,2, Zhaoqing Ba3, David Roulois4, Eric Pinaud1, *, 
Sandrine Le Noir1, * 

1UMR CNRS7276, Inserm1262, Université de Limoges: Contrôle de la Réponse Immune B et des Lymphoproliférations, 2, rue 
du Dr. Marcland, 87025 Limoges, France, Team 2, B-NATION: B cell Nuclear Architecture, Immunoglobulin genes and 
Oncogenes. 
2Current Address : Laboratoire Suivi des Thérapies Innovantes, Institut de Génétique Humaine, UMR 9002 CNRS-UM, 
Montpellier, France. 
3National Institute of Biological Science, Beijing, 102206, China. 
4UMR 1236, Univ Rennes, INSERM, Etablissement Français du Sang Bretagne, Rennes, France. 
* To whom correspondence should be addressed sandrine.le-noir@unilim.fr and eric.pinaud@unilim.fr 

Il est admis que l’organisation nucléaire de la cellule B (position des gènes dans le noyau) et la 

configuration tridimensionnelle du locus IgH (boucles de chromatine) participent au bon déroulement 

des remaniements géniques survenant au cours du développement lymphocytaire B. Néanmoins, la 

régulation de ces deux niveaux d’organisation du génome n’est pas totalement décrite dans le 

contexte de la maturation du lymphocyte B. Plusieurs éléments pointent le rôle des éléments cis-

régulateurs du locus IgH (EµMAR et 3’RR) dans la régulation de l’organisation du noyau et la formation 

de boucle de chromatines (Wuerffel et al., 2007; X. Zhang et al., 2019). Deux modèles murins, l’un 

portant la délétion totale de la région régulatrice en 3’ (3’RR, (Vincent-Fabert et al., 2010b)) et l’autre 

arborant uniquement les quatre core enhancers sans la structure quasi-palindromique de la 3’RR 

(c3’RR, (Le Noir et al., 2017)), en comparaison à des souris sauvages (wt), ont permis de décortiquer le 

rôle de la 3’RR et de sa structure particulière dans ces deux niveaux de régulation chez le lymphocyte 

B mature. 

L’étude de l’accessibilité globale du génome par ATAC-Seq (Assay for Transposase Accessible 

Chromatin) n’a pas révélé de changement majeur de compartimentation A/B entre les différents 

modèles murins testés. En revanche, alors que la suppression de la 3’RR diminue globalement 

l’accessibilité du locus IgH, les core enhancers seuls (modèle c3’RR) suffisent à le maintenir ouvert. Ce 

constat est corrélé à un adressage plus important d’IgH à l’hétérochromatine en contexte 3’RR, 

exploré par hybridation fluorescente in situ en trois dimensions (DNA FISH-3D). Ces résultats mettent 

en évidence que les core enhancers de la 3’RR sont suffisants pour maintenir les loci IgH dans une 

configuration accessible. 

L’exploration de la position relative des loci IgH (distance entre loci et distance entre loci et centre du 

noyau) depuis le stade B transitionnel jusqu’au stade B activé a révélé une dynamique de position des 

mailto:eric.pinaud@unilim.fr


 

Charlotte Bruzeau | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2023 77 
Licence CC BY-NC-ND 3.0 

loci. En contexte wt, lors de la transition du stade B transitionnel vers le stade B mature au repos, les 

allèles IgH se rapprochent (à la fois l’un de l’autre et du centre du noyau) puis ils procèdent à des 

mouvements inverses (en s’éloignant l’un de l’autre et du centre du noyau) lors de l’activation. En 

revanche, en contexte D3’RR, une perte totale du mouvement des loci IgH (à la fois l’un vis-à-vis de 

l’autre et par rapport au centre du noyau) est observée. La présence des seuls core enhancers permet 

de restaurer une dynamique normale des loci.  

L’étude de la configuration tridimensionnelle du locus IgH que nous avons réalisée par 3C-HTGTS 

(Chromosome Conformation Capture High Throughtput Genome-wide Translocation Sequencing) 

révèle le rôle majeur des core enhancers dans la formation de la « grande boucle » entre la région 

EµMARs et la 3’RR au stade B au repos. En effet, cette grande boucle se forme dans les cellules B du 

modèle c3’RR alors qu’elle est complètement absente chez le mutant D3’RR. De même, les boucles 

internes, nécessaires à la CSR, qui impliquent les régions Sg2b et Sg3 (ciblées après activation par le 

LPS), sont également dépendantes des core enhancers. En effet, les cellules B c3’RR arborent les 

mêmes fréquences de contact entre chacune des régions précédemment nommées que les cellules B 

wt. Au contraire, une absence totale de boucle est observée dans le modèle D3’RR. 

Enfin, nous nous sommes intéressés à la structure des jonctions de CSR par la technique de LAM-HTGTS 

(Linear Amplification Mediated High Throughput Genome-wide Translocation Sequencing). En 

contexte sauvage et dans le modèle c3’RR, l’étude des jonctions de CSR indique que la recombinaison 

s’effectue par un mécanisme délétionnel, ce qui est classiquement observé. De façon attendue, très 

peu de jonctions de CSR sont détectées dans le modèle D3’RR ; toutefois la totalité de ces jonctions 

présente une orientation inverse, synonyme d’un mécanisme de CSR inversionnelle. L’ensemble de ces 

données permettent de faire un lien direct entre boucles de chromatine du locus IgH et recombinaison 

de CSR orientée et productive. 

Nous proposons alors que les core enhancers de la 3’RR permettent à eux seuls (sans intervention de 

la structure palindromique) d’optimiser la position du locus IgH dans le noyau ainsi que la formation 

des boucles de chromatine au sein du locus IgH, et ce afin de permettre une recombinaison de CSR 

optimale (car orientée) lors de l’activation antigénique.  
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Abstract 

Class switch recombination is an essential process which enabling B cells to adapt immunoglobulin 

subtypes to antigens. Transcription plays a crucial role in regulating CSR in which the IgH 3’Regulatory 

Region (3’RR) was identified as a key player. The 3’RR stands at the 3’ end of IgH locus and is 

composed of four core enhancers surrounded by inverted repeated sequences, forming a quasi-

palindrome. In addition to transcriptional control, nuclear organization appears to be an important level 

in CSR regulation. Furthermore, the chromatin loops at IgH locus facilitate an efficient CSR 

recombination by bringing the donor and acceptor switch regions closer together. However, the precise 

control mechanisms governing both of these processes remain partially understood. Here, using the 

reference DNA 3D-FISH technique combined with various high throughput approaches, we showed that 

3’RR core enhancers are necessary and sufficient to preorganize resting B cell nuclei to facilitate a 

deletional CSR mechanism at activated stage. We demonstrated that the 3’RR core enhancers regulate 

IgH locus addressing in the nuclei, control IgH locus accessibility and orchestrate IgH loops formation. 

Our findings pinpointed an additional regulation level of mechanisms underlying B cell diversification.  
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Introduction 

Late stages of B cell development are characterized by immunoglobulin genes remodeling to produce 

highly specific antibodies. Somatic hypermutation (SHM) and class switch recombination (CSR) are the 

two mains Immunoglobulin Heavy Chain (IgH) locus modifications that both require transcription of 

target sequences and cytidine deamination by the activation-induced cytidine deaminase (AID) enzyme 

(1). It has been extensively documented in literature that these events are under the transcriptional 

control of the super-enhancer located at IgH locus 3’end: the IgH 3’Regulatory Region (3’RR) (2). In 

mice, this region is composed of four core enhancers, (hs3a, hs1.2, hs3b and hs4), which are 

surrounded by inverted repeated sequence (IRIS) centered on hs1.2 enhancer and delimited by hs3a 

and hs3b (3) (Figure 1A). IgH locus forms a topologically associated domain (TAD) as demonstrated by 

chromosome conformation capture (3C)-based studies (4). The 3’ end of the locus is characterized by 

an insulator region composed of 10 CTCF (CCCTC-binding factor) binding site named 3’ CTCF binding 

elements (3’CBE) which delimited the 3’ IgH TAD border (5). Several mouse models carrying partial or 

total deletions of 3’RR region allow to decipher the exact role of both core enhancers and quasi-

palindromic structure on SHM, CSR, transcription and immunoglobulin production during B cell 

development (3). The 3’RR entire deletion leads to a 2-fold decrease of IgH germline transcription (GLT), 

and consequently, totally abolishes SHM and CSR events (6). Interestingly 3’RR core enhancers (c3’RR 

mouse model) are mandatory for full activity of the 3’RR super-enhancer, and the surrounding 

sequences do not constitute useless junk DNA, but contribute to 3’RR activity: while CSR is supported 

by enhancers alone, SHM requires both 3’RR enhancers and its palindromic architecture (7, 8).  

Beyond transcriptional control of SHM and CSR, additional levels of regulation occurred during late B 

cell maturation. Most of Ig gene regulation studies have been so far performed at nucleosomal scale 

(epigenetic modifications and regulatory transcription of loci and gene segments). The increasing 

interest for the understanding of gene regulation at the whole nuclei scale raises the necessity to revisit 

previous models at both supranucleosomal (DNA loops and A/B compartments) and nuclear 

(chromosome territories and gene positioning) levels (9). To date, numerous studies showed that 

nuclear positioning of IgH loci is dynamic and regulated during early and late B cell development and 

IgH remodeling regulation, especially CSR recombination, also occurs at supranucleosomal level (10). 

CSR mechanism involves DNA double strand breaks (DSB) at Sµ donor and Sx acceptor regions (11). 

Mammalian switch (S) regions, located upstream of each constant gene except C consist of 1 to 10 

kb-long highly repetitive G-rich DNA sequences containing clusters of RGYW AID deamination hotspots 

(12). AID-induced DSB at S regions are followed by the deletion of DNA segment located between both 

DNA DSB and finally replacing Cµ constant gene by one of the six Cx constant gene (IgG3, IgG1, IgG2a, 

IgG2b, IgA, IgE). The recombination event between DNA ends is essentially ensured by the non-

homologous end joining (NHEJ) complex to achieve productive deletional CSR (13). Mature resting B 

cells ensure an IgH locus configuration “prepared for CSR” by bringing in close contact the 3’RR and 

Eµ-regions, thereby forming a 50-200Kb “big chromatin loop” that contains all S regions. Upon 

stimulation, this configuration acquires additional contact between the acceptor S region involved in 

CSR and the previously interacting IgH enhancers (14–16). In this new layout, S donor and S acceptor 

regions are aligned to favor productive deletional CSR. DSB response factors inhibition impacts the ratio 
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of deletional vs inversional CSR pathway and promotes long end resection in S regions highlighting the 

important role of DNA repair pathway for efficient deletional CSR (17–19). The current model proposes 

that such loops are formed by loop extrusion, a mechanism consisting in loading cohesin complexes at 

transcribed enhancers or promoters (20–22) followed by chromatin extrusion until cohesin meets 

convergently oriented CTCF sites (5). In the specific case of IgH locus, cohesin is loaded at enhancers 

(either 3’RR or Eµ regions) to first initiate the “big chromatin loop” between 3’RR and Iµ/Sµ regions at 

the resting stage. Upon B cell stimulation, new internal loops are shaped to bring together transcribed 

S regions in order to form the CSR center (CSRC) (15, 16), a structure that favors deletional CSR 

recombination (17).  

The role of 3’RR and its components, core enhancers and palindromic structure, remains to be 

determined in the context of CSR center formation. Here, by taking advantage of two mouse models 

devoid of either the entire 3’RR (3’RR (6)) or only its palindromic structure (c3’RR model (7)), we 

evaluated by multiple approaches the role of 3’RR core enhancers in B cell nuclear organization and 

IgH locus architecture. Interestingly, we showed that the four 3’RR core enhancers are necessary and 

sufficient to pre-organize resting B cell nucleus to allow deletional CSR recombination at activated stage.  
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Materials & Methods 

Mice. 8- to 10- weeks old wt, 3’RR, c3’RR or hs5-7 (kindly gifted by Barbara Birshtein) mice were 

bred and maintained in SOPF conditions at 21–23°C with a 12-h light/dark cycle. Procedures were 

reviewed and approved by the Ministère de l’Education Nationale de l’Enseignement Supérieur et 

Recherche autorisation APAFIS#16151-2018071716292105v3. 

Cell Culture. Splenocytes were collected, non-B cells were removed with mouse B cell kit isolation from 

stem cell (REF#19854) to collect resting B cells. In vitro stimulated B cells were obtained after three or 

four days of culture at 1.106 cells/mL in RPMI 1640 medium supplemented with 10% FCS, 2mM 

Glutamine (Eurobio), 1% Eagle’s Non-essential Amino Acids (Eurobio), 50U/ml of penicillin-

streptomycin (Gibco), 1mM sodium pyruvate (Eurobio), 129 µM 2-βmercaptoethanol (Sigma-Aldrich). 

Cells were stimulated by adding 1µg/mL lipopolysaccharide (LPS EB ultrapure Invivogen).  

Immunization. Mice were immunized by intraperitoneal injection of 200 µL of Sheep Red Blood Cells 

(SRBC), challenged at day 10 and sacrificed at day 18. Splenic B cells were sorted by using CD43 

negative selection (Miltenyi #130-049-801).  

Flow cytometry and Cell Sorting. To sort transitional B cells, B splenocytes were labeled with anti-

B220-APC (RA3-6B2 clone, BD 553092) and anti-CD93-BV421 (AA4.1 clone, BD 561990) conjugated 

antibodies. Transitional (B220+/CD93+) B cells were sorted on ARIA III FACS (BD Biosciences). 

Plasmablasts were labelled with anti-B220-BV421 (RA3-6B2 clone, BD 562922) and anti-CD138-APC 

(281-2 clone, BD 558626). 

DNA 3D-FISH. DNA 3D FISH was performed as previously described (23). Briefly, resting and in vitro 

stimulated B cells for three days were dropped onto poly-L-lysine slides and fixed with 4% 

paraformaldehyde for 10min at room temperature (RT). After PBS washes, cells were permeabilized 

with pepsin 0.02%/HCl 0.1M for 10min at 37°C. Then cells were washed with PBS and post-fixed with 

1% paraformaldehyde for 5min at RT. DNA and probes were denatured in 70% formamide/2X SSC at 

72°C and at 95°C for 5min respectively. DNA and probes were hybridized at 37°C overnight. The IgH 

and -satellite probes (which highlight heterochromatin) were respectively labelled with dCTP-biotin or 

dUTP-digoxigenin (Invitrogen REF#19518018 or #11573152910) and dUTP-Alexa Fluor 488 (Invitrogen 

REF#C11397). Slides were washed in 1X SSC at 72°C for 5min and then incubated with streptavidin-

Alexa Fluor 594 (Molecular Probes (life) REF#S32356) (1/300e in 4X SSC) during 1h at RT and mounted 

with vectashield containing DAPI (Vector Labs). Images were acquired with an epifluorescence 

microscope (NIKON). Optical sections separated by 0.2µm were captured and stack were deconvoluted 

and analyzed using Huygens and Volocity softwares, respectively. Separation of alleles was measured 

from the center of each signal. Volumetric pixel size was 0.065µm in xy and 0.2µm in z-direction. 

ATAC-Seq. 10,000 in vitro stimulated cells for three days were centrifuged at 500g at 4°C during 10min. 

Then cells were incubated during 3min in lysis buffer (0,1% Tween-20, 0,1% Nonidet P40, 0,01% 

Digitonin, 10mM Tris-HCl pH7.4, 10mM NaCl, 3mM MgCl2) on ice and resuspended in 10µl of 

transposition mix (1X TD Buffer from Illumina, Transposase from Illumina, 0,01% digitonin, 0,1% Tween-

20). Tagmentation was performed on a thermomixer at 1000rpm 37°C during 30min. Transposed DNA 
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was cleaned-up with minElute Qiagen kit (#28006). Transposed DNA was amplified by PCR using 

primers Ad1 (5’-AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCGTTCGGCAGCGTCAGATGTG-3’) 

and Ad2.X (5’-CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATBARECODEGTCTCGTGGGCTCGGAGATGT-

3’). Libraries were sequenced 2*100bp on NovaSeq 6000. 

ATAC-qPCR. DNA accessibility was quantified in resting B cells by qPCR using Bioline SYBR Hi-ROX 

kit (BIO-92020). Accessibility of Cµ region was quantified using Cµ-Forward (5’-

CTTCCCAAATGTCTTCCCCC-3’) and Cµ-Reverse (5’-TGCGAGGTGGCTAGGTACTTG-3’) as well as 

C1 using C1-Forward (5’-GCCCAAACTAACTCCATGGTC-3’) and C1-Reverse (5’-

CAACGTTGCAGGTGACGGT-3’). Cµ and C1 accessibility were normalized to Lig1, using Lig1-

Forward (5’-CTCTTCTCCCCGACTGTCAC3’) and Lig1-Reverse (5’-GAGGCTGCTGGGAGTTGTAG-

3’), gene identified as invariant between our sample as described in the “analysis of ATAC-Seq section”.  

3C-HTGTS. 3C-HTGTS was performed as previously described (5). Briefly, 10 million of resting or three 

days stimulated B cells were crosslinked with 2% formaldehyde 10% FCS PBS for 10min at RT under 

rotation. Crosslinking was stopped by adding glycine at 0.1M. Then, cells were lysed in 50mM Tris, 

150mM NaCl, 5mM EDTA, 0.5%NP-40,1% TX-100 supplemented with protease inhibitor (ROCHE 

#11873580001). Nuclei were resuspended in 0,3% SDS for 1h at 37°C at 900rpm and then neutralized 

with Triton TX-100 for 1h. DNA restriction was performed using CviQ1 (Thermo Fisher ER0211) in B 

buffer (Thermofisher #BB5) overnight at 37 °C, before heat inactivation for 25 min at 65°C. Overnight 

ligation was performed at 16°C at 300rpm. Next, DNA was treated by proteinase K and RNase and 

cleaned by phenol/chloroform. After 3C step, the LAM-HTGTS protocol was performed (24). Briefly, 3C 

DNA was sonicated using the Bioruptor (Diagenode; two pulses at low intensity for 20s), and 10 μg was 

used for the LAM-HTGTS step. A 3′CBE (5’biotin-CACTGTCCAGACAGCAAACC-3’), Iµ/Sµ (5’biotin-

GCAGACCTGGGAATGTATGGT-3’) or 3’RR (5’biotin-GGACTGCTCTGTGCAACAAC-3’) bait was 

used for primer elongation. These single-stranded DNA fragments were incubated with streptavidin 

beads (Dynabeads C1 streptavidin beads; Invitrogen) overnight at RT and washed with BW buffer (1M 

NaCl, 5mM Tris-HCl pH7.4, 0,5mM EDTA pH 8.0). A universal I7 adaptor (5’-

GCGACTATAGGGCACGCGTGGNNNNNN-3’NH2 and 5’-P CCACGCGTGCCCTATAGTCGC-3’NH2) 

was ligated before the nested PCR performed with 3′CBE-bait nested primer (5’-

ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTBARECODEACCGGCATGTTCATCAACAC-3’) or 

Iµ/Sµ-bait nested primer (5’-

ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTBARECODEACACAAAGACTCTGGACCTC-3’) or 

3’RR-bait nested primer (5’ 

ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTBARECODECAAGCTGGGGTCAGAGCATG-3’) 

and universal I7 reverse (5’-

CTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATCTGACTATAGGGCACGCGTGG-3’). After the 

Tagged PCR with I7 and I5 Illumina primer, PCR products were cleaned using PCR clean-up kit 

(Macherey-Nagel REF#740609) and validated after migration on BioAnalyser (Agilent). 3C-HTGTS 

libraries were sequenced 300bp paired-end MiSeq V3 with 20% PhiX.  
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LAM-HTGTS. Genomic DNA (gDNA) was extracted from 10 million of 4 days stimulated B cells or CD43- 

B cells sorted from spleen of SRBC-immunized mice. LAM-HTGTS was performed as previously 

described (24) with a Sµ bait. Data analysis of MiSeq sequencing reads was performed as previously 

described (25). All sequence alignments were done with the mouse mm10 genome. Analysis of junction 

structure has been performed with CSReport tool (26).  

Analysis of ATAC-seq. Nextera sequences were trimmed by TrimGalore (27) with only pairs of reads 

with their two reads of at least 55bp each were reported in the resulting fastqs and then processed by 

the nf-core/atacseq pipeline (28) using mm10 for reference genome. Differentially opened chromatin 

regions from comparisons of different conditions were extracted using DESeq2 (29) from the 

DESeqDataSet previously produce by the pipeline (28).  

The normalized counts extracted from the DESeqDataSet were used to calculate the coefficient of 

variation (CV) of each consensus peaks. Peaks with coverage greater than or equal to the mean were 

ranked by increasing CV to find a suitable region for ATAC-qPCR normalization controls among the 

samples compared. The third least variable consensus peak hitting Lig1 gene from positions 13278266 

to 13279324 of chromosome 7 on mm10 were selected to design primers for ATAC-qPCR normalization 

controls. Chromatin A/B compartments were inferred from the consensus peaks of nf-core/atacseq 

analysis (28) at 3000kb resolution by an extended version (github trichelab/compartmap repository) of 

the original R package Compartmap (30). 

Analysis of 3C-HTGTS. Sequencing reads were aligned to the mm10 genome and processed as 

previously described (33). Each 3C-HTGTS library plotted for comparison was normalized by randomly 

selecting a number of junctions equal to the total number of junctions present in the smallest library in 

the comparison set. 

Statistical analysis. Mann Whitney two-tailed tests were used for statistical analysis using GraphPad 

Prism software (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001). 
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Results 

3’RR core enhancers maintain IgH loci in an active compartment in mature resting B 
cells.  
To study the role of 3’RR core enhancers vs 3’RR palindromic structure, we compared two mouse 

models carrying total or partial deletion of the 3’RR to wt mice. We took advantage of c3’RR model (7) 

carrying only the four core enhancers and 3’RR model (6) carrying total deletion of the 3’RR region 

(Figure 1A). We compare, in these models, transitional splenic B cells (T) collected by flow cytometry 

(Supplementary Figure S1A), mature resting B cells (R) and in vitro-stimulated B cells for 3 days with 

LPS (S). To avoid any impact of cell subtypes representation in bulk culture at day 3, we verified the 

percentage of CD138 positive cell after LPS stimulation in the three models. As expected, the 

percentage of newly generated plasmablasts in vitro in the presence of LPS was comparable 

(Supplementary Figure S1B). 

By using ATAC-Seq (Assay for Transposase-Accessible Chromatin) technic, we determined, with a high 

throughput approach, chromatin accessibility across the genome in resting and in vitro stimulated B cells 

from wt, c3’RR and 3’RR mice. First of all, a principal component analysis was performed to verify 

reproducibility between samples (Supplementary Figure S2). Then, we first analyzed all differentially 

opened (DO) chromatin regions. As expected a large number of DO regions was identified upon B cell 

stimulation (Supplementary Table S1A). In contrast, when we compared mutants to wt in resting and in 

in vitro stimulated B cells, only few differentially open chromatin regions were identified (less than 80 

regions) (Supplementary Tables S1B and S2). Moreover, when we confronted the percentage of A and 

B compartments, no drastic change was observed between mutants nor in resting B cell neither in in 

vitro stimulated B cells (Figure 1B). Then, we focused exclusively on the IgH locus, we observed a 

decrease of its accessibility in resting B cells from  3’RR mutants in comparison to wt (Figure 1C, Top). 

To confirm this trend, we quantified ATAC-seq normalized read count in three distinct regions across 

the IgH locus (R1: around Eµ/Sµ, R2: constant regions and R3: 3’CBE; whose coordinates are available 

in Supplementary Table S3) and we observed a global decrease of IgH accessibility throughout the 3’ 

part of the locus (Figure 1C, Middle). In parallel, we aimed to confirm this result by quantifying DNA 

accessibility by qPCR. For this purpose, we first identified an open region with low variability between 

samples to normalize qPCR. As expected, we noticed a slight decrease of IgH accessibility in both 

constant regions tested in 3’RR resting B cells (Figure 1C, Bottom). Surprisingly, when we compared 

c3’RR deficient and wt mice, we showed that the c3’RR resting B cells harbour the same profile as the 

wt, demonstrating that the 3’RR core enhancers are sufficient to maintain IgH loci in an open chromatin 

conformation (Figure 1C). In LPS-stimulated B cells, IgH locus is also globally less accessible in 3’RR 

model (Figure 1D). A slight decrease of IgH accessibility was shown in the c3’RR model across the 

locus. 

Subsequently, we assessed addressing of IgH loci to pericentromeric heterochromatin (PCH) within B 

cells nuclei by a DNA 3D-FISH (Fluorescent In Situ Hybridization) approach using an IgH fluorescent 

probe (RP23-109B20) encompassing a region lying from DH cluster to C2a segment (Figure 2A) and a 

probe (major -satellite) specific to PCH as the “inactive zone”. In a wild-type context, in all three cell 



9 

 

types tested, approximately 20% of cells have at least one IgH allele in the PCH, with a minor proportion 

of cells having both IgH alleles in PCH (Figure 2B, left). In 3’RR mice, around 15% of IgH alleles are 

localized in PCH at transtional stage as in wt mice. In contrast, in resting B cells, the proportion of B 

cells harboring at least one IgH allele colocalized to PCH reaches 35% and includes a higher proportion 

of cells for which both alleles localized to PCH (Figure 2B, middle). This configuration is maintained in 

in vitro stimulated B cells. Surprisingly, when only 3’RR core enhancers, not the surrounding DNA 

packaging, are reintroduced (c3’RR model), practically the same profile as in wt was observed (Figure 

2B, right). Overall, DNA 3D-FISH and ATAC-seq experiments showed a global decrease of IgH loci 

accessibility in resting B cells and in in vitro stimulated B cells from 3’RR. In contrast, c3’RR B cells 

are in an open chromatin configuration almost as in the wt context. All together these results show that 

in wt resting B cells, IgH loci were widely in an open chromatin compartment and that PCH addressing 

is governed only by 3’RR core enhancers, and not by palindromic structure. These findings point out a 

crucial role of the 3’RR core enhancers in regulating the nuclear organization of mature resting B cells. 

 
3’RR core enhancers are sufficient to regulate IgH loci position dynamics in nuclei of 
mature B cells 
Using DNA 3D-FISH, we also investigated the position of IgH loci within nuclei of transitional, mature 

resting and in vitro stimulated B cells from the three mouse models. We measured the IgH inter allelic 

distance as well as the distance between IgH loci and nuclear center at each stage of differentiation 

cited above. In the wt context, we observed that during the transition from transitional to mature resting 

B cell stage, IgH loci move closer together (p<0.0001), and then, move away from each other during in 

vitro activation (p=0.0122) (Figure 2C, Top). In wt mice, the same dynamic is observed when we 

measured the distances between IgH loci and the nuclear center: during transition from transitional to 

resting stage, IgH loci move closer to the center of nucleus (p<0.0001), while they move away from it 

upon in vitro stimulation (p<0.0001) (Figure 2C, Bottom). In contrast, B cells deficient for the entire 3’RR 

(3’RR model) loss the dynamics observed in wt context. In fact, the IgH interallelic distance remains 

constant (Figure 2D, Top). Similarly, distance between IgH loci and nucleus center does not differ 

through transitional to resting and stimulated stages (Figure 2D, Bottom). Interestingly, the reintroduction 

of 3’RR core enhancers (c3’RR model) alone rescued normal dynamics: IgH loci get closer to each other 

during transitional to resting stage evolution (p<0.0001) and move away from each other upon in vitro 

stimulation (p=0.0004) (Figure 2E, Top). Comparably, in c3’RR resting B cells, IgH loci are closer to the 

nucleus center than in transitional B cells (p<0.0001) and then, IgH loci move away from nucleus center 

during activation (p<0.0001) (Figure 2E Bottom). These results pinpoint a dynamic relocalization of IgH 

loci during late B cell maturation orchestrated by the c3’RR enhancers alone and highlight the crucial 

role carried by the 3’RR core enhancers in the nuclear positioning of IgH loci. They allow both the 

dynamic relative positioning of IgH loci to each other, and to the center of nucleus, especially at resting 

B cell stage. So, it is tempting to speculate that the 3’RR core enhancers pre-organize resting B cell 

nucleus in order to properly position IgH loci for remodeling events occurring upon activation.  
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3’RR core enhancers allow IgH loop conformation in mature resting and stimuated B 
cells  
As a supplemental level of regulation, chromatin loop formation appears as a master regulator of gene 

remodeling, such as CSR, in B cells. The regulation of loop formation in the context of CSR is not fully 

described. Our mouse models allowed to assess the respective involvement of components of the 3’RR 

in IgH locus looping formation. To achieve this point, we performed, in resting and LPS-stimulated B 

cells from wt and mutants, high resolution 3C-HTGTS (15) with two complementary viewpoints: one 

located within the Iµ/Sµ region (named Iµ/Sµ bait) (Figure 3A) (17) and another one located between 

hs5 and hs6 enhancers within the 3’ IgH TAD border region conserved between the three models 

(named 3’CBE bait) (Supplementary Figure S4A) for quantifying chromatin loop from bait to prey 

(Supplementary Table S4A for prey coordinates).  

First, 3C-HTGTS performed in wt resting B cells with Iµ/Sµ bait showed long-range contacts between 

Iµ/Sµ and the 3’RR region (Figure 3B bedgraphs and middle bargraph, Supplementary Figure S3 left 

and Supplementary Table S4B for individual mice); these data reflect the first level of IgH locus folding 

(“big loop”) and are consistent with both pioneer studies based on chromosome capture (14) and the 

more recent studies built on high throughput techniques (15). In contrast and as expected, 3’RR resting 

B cells were not enable to perform any chromatin loop between Iµ/Sµ and the 3’RR region as a 

consequence of the total deletion of the 3’RR region (Figure 3B bedgraphs and middle bargraph and 

Supplementary Figure S3 left). In contrast, local interactions around Sµ are maintained in this model 

showing that the 3’RR is not implicated in intra Iµ/Sµ loops (Figure 3B bedgraphs and right bargraph 

and Supplementary Figure S3 left). In this model, the decrease of long-range (3’RR) interactions from 

Iµ was not compensated by any new interaction inside the locus (Figure 3C) nor outside the locus at the 

eS region, a phenomenon previously described in the mouse model devoid of the 3’CBE region in which 

the TAD border is disrupted (5) (Figures 3B bedgraphs and left bargraph). Strikingly, in resting c3’RR B 

cells, devoid of the palindromic structure, chromatin loops between Iµ/Sµ and 3’RR regions still occurred 

notably thanks to the hs1.2 enhancer (Figure 3B bedgraphs and middle bargraph and Supplementary 

Figure S3 left). This finding was confirmed, albeit to lesser extent, by using the 3’CBE bait located 

downstream from 3’ super-enhancer (Supplementary figure S4A). Similar chromatin loops pattern is 

observed in wt and c3’RR model (Supplementary figure S4B), harboring both high interaction 

frequencies between the Iµ/Sµ and the 3’RR regions. In contrast, in 3’RR, 3C-HTGTS did not detect 

any chromatin loop between Iµ/Sµ and the 3’ super-enhancer (Supplementary figure S4B). Altogether, 

these results highlight, for the first time, a major role of 3’ regulatory enhancers in IgH locus folding (“big 

loop”, involving Iµ/Sµ and the 3’ super-enhancer) of resting B cells. While the 3’RR core enhancers are 

necessary and sufficient for the IgH “big loop” formation, the 3’RR DNA packaging (supporting the quasi-

palindromic organization) is not essential for such structure.  

Then, we analyzed, in in vitro stimulated wt B cells with LPS for 3 days, the occurrence of chromatin 

loops by using the Iµ/Sµ viewpoint and globally we found the same pattern as in resting B cells with a 

more pronounced difference between genotypes. In wt, DNA loops detected by 3C-HTGTS revealed 

the “big loop” structure and the occurrence of new interactions between Iµ/Sµ and the targeted S3 and 

S2b regions that normally undergoes germline transcription in LPS stimulation (Figure 3D, 

Supplementary Figure S3 right and Supplementary Table S4C for individual mice). This data reflects 
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the physiological IgH “internal loops” formed with targeted switch regions in the CSRC (15). In 3’RR 

model, the difference is even greater at this stage than in resting B cells, the IgH big loop is still not 

detectable, and a drastic decrease of contact frequencies between Iµ/Sµ and S3 or S2b regions is 

observed (Figure 3D bedgraphs and bargraphs and supplementary figure S3 Right). As in resting B 

cells, the reduction in long-range interactions upon 3’RR deletion (Figure 3D) was not compensated by 

any random interactions within IgH locus (Figures 3D bedgraphs and 3E) and the local interactions 

within Sµ are maintained (Figure 3D bedgraphs and right bargraphs and supplementary figure S3 Right). 

Interestingly, by using Iµ/Sµ bait in LPS-stimulated B cells from c3’RR model, the IgH big loop is still 

detected mainly through the hs1.2 enhancer, but slightly decreased because of the lack of palindromic 

structure (Figure 3D bedgraphs and right bargraph). On the other hand, contact frequencies between 

Iµ/Sµ and S3 or S2b regions occurred in c3’RR model almost at the same level than in wt mice (Figure 

3D bedgraphs and bargraphs), in accordance with a slight decrease of CSR toward this isotypes (7). 

3C-HTGTS performed with the second viewpoint (3’CBE bait) confirmed all these findings. Indeed, high 

levels of interaction between the bait and Iµ/Sµ region were detected in wt and c3’RR mice as well as 

internal loops involving the S3 or S2b regions (Supplementary figure S4C). And, as expected, there is 

still a defect of interactions between Iµ/Sµ and targeted switch regions in stimulated 3’RR B cells 

(Supplementary Figure S4C). 

These data support several hypotheses regarding the establishment of IgH loops during B cell activation. 

Firstly, it seems quite clear that the 3'RR core enhancers alone, without the packaging of surrounding 

DNA, are sufficient for the formation of IgH chromatin loops, the "big loop" and the internal CSR loops, 

in resting and in stimulated B cells. Second, the big loop formation at resting stage is a prerequisite for 

the formation of the internal loops and the CSRC formation in activated B cell. The internal loop defect 

identified by 3C-HTGTS, reflect the failure to form the CSRC which is in accordance with the strong 

CSR defect observed in the 3’RR model (34). 

To fully conclude on the role of 3’RR core enhancers as IgH chromatin organizers, we performed 3C-

HTGTS on a mouse model carrying the partial deletion of 3’CBE region (deletion from hs5 to hs7) (35) 

with a bait conserved upon deletion of the entire 3’RR localized downstream hs4 (bait 3’RR) 

(Supplementary Figures S5A and B). In this model, we observe the formation of the IgH big loop in 

resting B cells as well the internal CSR loops in stimulated B cells. All together these results showed 

that the 3’CBE region is not involved in IgH chromatin loops formation (Supplementary Figures S5C and 

D).  

 

3’RR core enhancers are required for proper deletional CSR mechanism 

Productive CSR events are the result of deletional recombination events that occur by joining the 

correctly juxtaposed Sµ donor and Sx acceptor regions in such a way as to achieve deletion of 

intermediate DNA sequences. In some cases, the recombination event breaks and religates the large 

intermediate DNA segment between the two S regions in an inverted manner, resulting in an inversion 

of the IgH C gene, hence called inversional CSR, thereby prohibiting functional expression of heavy 

chain. Deletional or inversional recombinations within the Sµ region also occurred, reflecting the AID 
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targeting and leading to unproductive CSR. To further investigate the involvement of 3’RR core 

enhancers in CSR mechanism, we questioned the type of CSR recombination involved in our mutants. 

For that, we classified the junctions in two groups: successful CSR corresponding to a productive 

deletional CSR recombination and unsuccessful CSR including all recombination that occurred in the 

locus without producing productive CSR (ie: inversional CSR, intra Sµ recombination) (Figure 4A). After 

in vitro stimulation with LPS for four days, we first compared the occurrence of CSR junctions from Sµ 

to S3 and S2b by LAM-HTGTS using a bait localized within Sµ (Figure 4A) as previously described 

(19, 23) and the resulting sequences have been analyzed through the dedicated pipeline. Coordinates 

used to analyze successful and unsuccessful CSR events are indicated in Table S5. As expected, in 

the wt context, almost half of the junctions were typical to CSR deletional mechanism (Figure 4B). The 

same trend is observed in the c3’RR model, in which a part of the junctions was in favor of productive 

deletional CSR (Figure 4B). Despite the drastic decrease of CSR mechanism characterizing the 3’RR-

deficient model (6), very few CSR junctions could thus be detected in LPS-stimulated B cells. In this 

model, the large majority of junctions identified were characteristic of inversional CSR mechanism or 

occurred within Sµ. To confirm theses observation in in vivo context, we performed LAM-HTGTS in 

splenic B cells sorted from SRBC-immunized mice and found the same successful/unsuccessful CSR 

bias in the 3’RR mutant (Figure 4C). We then analyzed structural features of recombination junctions 

in both groups (successful and unsuccessful CSR) in in vitro LPS stimulated B cells and in splenic B cell 

sorted from SRBC-immunized mice. We found that the large majority of junctions are blunt or either with 

short deletion or microhomology in the both junction groups, in all models, a typical hallmark of the NHEJ 

repair pathway (Figure 4D and E). Increase of inversional CSR and long end resection within Sµ were 

reported in case of specific DNA repair actors inhibition/deletion (17–19), however our findings suggest 

unsuccessful CSR identified in our 3’RR mutants is related to the impairment of chromatin loops and 

not to DNA repair actors recruitment since most of the junctions were blunt. These results suggested 

that the chromatin loops at the IgH locus allow productive CSR recombination by preventing inversional 

CSR. 

Conclusion 

Our study clearly demonstrates that 3’RR core enhancers are necessary and sufficient to preorganize 

the resting B cell nucleus. Firstly, we show that they are mandatory for maintaining IgH loci in a 

transcriptionally active compartment. Secondly, we demonstrate that 3’RR core enhancers keep IgH loci 

close to each other and close to the nucleus center in an active compartment at resting B cell stage. 

Finally, we prove that these enhancers are essential for forming the IgH big loop between Iµ/Sµ and the 

3’RR regions prior the internal loops involving the S regions at activated B cells stage. Altogether our 

results highlight that 3’RR core enhancers, beyond their regulatory function on IgH transcription (36), 

regulate IgH chromatin loops formation to prepare IgH locus to productive deletional CSR. We propose 

a simplistic model in which 3’RR core enhancers shape, by themselves, resting B cells at nuclear and 

supranucleosomal levels (See graphical abstract).  

As previously described, in wt resting B cells, a small proportion of cells harbors an IgH locus localized 

in pericentromeric heterochromatin (37, 38). However, in in vitro stimulated B cells, their relative 
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positioning is still debate. According to Skok’s lab, the unproductive IgH allele colocalized with PCH and 

replicated later (37), implying that the non-productive IgH allele is excluded only by its nuclear location. 

In contrast, we and the De Latt group showed, in in vitro activated B cells, that both IgH loci remain in 

euchromatin (38). This finding is in accordance with IgH biallelic expression observed in mature B cells 

(39, 40) and the occurrence of SHM and CSR on both IgH alleles (41). In this study, we found that IgH 

locus from 3’RR B cells is less accessible, which is consistent with previous ChIP-qPCR experiments 

that demonstrated a decrease of active chromatin marks (using anti-H3K9Ac antibody) in both constant 

and Sµ regions in 3’RR stimulated B cells (34). This observation perfectly correlates with the BCR low 

phenotype found in this model in mature B cell subpopulations and enforces the role of 3’RR in late 

stages of B cell differentiation (42). Moreover, IgH locus accessibility is in agreement with IgH constant 

region transcription; in c3’RR model the level of constant regions transcription is similar to the wt context 

whereas in 3’RR mice the transcription is largely decreased but not abolished (7). The reduced 

accessibility of the IgH locus in the 3'RR model may be explained by binding of chromatin-regulating 

factors in the 3'RR region. It is known that the 3'RR super-enhancer recruits Brg1, a protein forming part 

of the SWI/SNF chromatin remodeling complex, known to preferentially bind the enhancers with the aim 

to open the chromatin and activate the transcription. This factor was initially described to bind the 3’RR 

in immature B cells (43, 44). More recently, Brg1 was found to bind the 3’RR in mature B cells especially 

during the GC formation (45). ZMYND8, a protein described as a "chromatin reader", is also known to 

bind the 3’RR. The conditional deletion of ZMYND8 in B cell results in a phenotype similar to the 3'RR 

deletion (reduced CSR and SHM) suggesting the involvement of this factor in regulation of IgH locus at 

supranucleosomal scale (46).  
On another scale, our data show that 3'RR core enhancers are required for the establishment of 

chromatin loops at the IgH locus during CSR. However the Pavri Group recently published that the IgH 

big loop was mostly mediated by the 3’CBE region and not by the 3’RR region (47). This study was 

carried out only under LPS+IL4 stimulation conditions, inducing a switch to IgG1, an isotype known to 

be slightly differently regulated from other isotypes, since the switch to IgG1 persists, to a lesser extent, 

in the 3'RR model. Moreover, in the hs567 mice (partial 3’CBE deletion), it was shown, by 3C 

experiments, that the IgH big loops occurred as in a wt context in line with a normal IgG1 CSR 

recombination (35). In addition, in a model of 3’CBE total deletion, a decrease of CSR is observed to all 

isotypes, except IgG1, suggesting a particular link between the 3’CBE region and the CSR toward IgG1. 

To enforce the idea that IgG1 is a singular isotype, the Pavri Group showed that in LPS activation 

condition, a classical interaction between Iµ/Sµ and the 3'RR region which is in line with our study. 

3’RR and c3’RR models showed a drastic decrease in SHM (23) suggesting that the mechanism 

governing the nucleus organization and three-dimensional topology of IgH locus are different between 

GC and in in vitro-activated B cells. So "big loop", putting the EµMARs and 3'RR regions in contact, 

seems to not be involved in regulating the SHM process. This suggests a role of the palindromic 

structure in the formation of another loop, bringing the 3'RR and EµMARs regions into contact with the 

rearranged pVH.  

The role of NHEJ DNA repair was important for maintaining the ratio of deletional vs inversional CSR 

pathway and long end resection in S regions (17–19). The 3’RR harbor the same bias of successful vs 
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unsuccessful CSR than in DSB response factors inhibition models. Morever in these models the 

junctions present more microhomology that is not not the case in the 3’RR mutant. This suggests that 

the 3'RR is not involved in the recruitment of NHEJ factors. 

Described in 2019 by F. Alt’s team, chromatin loop formation at IgH locus is mediated by the loop 

extrusion mechanism (15). It involves loading of the cohesin complex onto DNA by the NIPBL protein, 

extrusion of DNA into the ring of cohesin complex until encountering two converging CTCF binding sites, 

followed by dissociation of the cohesin complex from DNA by the WAPL protein. In the specific case of 

IgH locus, cohesin is loaded at enhancers but in the absence of the entire 3’RR, no loop was found 

throughout the IgH locus. It is tempting to speculate that the cohesin complex loading onto the IgH locus 

requires the 3’RR core enhancers.  

  



15 

 

Data Availability. Raw data from ATAC-seq, 3C-HTGTS and LAM-HTGTS have been deposited in the 

European Nucleotide Archive database under access number PRJEB52320. 
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Legend to figures 

Figure 1. 3’RR core enhancers maintained IgH loci in an active compartment in mature resting B cells. 
A. Murine IgH locus scheme (not to scale). IgH constant genes are represented by squares, arrows represent the 

palindromic structure. Deletion of 3’RR (6, 34) and c’3RR (7) mice used in this study are schemed. B. A and B 

compartment proportions in resting and stimulated B cells from wt and mutants C. IgH locus accessibility by ATAC-

Seq in splenic resting B cells from wt (n=2 independent mice), 3’RR (n=2 independent mice) and c’3RR mice (n=2 

independent mice). Bedgraphs are normalized to reads per million and visualized with IGV. IgH loci was split into 

three regions and the normalized reads coverage were counted in each region as indicated in each bargraph. 

Relative DNA accessibility by qPCR in resting B cells. Normalization was done to Lig1 which is not differentially 

opened between models. q-PCR probes are indicated with black lines. D. As in B for in vitro LPS stimulated B cell 

from wt (n=2 independent mice), 3’RR (n=1 mouse) and c3’RR (n=2 independent mice). 

 

Figure 2. 3’RR core enhancers are sufficient to maintained IgH loci close together and close to the center 
in mature resting B cells 
A. Localization of RP23-109B20 FISH probe is represented in red. B. Top: Bars graphs represent the percentage 

of IgH loci into pericentromeric heterochromatin (PCH, stained by -satellite major probe) in transitional (T) (wt = 

116 nuclei analyzed from 3 independent mice) (3’RR = 75 nuclei analyzed from 3 independent mice) (c3’RR = 

108 nuclei analyzed from 2 independent mice), in resting (R) (wt = 232 nuclei analyzed from 3 independent mice) 

(3’RR = 136 nuclei analyzed from independent mice) (c3’RR = 199 nuclei analyzed from 3 independent mice) and 

in stimulated (S) (wt = 239 nuclei analyzed from 4 independent mice) (3’RR = 249 nuclei analyzed from 4 

independent mice) (c3’RR = 740 nuclei analyzed from 3 independent mice) B cells by DNA-3D-FISH. Light and 

dark green respectively corresponds to the percentage of cells harboring one or two IgH allele in PCH. Bottom: 

Representative nuclei of resting B cells from each model (IgH loci in red / PCH in green, scale bars: 5µm). C. Violin 

plots represent raw IgH-IgH interallelic distances in µm from transitional to stimulated B cell stages in each model. 

D. As in (C) for IgH-nucleus center distances.  

Figure 3. 3’RR core enhancers are mandatory for IgH big loop and internal loops formation at resting and 
stimulated B cell stages. 
A. Representation of murine IgH locus, the yellow arrow represents the 3C-HTGTS bait. B. Top: Representative 

bedgraphs from splenic resting B cell sample for wt (n=5 independent mice), 3’RR (n=3 independent mice) and 

c3’RR (n=2 independent mice) models, visualized with IGV. Bedgraphs were normalized to smallest sample. 

Bottom: Bargraphs of normalized reads count. C. Quantification of normalized reads count in the entire IgH locus 

in splenic resting B cells from wt and mutant mice. D. Same as in (B) in wt (n=4 independent mice), 3’RR (n=3 

independent mice) and c3’RR (n=3 independent mice) in vitro LPS-stimulated B cells. E. Same as in (C). Scale is 

adapted to see interactions of interest. 

Figure 4. Deletional CSR in stimulated B cells requires 3’RR core enhancers. 
A. Schematic representation of successful and unsuccessful CSR events. Successful CSR corresponds to classical 

deletional CSR between Sµ and targeted switch regions with excision of the intermediate DNA segment. 

Unsuccessful CSR events corresponds to inversional CSR, deletional intra-Sµ and inversional intra-Sµ. Location of 

the Sµ LAM-HTGTS bait is indicated in yellow. B. Bargraphs represent the proportion of successful CSR (in white) 

and unsuccessful CSR (in dark grey) determined by LAM-HTGTS in LPS stimulated B cells from wt (n=5 

independent mice), 3’RR (n=3 independent mice) and c3’RR (n=3 independent mice) models. C. Same as in B 

for splenic B cells sorted from SRBC immunized mice (wt : n=2 independent mice, 3’RR : n = 3 independent mice, 
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c3’RR : n=1 mouse). D. Structure of successful (Right, white bargraphs) and unsuccessful (Left, dark grey 

bargraphs) CSR junctions from LPS stimulated splenic B cells analyzed with CSReport (26). Only mice with 

recombination events are shown. E. Same as in D for splenic B cells sorted from SRBC immunized mice. 

Graphical abstract. 
Position of IgH loci through B cell development (from transitional to stimulated stages) is represented by the red 

spots. In wt and c3’RR context, IgH loci get closer from each other and from nucleus center during evolution from 

transitional to mature resting stage and they relocates more at nuclear periphery, away one from each other, upon 

in vitro stimulation. In 3’RR model, this dynamic is lost and, moreover, IgH loci are more localized to 

pericentromeric heterochromatin (represented by green area) since the mature resting B cell stage and remain in 

after in vitro stimulation.    

Supplementary Figure S1: A. Gating strategy to sort transitional B cells from spleen. B. Top: gating strategy to 

identified plasmablasts in vitro stimulated splenic B cells from wt. Bottom: bargraphs represented the percentage 

of plasmablast in wt, 3’RR and c3’RR mice (n=6-9). 

Supplementary Figure S2: Principal Component Analysis of ATAC-Seq of resting (R, n=2) and in vitro LPS 

stimulated (J3, n=1-2) B cells from wt, 3’RR and c3’RR mice. 

Supplementary Figure S3: Top. Scheme of murine IgH locus. Iµ/Sµ bait is represented by yellow arrow. Left. 

Bedgraphs, visualized with IGV, of replicates of splenic resting B cells from wt (n=5 independent mice), 3’RR (n=3 

independent mice) and c3’RR (n=2 independent mice). Right. Same as in B for in vitro stimulated B cells from wt 

(n=4 independent mice), 3’RR (n=3 independent mice) and c’3RR (n=3 independent mice) mice. Scale is adapted 

to see interactions of interest. 

Supplementary Figure S4: A. Scheme of murine IgH locus. 3’CBE bait is represented by yellow arrow. B. 

Bedgraphs, visualized with IGV, of replicates of splenic resting B cells from wt (n=2 independent mice), 3’RR (n=2 

independent mice) and c3’RR (n=2 independent mice). C. Same as in B for in vitro stimulated B cells from wt (n=3 

independent mice), 3’RR (n=2 independent mice) and c’3RR (n=2 independent mice) mice. Scale is adapted to 

see interactions of interest. 

Supplementary Figure S5: A. Scheme of murine IgH locus and representation of 3’RR and hs567 mouse 

models. Deletion are represented by red crosses B. 3’RR bait is represented by yellow arrow. C. Bedgraphs, 

visualized with IGV, of replicates of splenic resting B cells from wt (n=3 independent mice), 3’RR (n=3 independent 

mice) and hs567 (n=3 independent mice). D. Same as in C for in vitro stimulated B cells from wt (n=3 independent 

mice), 3’RR (n=2 independent mice) and hs567 (n=2 independent mice) mice. Scale is adapted to see 

interactions of interest. 
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Table S1 : Number of differentially opened regions by ATAC-Seq
A

Number of 
differentially 

opened regions
WT R vs WT S 687
c3'RR R vs  c3'RR S 1292
3'RR R vs  3'RR S 384

B

Resting In vitro  stimulated
WT vs  c3'RR 45 73
WT vs  D3'RR 12 8
c3'RR vs  D3'RR 11 1

Number of Differentially opened regions
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R1 113 216 000 113 225 000
R2 113 255 000 113 407 000
R3 113 407 000 113 430 000

Table S3 : Coordinates used for quantification of 
normalized coverage in R1, R2 and R3 regions

chr12



A

Sµ 113 385 000 113 430 000
Sg3 113 355 000 113 370 000
Sg2b 113 315 000 113 300 000
3'RR 113 255 000 113 225 001
eS 113 215 000 113 209 000
Whole IgH 113 209 000 133 430 000

B

WT#1 WT#2 WT#3 WT#4 WT#5 D3RR#1 D3RR#2 D3RR#3 c3'RR#1 c3'RR#2
Sµ 30 58 56 28 43 18 53 41 47 34
3'RR 767 704 532 681 414 46 24 14 207 125
eS 33 15 26 38 18 22 30 12 23 24
Whole IgH 5066 5157 5176 5401 5359 4561 3522 4035 4479 5315

C

WT#1 WT#2 WT#3 WT#4 D3RR#1 D3RR#2 D3RR#3 c3'RR#1 c3'RR#2 c3'RR#3
Sµ 82 68 50 40 15 11 5 82 47 61
Sg3 1228 1247 1067 881 114 113 50 501 484 538
Sg2b 169 178 129 94 10 25 15 74 135 102
3'RR 717 891 1037 1051 14 6 15 251 244 182
eS 20 34 31 54 7 2 6 27 36 55
Whole IgH 6057 5941 5987 5177 3870 4508 4771 6252 5951 4168

chr12

Resting B cells

In vitro stimulated B cells

Table S4 : Normalized reads count of 3C-HTGTS performed with Iµ/Sµ  bait in region of interest within the IgH  locus 
in resting and stimulated B cells from wt and mutants mice



Sµ 113 403 753 113 426 678
Sg3 113 356 233 113 366 412
Sg1 113 326 667 113 339 416
Sg2b 113 304 074 113 314 828
Sg2a 113 284 212 113 296 326
Se 113 269 177 113 277 804
Sa 113 256 071 113 265 138

chr12

Table S5 : Coordinates used for LAM jonctions analysis
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Figure 26 : Involvement of EµMARs region in loop conformation of the IgH locus,
A. Murine IgH locus is represented (not to scale). Ig gene segments are indicated. Deletion of EµMARs is represented for
each model used in this study. 3C-HTGTS viewpoint is represented by the red arrow. B. 3C-HTGTS bedgraphs from
Resting B cells visualized with IGV tool. C. Same as B in in vitro LPS stimulated B cells. D. Quantification of normalized
reads count in Sµ, Sg3 and Sg2b region in resting and stimulated B cells.
Error bars represent SEM.
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I.II. Résultats préliminaires : Rôle des régions MARsEµ dans la formation de boucles de chromatine. 

Il est démontré, depuis maintenant de nombreuses années, qu’une boucle de chromatine mettant en 

interaction les deux éléments cis-régulateurs majeurs du locus IgH (EµMARs et 3’RR) est présente dans 

les cellules B matures au repos (Wuerffel et al., 2007). Cette grande boucle forme une structure 

appelée « centre de CSR » (CSRC) qui constitue un prérequis essentiel à la CSR (X. Zhang et al., 2019). 

Lors de l’activation antigénique des cellules B, cette grande boucle persiste et des boucles internes 

apparaissent. Ces boucles internes mettent en contact les régions EµMARs et 3’RR avec les régions 

switch donneuse et acceptrices (Wuerffel et al., 2007). Plus récemment, il a été montré que la 

formation de la grande boucle et des boucles internes est médiée par le complexe de la cohésine via 

le mécanisme d’extrusion de boucle (X. Zhang et al., 2019). Cependant, la régulation de la formation 

et de la dissociation de ces boucles n’est à ce jour pas complètement décrite.  

Etant mises en contact lors de la formation de la grande boucle, nous émettons l’hypothèse que les 

régions EµMARs et 3’RR participent à la régulation du mécanisme d’extrusion de boucle. Nous avons 

exploré la formation de la grande boucle dans des cellules B au repos et stimulées in vitro pendant 3 

jours avec du LPS, issues de différents modèles murins présentant des délétions totales ou partielles 

de la région EµMARs (modèles EµFL (Marquet et al., 2014), cEµ (Perlot et al., 2005), MARsEµ 

(Martin et al., 2023)). La configuration du locus a été évaluée par 3C-HTGTS avec un point de vue 

(=ancre) situé dans la 3’RR (Figure 26A).  

Dans les cellules B au repos wt, les interactions sont détectées essentiellement autour de l’ancre 

(traduisant un certain repliement de la région 3’RR) et à plus longue distance entre les régions 3’RR et 

EµMARs/Sµ (révélant la présence de la grande boucle) (Figure 26B). De façon attendue, lorsque 

l’ensemble de la région EµMARs (EµFL) est délétée, la grande boucle n’est quasiment plus détectable, 

seules demeurent les interactions autour de l’ancre 3’RR (Figure 26B). Dans le modèle cEµ, modèle 

dans lequel l’enhancer cEµ est absent mais les deux MARs sont conservées, la fréquence d’interaction 

entre la 3’RR et la région EµMARs semble également sensiblement diminuée (Figure 26B). A l’inverse, 

dans le modèle MARs la fréquence d’interaction entre la 3’RR et Sµ apparait sensiblement augmenté 

par rapport au contexte wt (Figure 26B). Ces données suggèrent l’implication de l’enhancer cEµ dans 

l’établissement de la grande boucle dans les cellules B au repos. Les régions MARs flanquant ce même 

enhancer pourraient, quant à elles, être impliquées dans un mécanisme limitant la formation de cette 

grande boucle, puisque leur suppression provoque une augmentation de la fréquence d’interaction 

entre la 3’RR et la région EµMARs/Sµ. 

Alors que la grande boucle 3’RR-EµMARs-Sµ persiste dans les cellules B wt stimulées in vitro ; une 

diminution globale des interactions est observée dans les modèles EµFL et cEµ.  A l’inverse, dans le 

modèle MARs, l’interaction entre la 3’RR et Sµ persiste et se trouve renforcée (Figure 26C) ; cet effet 
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est observé de façon plus nette que dans les cellules B au repos. Nous supposons que cette dernière 

observation ne traduit pas nécessairement une augmentation du nombre absolu de boucles mais 

pourrait être la conséquence d’une stabilité accrue de ces boucles.  

Des interactions supplémentaires entre la 3’RR et les régions switch cibles (S3 et S2b) sont détectées 

en contexte wt (Figure 26C). Ces boucles de chromatine internes sont également détectées dans les 

différents modèles mutants, avec une fréquence similaire à celle observée en contexte wt. Ces 

observations sont en accord avec une recombinaison de CSR s’opérant normalement dans ces modèles 

(Martin et al., 2023 ; Perlot et al., 2005). 

Ces expérimentations de 3C-HTGTS nécessitent d’être répétées afin d’obtenir des triplicats pour 

chaque modèle et type cellulaire. Nous prévoyons également de compléter ces données en utilisant 

une ancre complémentaire localisée dans la région Iµ/Sµ. Les hypothèses mécanistiques relatives à ces 

données et leur mise en perspective sont discutées dans la partie Discussion & Perspectives. 
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Figure 27 : Scheme of mouse models and gating strategy to sort GC B cells
A. Murine IgH locus is represented (not to scale). Ig gene segments are indicated; grey arrows represent
the palindromic inverted repeats. Deletion of 3’RR is represented for each model used in this study.
B. Gating strategy for GC B cell sorting C.AID off target genes zone where mutations are analyzed, PCR
primers for SHM analysis are indicated by red arrows.
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Partie II. 3’RR, organisation et intégrité du génome de la cellule B.  

De façon générale, l’intégrité du génome doit être préservée afin que les cellules maintiennent leur 

fonction et dans le but d’éviter toute dérive anormale (apoptose, arrêt ou emballement du cycle 

cellulaire etc…). L’organisation en trois dimensions du génome a récemment émergée comme un 

niveau de régulation important dans le maintien de son intégrité. En effet, il est montré que la 

structure de l’ADN dans le noyau est organisée en domaines topologiques, stabilisés par des protéines 

de structure telles que CTCF et contrôlés notamment par des éléments cis-régulateurs (Dixon et al., 

2012; Nora et al., 2017). Ces domaines topologiques endossent des rôles importants dans le maintien 

de l’intégrité du génome en permettant par exemple la réparation de CDB de l’ADN (Arnould et al., 

2021). En outre, la position tridimensionnelle des gènes dans le noyau peut avoir aussi un impact sur 

leur expression et leur stabilité. Par exemple, certains gènes sont positionnés à proximité de régions 

du génome qui sont plus sensibles aux cassures ou aux mutations de l’ADN, et peuvent donc être plus 

susceptibles de subir des altérations géniques (Zhang et al., 2012). De plus, la position des gènes dans 

le noyau influence également la façon dont ces derniers sont réparés (Lemaître et al., 2014).  

Les cellules B sont des acteurs clés du système immunitaire qui produisent des anticorps hautement 

spécifiques nécessaires pour la défense de l’organisme. Cependant, la production de ces anticorps est 

associée à des remaniements géniques qui rendent la cellule B particulièrement vulnérable face aux 

dommages de l’ADN. Les CDB et les mutations, qui se produisent respectivement lors de la CSR et la 

SHM, peuvent engendrer des évènements illégitimes tels que des translocations ou des mutations 

oncogéniques, susceptibles de conduire à la formation de lymphomes (Nussenzweig and Nussenzweig, 

2010). 

Plusieurs gènes « non-Ig » sont décrits comme étant des cibles illégitimes de AID. Ces gènes sont 

répartis en plusieurs groupes selon leur ciblage par AID et leur réparation : les gènes dits du groupe 1 

et 2 sont des cibles préférentielles de AID. Néanmoins, le groupe 1 subit en plus des réparations 

infidèles tandis que le groupe 2 est particulièrement bien surveillé et réparé. Enfin, le groupe 3 contient 

les gènes non ciblés par AID (Liu et al., 2008).  

L’organisation en trois dimensions du noyau pourrait jouer un rôle crucial dans le ciblage illégitime de 

gènes non Ig par l’enzyme AID. Il a été montré que la proximité physique entre le locus IgH et d’autres 

régions du génome peut favoriser la survenue de translocation médiée par AID (Rocha et al., 2012). 

Cette constatation suggère que la proximité entre le locus IgH et d’autres gènes pourrait également 

contribuer à la survenue de mutations dans les gènes « off-target ». Il a aussi été proposé que les 

éléments régulateurs tels que les super-enhancers peuvent réguler des gènes aussi bien en cis qu’en 



Figure 28 : Study of Bcl6 mutation frequency
A.. Analysis of Bcl6 mutation in 10 weeks old mice. B. Same as A in 24 weeks old mice. C. Kinetics of Bcl6 mutation rate. D.
Mutation pattern by DNA bases.
p-value was determined with two tailedMannWhitney test, significant differences were indicated by:
* P<0.05; **P<0.01; *** P<0.001; **** P<0,0001 and error bars represent SEM
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trans en interagissant avec les régions promotrices de gènes localisés sur d’autres chromosomes 

(Spilianakis et al., 2005; Williams et al., 2010). 

Les gènes d’immunoglobulines (IgH, Ig et Ig) possèdent tous des éléments cis-régulateurs impliqués 

dans la régulation des remaniements géniques. Initialement, leurs rôles ont été décrit dans un contexte 

de régulation transcriptionnelle. Puis, plusieurs études ont argumenté leur implication à un niveau plus 

global, notamment à l’échelle nucléaire (pour revue Bruzeau et al., 2022). 

Précédemment, nous avons montré que la 3’RR, éléments cis-régulateur majeur du locus IgH, régule 

l’organisation nucléaire en pré-conformant le noyau des cellules B au repos pour le bon déroulement 

des étapes clés de remaniements géniques tardifs, tels que la recombinaison de classe (Article n°1). Il 

a également été montré que la 3’RR peut être subdivisée en deux unités fonctionnelles distinctes : le 

palindrome est indispensable à la SHM tandis que les core enhancers seuls sont suffisants pour 

permettre la CSR (Le Noir et al., 2017; Saintamand et al., 2016, 2015).  Ces études suggèrent que la 

3’RR pourrait également être impliquée dans les mécanismes de maintien de l’intégrité du génome. A 

l’aide d’un éventail de modèles murins (Figure 27A) (3’RR (Vincent-Fabert et al., 2010b), PAL (Garot 

et al., 2016), hs3b4 (Pinaud et al., 2001) et c3’RR (Le Noir et al., 2017)) nous testerons l’hypothèse 

selon laquelle la 3’RR, dans son intégralité, contribuerait au maintien de l’intégrité du génome des 

cellules B en organisant le noyau. Pour explorer cette hypothèse nous avons évalué l’introduction de 

mutations dans différents gènes « AID off-target » dans des cellules B activées de GC triées à partir des 

plaques de Peyer d’animaux (wt et mutants) âgés de 10 et 24 semaines (Figure 27B). 

 

II.I. Etude de Bcl6.  

La région 3’RR protège Bcl6 des mutations. 

Cette étude s’est concentrée sur la partie intronique située entre les exons 1 et 2 (ie : intron 1) du gène 

Bcl6, car décrite comme étant une cible privilégiée de AID (Liu et al., 2008). De façon inattendue, chez 

les souris âgées de 10 semaines, nos résultats indiquent une augmentation d’environ 2 fois la 

fréquence de mutation de Bcl6 chez tous les modèles testés, par comparaison aux souris wt (Figure 

28A). Pour étudier l’effet cumulatif des mutations avec l’âge, la même analyse a été réalisée chez des 

souris âgée de 24 semaines. A cet âge, la fréquence de mutation de Bcl6 est significativement 

augmentée d’environ un facteur 3, dans toutes les souris mutantes, par comparaison aux souris wt 

(Figure 28B). La cinétique d’accumulation des mutations dans l’intron 1 de Bcl6 entre 10 et 24 semaines 

met en évidence une augmentation plus rapide de la fréquence de mutations de Bcl6 chez toutes les 

souris mutantes pour la 3’RR en comparaison aux souris wt (Figure 28C). Ces résultats suggèrent un 

rôle de la 3’RR comme « gardien » de l’intégrité génomique de Bcl6, le protégeant des mutations.  
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Pour aller plus loin, le profil des mutations dans l’intron 1 de Bcl6 chez les souris mutantes et wt a été 

analysé. Cette étude révèle un profil mutationnel différent chez tous les mutants, caractérisé 

notamment par des mutations de type transition C>T, G>A, A>G ainsi que de type transversion C>G, 

augmentée d’environ 2 fois chez les souris mutantes en comparaison des souris wt (Figure 28D). Cette 

signature mutationnelle évoque fortement une activité de l’enzyme AID. Ces résultats viennent 

suggérer que la perte d’intégrité de la 3’RR conduit à une augmentation du ciblage illégitime de Bcl6 

par l’enzyme AID. 

 

L’augmentation des mutations de Bcl6 n’est pas corrélée à une augmentation de sa transcription. 

Il est admis que la transcription constitue un prérequis essentiel à la SHM (Fukita et al., 1998). La 

transcription primaire de Bcl6 a donc été explorée par RT-qPCR dans des cellules B naïves (B220+GL7-) 

et activées du GC (B220+GL7+) triées à partir des plaques de Peyer afin de déterminer si l’augmentation 

de sa fréquence de mutation est corrélée à une augmentation de transcription. Dans les cellules B 

naïves, le niveau de transcription de Bcl6 est identique entre les souris mutantes et wt (Figure 29A). 

Dans les cellules B du GC (qui subissent la SHM), des modifications de la transcription de Bcl6 sont 

observées (Figure 29B) : si le modèle PAL est sujet à une augmentation significative de la 

transcription, le modèle hs3b4 voit quant à lui, une diminution de la transcription primaire de Bcl6. 

Dans les modèles 3’RR et c3’RR, la transcription primaire de Bcl6 demeure inchangée. En parallèle, la 

transcription de Bcl6 a également été étudiée dans des cellules B spléniques stimulées in vitro pendant 

3 jours avec du LPS. Dans cette population activée, aucune modification significative de la transcription 

de Bcl6 n’est observée dans les modèles mutants en comparaison au wt (Figure 29C).  

Bien que les données obtenues à partir des cellules B GC restent à confirmer (en augmentant le nombre 

d’échantillons), il semble qu’il n’y ait pas de corrélation directe entre l’augmentation de la fréquence 

de mutation de Bcl6 et son niveau de transcription. En effet, les modèles hs3b4 et PAL présentent 

des niveaux de transcription de Bcl6 opposés alors que l’accumulation de mutations dans la région 

intronique de ce même gène est significativement augmentée dans ces deux modèles.  

 

La délétion de la 3’RR induit un repositionnement de Bcl6 dans le noyau des lymphocytes B activés. 

Afin d’explorer l’hypothèse du lien entre position nucléaire et mutations, nous avons étudié le 

positionnement de Bcl6 par une méthode d’hybridation in situ fluorescente en 3 dimensions (FISH-3D 

ADN) dans les noyaux interphasiques des lymphocytes B stimulés in vitro (Figure 30A). Nous avons 

dans un premier temps mesuré les distances entre les loci IgH (RP23 109B20) et Bcl6 (RP23 127N11). 

De façon surprenante, la délétion partielle (PAL, hs3b4 et c3’RR) ou totale (3’RR) de la 3’RR conduit 
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à une diminution significative de la distance entre les loci IgH et Bcl6, traduisant un rapprochement de 

ces deux loci distincts (Figures 30B et C).  

Ces données suggèrent un rôle protecteur de la 3’RR en maintenant les loci Bcl6 et IgH à distance l’un 

de l’autre, et ainsi protégeant Bcl6 des mutations induites par AID.  

La localisation d’un gène à la périphérie du noyau est souvent associée à son ancrage à la lamina 

nucléaire et à son inclusion dans les domaines associés à la lamine (LAD). Les LADs sont des entités 

généralement considérées comme des régions répressives du génome (van Steensel and Belmont, 

2017). 

Dans le contexte de l’introduction de mutations, il est possible que la localisation d’un gène à la 

périphérie puisse influencer sa stabilité génomique, notamment en limitant l’accès à AID ou aux 

enzymes de réparation de l’ADN. Bien que controversée par l’équipe de Subhajyoti De (Smith et al., 

2017), les résultats d’une étude de 2018, menée par le groupe de Braun, suggèrent que la localisation 

d’un gène à la lamine conduit à une diminution de sa fréquence de mutation (Klymenko et al., 2018). 

Il aurait donc été pertinent d’évaluer les distances entre loci ciblés par AID et la périphérie nucléaire. 

Toutefois, notre méthode d’analyse des images de FISH-3D ADN ne permet pas de situer de façon 

reproductible et précise la zone périphérique du noyau. Pour pallier à cette difficulté, nous avons fait 

le choix d’évaluer un paramètre inverse : la distance des allèles au centre du noyau. En parallèle des 

distances intergéniques IgH-Bcl6, les distances entre les loci Bcl6 et le centre du noyau de cellules B 

stimulées in vitro ont donc été mesurées. Une diminution significative de la distance entre Bcl6 et le 

centre du noyau est notée dans tous les modèles mutants (Figure 30D). Ceci traduit une relocalisation 

des loci Bcl6 dans une zone plus centrale du noyau lorsque l’intégralité de la 3’RR est compromise. Ceci 

vient renforcer l’hypothèse selon laquelle la 3’RR est impliquée dans la protection de l’intégrité 

génomique en empêchant notamment la localisation de Bcl6 au sein de zones du noyau qui sont 

permissives à l’introduction de mutations.  

 

II.II. Etude de cMyc. 

En parallèle de l’étude de l’analyse des mutations dans le gène Bcl6, nous avons étudié l’introduction 

de mutations au sein d’une autre cible illégitime de l’enzyme AID : cMyc, gène du groupe 2 (Liu et al., 

2008). 

 

L’enhancer hs4, gardien de cMyc ? 

A l’âge de 10 semaines, une augmentation significative de la fréquence de mutation de cMyc est 

observée uniquement dans deux modèles : DPAL et Dhs3b4 (Figure 31A). Cependant il est intéressant 

de noter qu’à 24 semaines, la fréquence des mutations de cMyc cesse d’augmenter dans le modèle 
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DPAL, tandis qu’une augmentation se poursuit dans le modèle Dhs3b4 (Figure 31B). Les souris D3’RR 

présentent quant à elles une augmentation, toutefois non significative, de la fréquence de mutation 

de cMyc à 24 semaines, (Figure 31B). La cinétique des mutations de cMyc dans le modèle c3’RR est 

comparable à celle observée chez les souris wt, et ce à 10 et 24 semaines (Figures 31A et B).  En 

présentant un niveau constant de mutations sur le gène cMyc, le modèle DPAL diffère clairement des 

animaux c3’RR et wt chez lesquels cet oncogène accumule des mutations. Néanmoins, les modèles 

D3’RR et Dhs3b4 se distinguent des autres par l’accumulation plus importante de mutations dans 

l’intron 1 de cMyc au cours du temps (Figure 31C).  

Ces deux derniers modèles sont les seuls modèles dépourvus de l’enhancer hs4, suggérant ainsi un 

rôle spécifique important de ce dernier. 

 

La fréquence de mutation n’est pas corrélée à la transcription 

L’introduction de mutations pendant la SHM étant au moins en partie corrélée à la transcription, nous 

avons exploré si les différences de fréquence de mutation observée étaient liées au niveau de 

transcription de cMyc. Pour cela, nous avons quantifié la transcription primaire de cMyc relative à Cd19 

par RT-qPCR dans différentes populations : les cellules B naïves (B220+GL7-) et de GC (B220+GL7+) triées 

à partir des plaques de Peyer ainsi que dans des cellules B spléniques stimulées in vitro pendant trois 

jours avec du LPS. Les résultats montrent que le niveau de transcription primaire de cMyc ne diffère 

pas entre les modèles mutants et le wt dans les cellules B naïves ou de GC (Figures 32A et B). En 

revanche, dans les cellules B stimulées in vitro, une diminution de la transcription de cMyc est observée 

dans les modèles D3’RR et Dhs3b4 alors qu’elle reste inchangée dans les modèles DPAL et c3’RR, 

comparativement au contexte wt (Figure 32C). Cette observation est surprenante puisque les modèles 

D3’RR et Dhs3b4, qui présentent une diminution de la transcription, sont ceux qui accumulent le plus 

de mutation au fil du temps.   

L’ensemble de ces données suggère que l’accumulation de mutation dans la première région 

intronique de cMyc ne serait pas directement corrélée à son niveau de transcription. 

 

La proximité de cMyc et IgH semble impliquée dans l’introduction des mutations 

Nous avons également examiné la relation entre la position des loci cMyc par rapport à IgH, à l’instar 

de notre étude sur l’oncogène Bcl6. Nous avons mesuré la distance entre les loci cMyc et IgH, dans des 

noyaux interphasiques de cellules B stimulées in vitro avec du LPS pendant trois jours, après marquage 

des loci en FISH-3D ADN (IgH : RP23 109B20 et cMyc : RP23 457I7) (Figure 33A). Contrairement aux 

résultats obtenus pour l’oncogène Bcl6, les modèles pour lesquels la fréquence de mutation de cMyc 

est plus élevée (D3’RR et Dhs3b4) ne présentent pas de rapprochement de leurs loci cMyc et IgH : ces 
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derniers restent à une distance équivalente à celle mesurée en contexte wt (Figure 33B). En revanche, 

pour les modèles dans lesquels cMyc est muté de façon similaire au contexte wt (PAL et c3’RR), les 

loci cMyc et IgH s’éloignent (Figure 33B). Bien que cela soit étonnant, cette observation corrobore avec 

des données publiées de 4C-Seq faisant état d’interactions entre IgH et cMyc dans des cellules B wt 

activées (Rocha et al., 2012). Ces résultats « d’absence d’éloignement » sont également compatibles 

avec ceux décrits du groupe de Peter Fraser qui montre, par RNA-FISH, que cMyc est relocalisé dans la 

même unité de transcription qu’IgH à l’activation des cellules B (Osborne et al., 2007).  

Nous avons également étudié la position globale de cMyc dans le noyau en mesurant la distance entre 

les loci cMyc et le centre du noyau. Une fois de plus, nos observations révèlent un comportement 

différent de celui observé pour Bcl6. Dans les modèles 3’RR et hs3b4, chez lesquels la fréquence de 

mutation de cMyc est plus élevée, les loci cMyc ne sont pas relocalisés dans le noyau (Figure 33C). En 

revanche, dans les modèles PAL et c3’RR, où la fréquence de mutation de cMyc n’est pas plus élevée, 

les loci cMyc sont repositionnés plus en périphérie du noyau en comparaison au wt.  

 

L’ensemble de ces éléments suggère que la cinétique de mutation et de position des loci cMyc et Bcl6 

diffèrent lors de l’activation B. Bien que ces modifications semblent être influencées par la 3’RR, le 

mécanisme impliqué diffère pour ces deux loci. Ces deux gènes (Bcl6 et cMyc) appartiennent à deux 

groupes différents : Bcl6 est fréquemment muté, même en condition wt, car il est à la fois cible de AID 

et des voies de réparation infidèles. En revanche, la fréquence de mutation de cMyc est normalement 

plus faible car ce gène est réparé de façon fidèle. Il pourrait être proposé que la 3’RR, et plus 

particulièrement via l’enhancer hs4, soit impliquée dans le recrutement de facteurs des voies de 

réparation fidèle.  

 

II.III. Etude préliminaire de Pim1 et Cd83. 

Afin d’étayer notre hypothèse selon laquelle la 3’RR participe à l’organisation du noyau, nous avons 

étendu notre étude de mutations et de positionnement de loci à deux autres gènes « AID off-target » 

du groupe 1, Pim1 et Cd83. 

 

Etude des fréquences de mutation 

Nous avons analysé la fréquence de mutation dans la première région intronique de Pim1, décrite 

comme étant ciblée par AID, chez des cellules B du GC triées à partir de plaques de Peyer d’animaux 

wt et mutants âgés de 10 et 24 semaines. Chez les animaux mutants de 10 semaines, la fréquence de 

mutation de Pim1 est identique à celle observé chez les animaux wt (Figure 34A). A 24 semaines, la 

fréquence de mutation de Pim1 apparait augmentée chez tous les animaux mutants, à l’exception du 
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modèle PAL (Figure 34B). La cinétique d’accumulation des mutations au cours du temps révèle deux 

cas distincts : le modèle PAL se comporte de la même façon que le wt tandis que l’ensemble des 

autres mutants (3’RR, hs3b4 et c3’RR) accumulent des mutations de façon marquée (Figure 34C). 

La fréquence de mutation de Cd83 ne présente aucune différence significative chez les animaux 

mutants âgés de 10 semaines en comparaison aux animaux wt (Figure 34D) ; il en va de même chez les 

animaux âgés de 24 semaines (Figure 34E). La représentation cinétique montre que les animaux 

mutants accumulent des mutations dans l’intron 1 de Cd83 de façon comparable aux animaux wt 

(Figure 34F).  

Ces données révèlent un impact foncièrement différent de la 3’RR sur les deux cibles Pim1 et Cd83. En 

effet, l’accumulation de mutations sur Pim1 est globalement augmentée en absence de la 3’RR (à 

l’exception de PAL) alors que les mutations dans l’intron 1 de Cd83 s’accumulent indépendamment 

de la région régulatrice ; ceci suggère que Cd83 n’est pas contrôlé par la 3’RR.  

 

Quantification de la transcription primaire 

Pour les mêmes raisons que précédemment, nous avons quantifié la transcription primaire de Pim1 

dans différentes populations de cellules B. Dans les cellules B naïves (B220+GL7-), aucune différence 

significative de transcription de Pim1 n’est observée dans les modèles mutants de la 3’RR (Figure 35A). 

Il en va de même dans les cellules B activées de GC (B220+GL7+) (Figure 35B). L’étude de la transcription 

de Pim1 dans des cellules B stimulées in vitro révèle quant à elle des disparités : diminuée dans le 

modèle 3’RR, inchangée dans le modèle hs3b4 et augmentée chez les souris c3’RR (Figure 35C). Les 

différences marquées de transcription observées dans ces modèles contrastent avec les données de 

mutations qui, quant à elles, ne varient pas entre ces différents modèles (fréquence de mutation 

augmentée). Ces observations suggèrent une nouvelle fois, avec pour exemple Pim1, qu’il existe une 

régulation « décorrélée » entre transcription et mutations, nous suspectons ici que le positionnement 

nucléaire de ce gène pourrait être impliquée. 

Nous avons également quantifié la transcription primaire de Cd83 relative à Cd19 par RT-qPCR. Dans 

les cellules B naïves (B220+GL7-), la transcription de Cd83 est inchangée dans les modèles 3’RR et 

PAL alors qu’elle est significativement diminuée dans les modèles hs3b4 et c3’RR (Figure 35D). Dans 

les cellules B activées de GC (B220+GL7+), une diminution de la transcription n’est observée que dans 

le modèle hs3b4 (Figure 35E). Dans les cellules B stimulées in vitro, la transcription de Cd83 est 

inchangée dans la plupart des modèles mutants à l’exception du modèle 3’RR pour lequel une 

augmentation significative des transcrits Cd83 est observée (Figure 35F). 
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Dans leur ensemble, les données collectées à partir de notre collection de modèles mutants mettent 

en lumière les effets « à la carte » de la région 3’RR sur la régulation des gènes « AID off-target ». Ces 

observations suggèrent des mécanismes de régulation spécifiques pour chaque gène. 

Afin de déterminer si l’organisation du noyau, et plus particulièrement la position relative des gènes 

« AID off-target », est corrélée aux mutations subies par ces cibles dans les souris mutantes pour la 

3’RR, il nous apparait nécessaire de poursuivre l’étude de la position relative des gènes Pim1 et Cd83 

par rapport à IgH. Compte tenu de nos précédentes observations, la position relative de Pim1 par 

rapport à IgH devrait être modifiée dans tous les modèles mutants excepté PAL tandis que la position 

de Cd83 par rapport à IgH devrait être inchangée dans tous les mutants. Cette étude pourrait 

également être étendue à d’autres gènes « AID off-target » tels que Pax5, Bcl2… afin de tenter 

d’établir, si possible, une relation « logique » entre position des gènes dans le noyau, intégrité de la 

3’RR et mutations.  

Ces résultats sont discutés dans leur ensemble dans la partie Discussion et Perspectives.  
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Discussion et Perspectives 

A l’aide de différents modèles murins, le laboratoire s’est illustré dans la description du rôle des régions 

EµMARs et 3’RR dans le contrôle transcriptionnel des évènements de remaniements géniques 

spécifiques de la cellule B. Mon travail de thèse a consisté à étudier l’implication de ces deux régions 

cis-régulatrices majeures du locus IgH dans l’organisation du noyau du lymphocyte B ainsi que dans le 

maintien de l’intégrité du génome des cellules B matures. 

 

Implication des régions 3’RR et EµMARs dans l’organisation du génome de la cellule B 

La 3’RR, super enhancer qui s’étend sur 30kb en aval de C, possède une structure bien particulière : 

elle est composée de quatre core enhancers (hs3a, hs1.2, hs3b et hs4) inclus dans un quasi-palindrome, 

formé par des séquences inversées répétées bordées par les enhancers hs3a et hs3b et dont l’élément 

central est l’enhancer hs1.2 (Chauveau and Cogné, 1996; Lieberson et al., 1991; Matthias and 

Baltimore, 1993; Michaelson et al., 1995). Cette structure palindromique (mais pas la séquence) est 

particulièrement bien conservée au cours de l’évolution, suggérant un rôle important de celle-ci 

(Sepulveda et al., 2005). Le laboratoire, à l’aide de différents modèles murins, a pu mettre en évidence 

le rôle fonctionnel des enhancers dans le processus de switch isotypique tandis que l’environnement 

quasi-palindromique de la 3’RR est nécessaire au processus de SHM (Garot et al., 2016; Le Noir et al., 

2017; Saintamand et al., 2016). Il a été démontré que la 3’RR est un élément régulateur majeur du 

locus IgH à différents niveaux : (i) transcriptionnel et nucléosomal (Saintamand et al., 2015), (ii) 

nucléaire (Le Noir et al., 2017) et (iii) supranucléosomal (dans la formation de boucles de chromatine) 

(Wuerffel et al., 2007; X. Zhang et al., 2019). Toutefois, ces études ne se sont pas intéressées à 

l’implication de la structure de la 3’RR (enhancers vs structure palindromique) à ces niveaux de 

régulation. Nous avons donc exploré le rôle de la structure palindromique et des enhancers de la 3’RR 

aux échelles nucléaires (position des gènes et territoires chromosomiques) et supranucléosomales 

(compartiments A vs B et boucles de chromatine). Nous avons montré, dans l’article n°1, que la 

structure palindromique de la 3’RR n’est pas impliquée dans la régulation du locus IgH à ces deux 

échelles. En revanche, la seule présence des quatre core enhancers (sans le « packaging » 

palindromique) est suffisante et nécessaire à l’adressage correcte des loci IgH dans le noyau ainsi qu’à 

la formation de boucles de chromatine requises pour la CSR. Nous avons également montré que 

l’accessibilité du locus IgH ne requiert pas la présence de la structure palindromique. 

La diminution de l’accessibilité chromatinienne du locus IgH dans le modèle 3’RR pourrait s’expliquer 

par le fait que la 3’RR recrute des facteurs régulateurs de la chromatine. En effet, l’étude des marques 

épigénétiques, par immunoprécipitation de chromatine (ChIP), dans différents modèles murins de 

délétion/destructuration de la 3’RR, a mis en évidence une diminution des marques de chromatine 
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ouverte (H3K4me3, H3K27Ac) au sein de différentes régions du locus IgH (Saintamand et al., 2016). La 

3’RR permet notamment le recrutement de BRG1, protéine faisant parti du complexe de remodelage 

de la chromatine SWI/SNF. Le recrutement de ce facteur à la 3’RR a initialement été décrit dans les 

stades immatures de différenciation B (Holley et al., 2014; Osipovich et al., 2009). Plus récemment, le 

recrutement de BRG1 sur la 3’RR a été démontré pendant la formation du GC (Schmiedel et al., 2021). 

Cette dernière étude décrit BRG1 comme se fixant préférentiellement sur les enhancers pour ouvrir la 

chromatine et ainsi activer la transcription. Ce facteur pourrait donc continuer à jouer son rôle dans le 

modèle c3’RR en se fixant sur les enhancers. D’autres facteurs sont recrutés à la 3’RR, c’est le cas par 

exemple de ZMYND8, protéine décrite comme « lecteur de chromatine » avec un rôle prépondérant 

dans l’initiation de la transcription et, dont la délétion entraine un phénotype similaire à celui de la 

délétion de la 3’RR (diminution de la CSR et de la SHM) (Delgado-Benito et al., 2018). Compte tenu du 

phénotype normal observé dans le modèle c3’RR, la seule présence des enhancers suffirait à permettre 

le recrutement de ZMYND8.  

Ainsi, nous proposons que les core enhancers permettent de préconfigurer le noyau des cellules B au 

repos afin que ces dernières puissent exercer correctement leurs remaniements géniques (CSR) lors 

de l’activation. Nos données viennent contredire une étude, publiée par le groupe de R. Pavri cette 

année, dans laquelle l’implication de la 3’RR dans la formation du CSRC est (re)mise en cause (Costea 

et al., 2023). Cette étude est plutôt en faveur de l’implication de la région 3’CBE (et non de la 3’RR) 

dans l’établissement du CSRC. Cependant, cette étude ne dispose pas de modèle de délétion pour la 

région 3’CBE pour confirmer ses dires et ne montre cet effet qu’en condition de stimulation LPS+IL4, 

induisant un switch vers IgG1. A l’inverse, nos données montrent que la formation des boucles d’ADN 

n’est pas altérée dans un modèle de délétion partielle de la région 3’CBE (hs567) chez lequel nous 

n’avons observé aucun défaut d’interactions, en accord avec le niveau normal de CSR déjà décrit pour 

ce modèle (Volpi et al., 2012).  

Les observations concernant la configuration tridimensionnelle du locus IgH (absence de la grande 

boucle et des boucles internes) sont en accord avec le défaut de CSR observé dans le modèle 3’RR et 

le niveau de CSR normal dans le modèle c3’RR. En revanche, ces deux modèles présentent une 

diminution drastique de la SHM (Le Noir et al., 2017). Ceci suggère que dans les cellules B de GC, 

cellules dans lesquelles la SHM se produit, les mécanismes qui régissent l’organisation du noyau et la 

configuration tridimensionnelle du locus IgH sont différents de ceux agissant dans les cellules B 

activées in vitro (recombinaison de CSR mais pas de SHM). Ce que nous avons appelé la grande boucle, 

mettant en contact les régions EµMARs et 3’RR ne semble donc pas intervenir dans la régulation du 

processus de SHM. En outre, la différence de configuration tridimensionnelle du locus IgH entre les 

modèles 3’RR et c3’RR suggère l’implication de la structure palindromique dans la régulation du 

mécanisme de SHM. Il est donc envisageable qu’une autre boucle se forme afin de mettre en contact 
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les régions 3’RR et EµMARs avec les promoteurs pVH des segments géniques réarrangés. Cependant, 

l’exploration de cette hypothèse, à ce jour, s’avère techniquement compliquée de par le nombre de 

cellules requis pour la 3C-HTGTS et le faible nombre de cellules collectable dans un GC de souris. Une 

manière de contourner ce problème serait d’induire des cellules B de GC in vitro à partir de cellules B 

naïves spléniques. Cette technique permet, grâce à la présence de cellules nourricières délivrant les 

facteurs d’activation des cellules B, d’obtenir des cellules « GC-like », dont le phénotype se rapproche 

de celui d’une cellule B du GC, en très grand nombre (Haniuda and Kitamura, 2019). 

A plus long terme, il serait intéressant d’étendre l’étude du rôle de la 3’RR sur le positionnement des 

loci IgH dans des plasmocytes. En effet, à ce stade, il a été montré par RNA-FISH qu’un allèle de chaque 

loci contribuant à l’expression de l’Ig (IgH, Igκ et IgJ, ce dernier codant la chaine J, polypeptide essentiel 

pour la sécrétion d’anticorps sous forme multimérique) sont colocalisés « en trio » à la périphérie du 

noyau. De plus, il a été démontré par ChIP-3C-Seq que les loci IgH et Igκ interagissent entre eux et que 

ces interactions sont médiées par des éléments cis-régulateurs du locus Igκ, notamment 3’Eκ (Park et 

al., 2014). La 3’RR, qui peut être considérée comme l’analogue de 3’Eκ, pourrait donc elle aussi être 

impliquée dans ce processus de régulation.  

La région EµMARs, localisée sur moins d’1kb entre le dernier segment JH et Sµ, est constituée de 

l’enhancer cEµ flanqué de part et d’autre par les régions MARsEµ. A l’image de la 3’RR, une dualité 

fonctionnelle de ces éléments a été mise en lumière. En effet, alors que l’enhancer cEµ joue un rôle 

majeur pendant la recombinaison VDJ, le rôle des MARsEµ prend place à un stade plus tardif, 

notamment lors de la SHM (Marquet et al., 2014; Martin et al., 2023; Perlot et al., 2005). Il a également 

été montré à plusieurs reprises que la région EµMARs est mise en contact avec la 3’RR par la formation 

d’une boucle de chromatine (Wuerffel et al., 2007; X. Zhang et al., 2019). Cependant, l’implication 

précise de cEµ et des MARsEµ dans l’organisation tridimensionnelle du locus IgH reste peu explorée.  

L’étude des interactions, par 3C-HTGTS, dans les modèles ∆EµFL et ∆cEµ montre une diminution 

importante de la fréquence de contact entre la 3’RR et la région EµMARs, soulignant ainsi le rôle 

primordial de l’enhancer cEµ dans la formation de cette grande boucle dans les cellules B au repos. 

Cette observation vient en partie contredire l’étude princeps effectuée en 2007 par le groupe de Amy 

L. Kenter dans laquelle la délétion de l’enhancer cEµ n’entraine aucun défaut de la fréquence 

d’interaction déterminée par méthode de 3C-qPCR (Wuerffel et al., 2007). Cette différence de résultat 

peut s’expliquer par des limites techniques, notamment imposées par l’utilisation de l’enzyme HindIII 

qui possède un site de restriction de 6pb et permet donc une résolution moindre que notre approche 

avec Csp6I, enzyme reconnaissant un site de restriction de 4pb. Une autre limite pourrait aussi 

concerner le phénotype des modèles murins eux-mêmes. En effet, les modèles ∆EµFL et ∆cEµ 

présentent une proportion d’allèle non productif supérieure à celle rencontrée en contexte wt 
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(Marquet et al., 2014; Perlot et al., 2005). La formation de boucles de chromatine au sein de ces allèles 

non productifs pose donc question et pourrait alors expliquer la diminution observée puisque la 

technique de 3C-HTGTS révèle les évènements prenant place indifféremment sur les deux allèles. 

Cependant, la survenue d’évènements de CSR inter-allélique (mise en lumière dans notre laboratoire 

(Dougier et al., 2006; Le Noir et al., 2017)) laisse suggérer que les deux allèles, productifs ou non, sont 

capables de former des boucles de chromatine afin de réaliser la CSR. De plus, il a également été 

démontré que la SHM se produit sur l’allèle non productif à un niveau similaire à celui de l’allèle 

productif (Delpy et al., 2004), suggérant là encore que la CSR et les boucles d’ADN associées sont 

présentes sur les deux allèles. Enfin, bien que débattu, il semblerait que la transcription des deux allèles 

IgH soient équivalentes ce qui sous-entend que les deux allèles peuvent être ciblés par AID (Delpy et 

al., 2003; Skok et al., 2001; Tinguely et al., 2012).  

L’étude inédite de la formation de boucles de chromatine dans le modèle MARsEµ révèle une 

augmentation de toutes les fréquences de contact entre l’ancre et l’ensemble des points d’intérêts du 

locus IgH (3’RR et S donneur). Bien que ces données nécessitent d’être confirmées par un 

échantillonnage plus important et par l’utilisation d’un autre point de vue (ancre Iµ/Sµ), nous émettons 

l’hypothèse qu’elles ne sont pas synonymes d’un plus grand nombre absolu de boucles de chromatine 

mais qu’elles révèlent une stabilité accrue de la grande boucle 3’RR-Sµ et donc du CSRC. Ceci pourrait 

expliquer l’augmentation des évènements de CSR observés dans ce modèle (Martin et al., 2023).  

Décrit en 2019 par l’équipe de F. Alt, la formation de boucle au locus IgH est médiée par le mécanisme 

d’extrusion de boucle (X. Zhang et al., 2019). En temps normal, le complexe de la cohésine est chargé 

sur l’ADN par la protéine NIPBL puis dissocié de l’ADN grâce à l’action de WAPL. L’augmentation des 

fréquences de contact entre la 3’RR et Sµ observée dans le modèle MARsEµ nous conduit à suspecter 

que la stabilité des boucles est augmentée dans ce modèle. Cette stabilité accrue fait émerger 

l’hypothèse selon laquelle les régions MARsEµ constituent une plateforme de recrutement de facteurs 

nécessaires au mécanisme de déchargement du complexe de la cohésine de l’ADN. Pour tester cette 

hypothèse, nous envisageons de tester le recrutement des acteurs de l’extrusion de boucle dans des 

modèles MARsEµ en comparaison au wt. La technique de Cut&Run, plus sensible et connue pour avoir 

un « bruit de fond » inférieur à celui de la technique traditionnelle de ChIP, est en cours de mise au 

point dans l’équipe B-NATION afin notamment de répondre à la question du recrutement de WAPL et 

de la présence augmentée de la cohésine (de sa sous-unité Rad21 notamment) dans le modèle 

MARsEµ. Si notre hypothèse selon laquelle WAPL est recrutée par les MARsEµ est valide, nous devrions 

observer une diminution du recrutement de cette protéine avec en parallèle une accumulation du 

complexe de la cohésine au locus IgH en contexte KO.  
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D’autre part, nos données montrent une absence totale de boucle en contexte ∆3’RR, et ce même 

avec un point de vue localisé dans la région Iµ/Sµ (Article n°1). Nous émettons alors l’hypothèse qu’à 

l’inverse des MARsEµ, la 3’RR constituerait le point d’entrée du complexe de la cohésine. Nous 

prévoyons donc de rechercher le recrutement de NIPBL, protéine responsable du chargement de la 

cohésine, par du Cut&Run, en contexte mutant et wt. Nous imaginons alors observer une diminution 

drastique du recrutement de NIPBL, et par conséquent de la cohésine, au locus IgH en contexte ∆3’RR. 

Ces données viendraient préciser le rôle des régions EµMARs et 3’RR dans le mécanisme de l’extrusion 

de boucle, contribuant ainsi à mieux comprendre les processus sous-jacents à la réponse antigénique 

lymphocytaire B.  

 

3’RR, organisation et intégrité du génome de la cellule B 

Le second axe de mon projet de thèse portait sur l’étude de l’implication de la 3’RR dans l’intégrité du 

génome du lymphocyte B. Nous nous sommes donc intéressés à l’introduction de mutations au sein 

de cibles illégitimes d’AID nommés gènes « AID off-target ». Selon l’équipe de Schatz, ces gènes sont 

classés en trois groupes distincts en fonction du ciblage par AID qu’ils subissent et des voies de 

réparations impliquées dans la prise en charge du mésappariement dU :dG induit par l’action d’AID 

(Liu et al., 2008).  

Nous avons sélectionné plusieurs gènes, majoritairement du groupe 1 incluant Bcl6, Pim1 et Cd83 ainsi 

que cMyc, qui fait quant à lui partie du groupe 2 (Liu et al., 2008). L’analyse des fréquences de 

mutations de ces différents gènes dans nos animaux mutants pour la 3’RR a révélé des différences 

importantes qui dépendent soit du gène impliqué, soit du modèle mutant ; ces observations 

témoignent de toute la complexité du maintien de l’intégrité génomique de la cellule B (Résultats 

préliminaires Partie II). Néanmoins, l’ensemble des dérégulations observées possède un point 

commun : il semble qu’il n’y a pas de lien direct entre l’augmentation de la fréquence de mutation et 

la transcription primaire de ces gènes.  

La proximité d’un gène avec les loci IgH est un facteur favorisant l’action de AID en dehors des gènes 

d’Ig (Rocha et al., 2012). Chez les modèles mutants pour la 3’RR, nous avons donc étudié la distance 

entre les loci Bcl6 ou cMyc et IgH ainsi que leur distance respective au centre du noyau. Notre étude 

révèle que les deux oncogènes ne sont pas soumis aux mêmes contraintes, un constat probablement 

lié à leur position nucléaire en condition normale : Myc est très fréquemment retrouvé à proximité 

d’IgH tandis que Bcl6 est normalement localisé dans une autre zone du noyau (Osborne et al., 2007; 

Rocha et al., 2012). L’intron 1 de Bcl6 est significativement plus muté dans l’ensemble des modèles 

mutants de la 3’RR et nous observons une relocalisation de Bcl6 plus proche d’IgH et du centre du 

noyau. Cette dernière observation fait écho à une étude dans laquelle il est montré que le gène de la 



Figure 36 : Localisation de Bcl6 en contexte wt et 3’RR-mutant dans des cellules B activées
A gauche, en contexte wt, Bcl6 (en rouge) est localisé dans une zone en périphérie du noyau et éloigné
d’IgH (en vert), et est faiblement ciblé par AID (en jaune). A droite, en contexte 3’RR mutant, Bcl6 est
situé plus au centre du noyau et plus proche d’IgH. Le ciblage de Bcl6 par AID est plus important.
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Mutations Bcl6 ↗

wt
D3’RR et Dhs3b4
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Figure 37 : Localisation de cMyc en contexte wt et 3’RR-mutant dans des cellules B activées
Au centre, en contexte wt, cMyc (en rouge) est localisé proche d’IgH (en vert), subit l’action d’AID mais
est réparé de façon fidèle (Liu et al, 2008). A gauche, dans les modèles DPAL et c3’RR, cMyc serait
relocalisé plus loin d’IgH et plus en périphérie. A droite, en contexte D3’RR et Dhs3b4, cMyc reste à
proximité d’IgHmais ne serait plus réparé de façon fidèle.
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cycline D1, transloqué au locus IGH est relocalisé dans une zone plus centrale du noyau, à proximité 

du nucléole (Allinne et al., 2014). De même, une étude a rapporté que la périphérie nucléaire, 

notamment les domaines associés à la lamine, est une zone répressive de la SHM dans des lignées 

cellulaires B activées (Klymenko et al., 2018). Cependant, l’existence d’une relation de cause à effet 

entre position péri-nucléaire et introduction de mutation est débattue dans la littérature. En effet, une 

étude menée sur plusieurs pathologies malignes montre que les chromosomes plus fréquemment 

mutés se trouvent plus en périphérie du noyau (Smith et al., 2017).  

Nous émettons l’hypothèse que, en l’absence des éléments régulateurs de la 3’RR, Bcl6 se trouve 

relocalisé dans une zone centrale du noyau, riche en AID et prône à son action. Les mutants de la 3’RR 

ne recrutant pas AID au locus IgH de façon optimale (Saintamand et al., 2015), AID agirait de façon plus 

importante sur l’oncogène Bcl6 nouvellement positionné à proximité de IgH (Figure 36). Un scénario 

compatible peut être envisagé dans les mutants présentant une augmentation de la fréquence de 

mutation de cMyc (3’RR et hs3b4) dans lesquels nous observons que les loci cMyc et IgH restent 

proches. A l’inverse, dans les mutants PAL et c3’RR, chez lesquels la fréquence de mutation de cMyc 

n’est pas augmentée, cMyc s’éloigne de IgH et se trouve repositionné plus en périphérie du noyau 

(Figure 37). Il semblerait que la proximité entre IgH et Bcl6 ou cMyc ait donc un lien avec 

l’augmentation de leur mutation bien que ce lien de cause à effet « plus proche d’IgH, plus susceptible 

de subir l’action d’AID » soit discuté dans la littérature (Gramlich et al., 2012). 

En plus de leur positionnement initial par rapport à IgH, le fait que ces gènes appartiennent à des 

groupes distincts selon la classification de Schatz (Liu et al., 2008) pourrait aussi expliquer les 

différentes contraintes que ces derniers subissent. Bcl6 est un gène du groupe 1, c’est-à-dire qu’il est 

fortement ciblé par AID et n’est pas réparé de façon fidèle. En revanche, cMyc est un gène du 2ème 

groupe, il subit l’action d’AID mais, au contraire de Bcl6, les dommages collatéraux qu’il subit sont très 

fidèlement réparés. Les données que nous avons obtenues suggèrent que Bcl6 et cMyc subissent des 

mécanismes de déamination et de réparation différents. Alors que Bcl6 accumule « normalement » 

des mutations en condition wt, son rapprochement avec IgH en l’absence de la 3’RR induirait une 

augmentation de son ciblage par AID et naturellement une surcharge de mutations. Pour cMyc, nous 

pouvons imaginer que la délétion de l’enhancer hs4 (enhancer communément absent dans les 

modèles 3’RR et hs3b4 mais présent dans les modèles PAL et c3’RR) conduit à une modification 

du recrutement des voies de réparation de l’ADN dans la zone nucléaire des gènes d’Ig (à la faveur de 

la réparation infidèle), conduisant ainsi à la persistance des mutations en aval de l’action d’AID (Figure 

37).  

Toutefois, il est important de noter que nos données de localisation de Bcl6 et cMyc par rapport à IgH 

ont été obtenues dans des cellules B activées in vitro et constituent donc des données préliminaires 

qui restent à confirmer dans des cellules B de GC. Une telle exploration se justifie d’autant plus que les 
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cellules B voient leur architecture nucléaire et génomique remaniée pendant la formation du GC 

(Azagra et al., 2020; Scourzic et al., 2021). 

Pour confirmer ces hypothèses, il serait pertinent de réaliser la mesure des distances par FISH-3D pour 

les deux autres gènes que nous avons étudié, à savoir Pim1 et Cd83. Une autre possibilité de vérifier 

nos hypothèses serait d’explorer à l’échelle du noyau, par exemple en réalisant de l’immuno-FISH, la 

présence des gènes « AID off-target » dans des zones nucléaires riches en protéines actrices des voies 

de réparation ou riches en AID. Ce dernier point semble complexe à mettre en œuvre de par la 

régulation très dynamique d’AID qui est constamment importée et exportée du noyau des cellules B 

activées (Ito et al., 2004; Rada et al., 2002). Pour aller plus loin, des expériences Cut&Run pourraient 

aussi être envisagées afin de rechercher un éventuel recrutement des protéines actrices des voies de 

réparations à l’échelle de l’ADN, sur les gènes « AID off target ». 

Il serait également intéressant d’explorer si les différences observées entre Bcl6 et cMyc sont 

communes à l’ensemble des gènes du groupe 1 et du groupe 2 en étendant l’étude à d’autres gènes 

inclus dans chacun de ces deux groupes. Nous pourrions également envisager de réaliser une 

stimulation antigénique des souris (immunisation) afin de déterminer si une réponse immune B à un 

antigène spécifique provoque, dans des cellules de GC induites, des remaniements nucléaires 

comparables à ceux observés dans les cellules de GC spontanés issus des plaques de Peyer. Sur le plus 

long terme, l’exploration des voies de réparation en aval de la déamination par AID pourrait être 

explorée dans les modèles mutants de la 3’RR en réalisant des croisements en fond génétique déficient 

pour les voies BER (Ung KO) et/ou MMR (Msh2/Msh6 KO) comme cela a précédemment été réalisé 

pour le modèle ∆MARsEµ et l’étude de la SHM au locus IgH (Martin et al., 2023). Cette stratégie 

permettrait de déterminer si ces voies de réparation sont incriminées dans l’augmentation des 

mutations de cMyc. 

Enfin, la fonction protectrice de la 3’RR semble être cantonnée aux oncogènes impliqués dans les 

hémopathies B. En effet, il est aisé de constater que nos modèles mutants n’affectent aucunement la 

fréquence de mutation de Cd83 qui n’est pas un oncogène B. A l’inverse, les trois autres gènes de notre 

étude (Bcl6, cMyc et Pim1), qui sont des oncogènes fréquemment impliqués dans les lymphomes B 

(Pasqualucci and Dalla-Favera, 2018), voient leurs fréquences de mutations augmenter dans certains 

modèles mutants de la 3’RR. Cette observation est corrélée avec la littérature qui souligne depuis 

longtemps l’implication de la 3’RR dans la lymphomagenèse. En effet, de nombreuses translocations 

positionnent des oncogènes sous le contrôle de la 3’RR, conduisant à leur expression anormalement 

élevée et conférant souvent des propriétés prolifératives ou anti-apoptotiques aux cellules 

lymphomateuses (Duan et al., 2007; Gostissa et al., 2009; Vincent-Fabert et al., 2010a). Parmi les 

oncogènes dérégulés dans les hémopathies malignes B humaines, nous pouvons citer BCL6, CMYC, 

PIM1, BCL2, PAX5…  



Figure 38 : Taux de mutation de Bcl6 dans des lignées cellulaires de DLBCL.
Les lignées humaines de DLBCL ont été divisés en deux groupes : BCL6m (OCILy-1,
OCILy-19, OCILy-10, OCILy-3, TMD8 et HBL1) and BCL6um (U2932, SUDHL2 et
RIVA1).
Sous-type GCB : OCILy-1 et OCILy-19
Sous-type ABC : SUDHL2, RIVA1, OCILy-3, U2932, HBL1, OCILy-10 et TMD8
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Les oncogènes BCL2, CMYC ou encore PIM1 sont fréquemment transloqués au locus IGH dans le 

lymphome diffus à grande cellules B (DLBCL).  

BCL6, quant à lui, est muté dans près de 75% des cas de DLBCL (Pasqualucci et al., 1998).  Le DLBCL est 

un des lymphomes non hodgkiniens le plus fréquent chez l’adulte (Swerdlow et al., 2016). C’est un 

lymphome agressif caractérisé par la prolifération anarchique de cellules B du GC (pour le sous-type 

GCB) ou post-GC (pour le sous-type ABC). Les DLBCL présentent une diversité génétique considérable 

et certaines altérations moléculaires jouent un rôle clé dans le développement et la progression du 

lymphome (Pasqualucci and Dalla-Favera, 2018). En conditions physiologiques, BCL6 est un facteur de 

transcription essentiel à la mise en place du GC, normalement réprimé pour permettre aux cellules B 

de continuer à se différencier en plasmocytes ou cellules B mémoires (Cattoretti et al., 1995; Shaffer 

et al., 2002). En revanche, dans le contexte du DLBCL, des mutations sont souvent introduites dans la 

partie 5’ du gène, entrainant une altération de sa régulation (Khodabakhshi et al., 2012; Pasqualucci 

et al., 2003). Il est notamment fait état que, l’introduction de mutations dans BCL6, et surtout au niveau 

de son super-enhancer, est une caractéristique unique et propre au DLBCL (Bal et al., 2022). Ces 

mutations peuvent alors conduire à une expression persistante de ce gène, perturbant le processus 

normal de différenciation des cellules B et entrainant leur prolifération excessive.  

Suite à nos résultats préliminaires (Résultats préliminaires Partie II.1), nous avons émis l’hypothèse 

selon laquelle les loci BCL6 et IGH seraient plus proches l’un de l’autre chez les patients présentant des 

mutations au sein de BCL6. Pour explorer cette hypothèse, nous avons commencé à étudier la 

fréquence de mutation dans différentes lignées cellulaires humaines de DLBCL, dans le premier intron 

de l’oncogène BCL6 humain, région décrite comme fréquemment mutée (Iqbal et al., 2007). Nous 

avons ainsi quantifié la fréquence de mutations dans 2 lignées de sous-type GCB (OCILy-1 et OCILy-19) 

et 7 lignées de sous-type ABC (SUDHL2, RIVA-1, OCILy-3, U2932, HBL1, OCILy-10 et TMD8). Ces lignées 

ont été sélectionnées car elles ne présentent pas de translocations des loci IGH ou BCL6. De façon 

attendue, la majorité des lignées (6 sur 9, soit 66%) montrent une fréquence de mutation exacerbée 

de BCL6 (Figure 38), ce qui est en accord avec le taux de mutation de BCL6 dans les DLBCL au diagnostic. 

Nous avons alors constitué deux groupes selon le statut mutationnel de BCL6 : d’une part le groupe 

BCL6m (m pour « mutated ») incluant OCILy-1, OCILy-19, OCILy-10, OCILy-3, TMD8 et HBL1 et d’autre 

part le groupe BCL6um (um pour « unmutated ») incluant U2932, SUDHL2 et RIVA1.  

Nous avons en parallèle également initié l’étude du positionnement relatif de BCL6 par rapport à IGH 

par FISH-3D, mais de nombreuses contraintes techniques inattendues ont retardé l’obtention de 

résultats ; cette partie est donc toujours en cours de réalisation. Cette étude positionnelle nous 

permettra de déterminer si les lignées du groupe BCL6m ont leur loci IGH et BCL6 plus proche l’un de 

l’autre que ceux des lignées du groupe BCL6um.  Nous prévoyons d’étendre cette étude à des 

échantillons de patients au diagnostic, dont la sélection est en cours dans la tumorothèque du service 
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de cytogénétique du centre Henri Becquerel à Rouen (Dominique Penther) et en prospection avec le 

CHU de Limoges (Nathalie Gachard). Nous prévoyons d’analyser la fréquence de mutation de BCL6 et 

de procéder à la répartition des patients en deux groupes distincts (BCL6m vs BCL6um, comme 

précédemment réalisé pour les lignées de DLBCL) selon la fréquence de mutation de BCL6. Nous 

réaliserons en parallèle l’étude du positionnement relatif de BCL6 vis-à-vis d’IGH afin de déterminer si 

les observations faites chez la souris sont transposables à la pathologie.  

Enfin, nous avons également demandé l’accès à des données de Whole Genome Sequencing (WGS) 

issues de 73 patients DLBCL recrutés au Canada et incluant le tissu sain et le tissu tumoral pour chacun 

d’entre eux (Arthur et al., 2018). Cette demande est en cours d’examen au comité d’éthique du CHU 

de Limoges et auprès du British Columbia Cancer Agency. Nous souhaitons dans un premier temps 

réaliser deux groupes de patients (BCL6m vs BCL6um) en analysant la fréquence de mutation de BCL6 ; 

ceci est rendu possible car nous disposons des données de séquençage du tissu sain de chaque patient 

qui permettra de distinguer les « vraies » mutations des polymorphismes. Afin de valider, dans un 

contexte pathologique nos observations initiales faites chez les modèles murins mutants pour la 3’RR, 

nous prévoyons ensuite d’analyser l’intégrité des régions 3’RR humaines dans cette cohorte de DLBCL 

en fonction du statut mutationnel de BCL6. Ce dernier point représente un réel challenge de par la 

structure très répétée de cette région cis-régulatrice. Cette analyse bio-informatique sera réalisée en 

collaboration avec Vera Pancaldi (CRCT Toulouse).  

Si l’intégrité des 3’RR n’est pas modifiée ou si leur analyse est impossible nous pourrions aussi 

envisager de récupérer des données de RNA-Seq sur lesquelles nous pourrions analyser l’activité de la 

3’RR, notamment par la présence d’« eARN » (e pour enhancer). Il semblerait que les eARN, et plus 

largement les longs ARN non codants (catégorie à laquelle les eARN appartiennent), puissent jouer des 

rôles importants à la fois dans l’organisation du génome et son intégrité (Laffleur et al., 2021; 

Rothschild and Basu, 2017). Ces ARN seraient en effet capables d’agir aussi bien en cis qu’en trans sur 

d’autres gènes localisés sur le même chromosome, voir même sur d’autres chromosomes en 

« guidant » certaines protéines de remodelage de la chromatine (Guttman and Rinn, 2012; Khalil et al., 

2009). De plus, en cis, la présence de l’eARN facilite les contacts à longue distance entre promoteur et 

enhancer notamment (Kim et al., 2015). Nous pouvons alors imaginer, bien qu’ayant conservé son 

intégrité, la 3’RR voit son activité modifiée, entrainant une diminution de la présence d’eARN et donc 

une perte de contact promoteur-enhancer. L’interactant (partenaire de la 3’RR) se retrouvant alors 

« seul » se mettrait à interagir avec des cibles « AID off-target » comme Bcl6 par exemple. Explorer 

cette piste pourrait donc s’avérer intéressant afin de mieux comprendre l’implication de la 3’RR dans 

les phénomènes précédemment décrits. L’hypothèse précédemment formulée semble d’autant plus 

plausible qu’il est de plus en plus évident que les enhancers, et surtout les super-enhancers, tels que 

la 3’RR, sont impliqués dans l’organisation et le maintien de l’intégrité du génome et contribuent à des 



Figure 39 : Répartition des évènements de recombinaisons dans IgH vs. le reste du génome.
p-value was determined with two tailedMannWhitney test, significant differences were indicated by:
* P<0.05; **P<0.01; *** P<0.001; **** P<0,0001 and error bars represent SEM
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fonctions primordiales notamment dans le cadre des hémopathies malignes (Dębek and Juszczyński, 

2022).  

Pour explorer plus en détails le lien entre la 3’RR, la localisation relative des oncogènes par rapport à 

IGH et l’introduction de mutations, il pourrait être intéressant d’endommager l’intégrité de la 3’RR par 

technique de CRISPR/Cas9 dans des lignées cellulaires B ou des cellules B primaires humaines et 

d’étudier les conséquences sur la position de BCL6 et cMYC par rapport à IGH. L’utilisation d’une lignée 

capable d’hypermutation somatique, comme la lignée Ramos par exemple, pourrait constituer un outil 

utile pour comprendre le lien de cause à effet entre la 3’RR, la mutation de gènes cibles illégitimes et 

la position dans le noyau. L’établissement d’un tel modèle, utilisé par ailleurs pour étudier l’implication 

des enhancers ainsi que le rôle de la structure du génome dans les processus de SHM (Komori et al., 

2006; Senigl et al., 2019b), s’avérerait particulièrement utile pour confirmer l’implication de la 3’RR 

dans le positionnement des oncogènes et l’intégrité du génome.  

Pour comprendre si l’activité de la 3’RR joue un rôle dans ces processus, nous pourrions également 

envisager de traiter nos cellules avec certains agents chimiques capables de moduler l’activité de la 

3’RR. Cette méthode permettrait également de faire le lien avec les eARN, puisque certains de ces 

agents, notamment ceux liant le récepteur AhR (Aryl hydrocarbon Receptor), comme la dioxine, sont 

capables de moduler l’activité de la 3’RR et donc la présence d’eARN (D’Addabbo et al., 2023; Henseler 

et al., 2009; Salisbury and Sulentic, 2015). 

 

Pour conclure sur la 3’RR 

Mes travaux mettent en avant le rôle des core enhancers dans la pré-conformation du noyau des 

cellules B au repos afin de garantir la survenue d’une CSR délétionnelle lors de l’activation. Nous 

aurions alors pu suggérer que la seule présence des core enhancers, sans la structure quasi-

palindromique de la 3’RR, permettrait de maintenir une organisation nucléaire suffisante au maintien 

de l’intégrité génomique. Pourtant, l’étude de l’introduction de mutations au sein de Bcl6 révèle que 

ce n’est pas le cas. De même, si l’on s’intéresse à la proportion de recombinaisons entre le locus IgH 

(depuis Sµ, Figure 39A) et le reste du génome par LAM-HTGTS (Linear Amplification Mediated – High 

Throughput Genome-wide Translocation Sequencing, technique maitrisée au laboratoire) (Hu et al., 

2016), les travaux que j’ai initiés montrent que ces recombinaisons « hors locus » sont augmentées 

dans tous les modèles mutants de la 3’RR (Figure 39B). A l’avenir nous envisageons d’étudier la 

structure des jonctions de ces recombinaisons entre Sµ et le reste du génome afin de déterminer si les 

voies de réparation impliquées diffèrent de celles recrutées lors de la CSR, dans un contexte wt et chez 

les différents mutants de la 3’RR.  

 



Figure 40 : Fréquence de mutation des gènes « AID off target » dans les mutants EµMARs.
Fréquence de mutation des genes “AID off target” chez des animaux âgés de 10 semaines,
déterminée avec l’outil DeMinEr
Les p-value sont déterminées avec un test MannWhitney, les différences significatives sont
indiquées par : * P<0.05; **P<0.01; *** P<0.001; **** P<0,0001
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Ces données laissent supposer une dualité fonctionnelle de la 3’RR dans le maintien de l’intégrité du 

génome : bien que les core enhancers sont suffisants et nécessaires pour réguler l’adressage nucléaire 

du locus IgH, la structure palindromique de la 3’RR semble indispensable pour maintenir l’intégrité du 

génome.  

 

Pour aller plus loin avec la région EµMARs 

Des travaux similaires avec les modèles mutants de la région EµMARs ont été initiés pendant ma thèse. 

L’étude des mutations a pour le moment été réalisée chez des animaux âgés de 10 semaines et 

l’échantillonnage reste insuffisant (Figure 40). A l’image de ce que nous observons chez les mutants 

de la 3’RR, il semble que les modifications de fréquences de mutations dépendent des gènes et des 

modèles. Nous prévoyons donc de réitérer les expériences chez des souris de 24 semaines. Ceci nous 

permettra dans un premier temps d’analyser la cinétique d’accumulation de mutations dans les 

différents gènes « AID off target » chez les mutants EµMARs puis de comparer ces cinétiques avec 

celles obtenues pour les mutants de la 3’RR. Nous envisageons ensuite d’étudier également le niveau 

de transcription primaire et la position de chacun de ces gènes dans le noyau des cellules B issues des 

différents modèles murins.  

 

Pour conclure de façon générale 

De façon plus globale, l’ensemble des modèles mutants pour la 3’RR et pour la région EµMARs ont 

démontré l’implication de ces deux régions dans la régulation du locus IgH à la fois à l’échelle nucléaire 

et au niveau supranucléosomale. Nos résultats révèlent le rôle de la région 3’RR en tant que gardien 

du génome du lymphocyte B et suggèrent également une implication de la région EµMARs dans le 

maintien de l’intégrité génomique. Pour aller plus loin et explorer la fonction des régions EµMARs et 

3’RR à une échelle combinée noyau-génome, nous envisageons de réaliser des expériences de GPseq 

(Genomic loci Positioning by sequencing) (Girelli et al., 2020). Cette technique permet d’étudier la 

position radiale de l’ensemble des gènes en alliant une réaction de restriction enzymatique graduelle 

suivie du séquençage haut débit des fragments générés. De cette façon, nous pourrons comparer la 

distribution des gènes d’Ig (IgH, Igκ, Igλ, IgJ) ainsi que des gènes AID off-target (Bcl6, cMyc, Pim1, 

Cd83…) dans le noyau des cellules B et comparer ces positions dans l’ensemble de nos modèles murins 

par rapport au contexte wt.    
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The IgH Eµ-MAR regions
promote UNG-dependent
error-prone repair to optimize
somatic hypermutation
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Intoduction: Two scaffold/matrix attachment regions (5’- and 3’-MARsEµ) flank the
intronic core enhancer (cEµ) within the immunoglobulin heavy chain locus (IgH).
Besides their conservation in mice and humans, the physiological role ofMARsEµ is
still unclear and their involvement in somatic hypermutation (SHM) has never been
deeply evaluated.

Methods:Our study analyzed SHM and its transcriptional control in amousemodel
devoid ofMARsEµ, further combined to relevant models deficient for base excision
repair and mismatch repair.

Results: We observed an inverted substitution pattern in of MARsEµ-deficient
animals: SHM being decreased upstream from cEµ and increased downstream
of it. Strikingly, the SHM defect induced by MARsEµ-deletion was accompanied by
an increase of sense transcription of the IgH V region, excluding a direct
transcription-coupled effect. Interestingly, by breeding to DNA repair-deficient
backgrounds, we showed that the SHM defect, observed upstream from cEµ in this
model, was not due to a decrease in AID deamination but rather the consequence
of a defect in base excision repair-associated unfaithful repair process.

Discussion: Our study pointed out an unexpected “fence” function of MARsEµ
regions in limiting the error-prone repair machinery to the variable region of Ig
gene loci.
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Introduction

The IgH locus, encoding the immunoglobulin heavy chain, is
among the most complex in mammals, with multiple cis-regulatory
elements controlling stepwise DNA accessibility to recombination
and mutation through mechanisms that mainly rely on transcription
(1). Current studies of the dynamic processes that regulate chromatin
conformation changes and subnuclear location have renewed interest
in cis-regulatory regions that delimit differentially regulated
chromosomal domains. Among such DNA regulatory regions,
nuclear Scaffold/Matrix Attachment Regions (MARs) have been
implicated in the structural and functional organization of these
domains. The juxtaposition of MARs to intronic enhancer elements
in both IgH and IgL loci and their conservation in humans, mice and
rabbits (2) suggest that such regions serve physiological functions.
They participate in the regulation of gene expression notably by
increasing enhancer function and facilitating their action over large
distances. Several proteins found to bind MARs are expressed
ubiquitously or in a tissue-specific manner, respectively defining
constitutive or facultative MARs (3). Once attached to the nuclear
matrix in a tissue specific fashion, facultative MARs could form
topological barriers that could isolate or fasten chromatin regions
(3). Such barriers could induce DNA torsional strain with positive
and negative DNA supercoiling, respectively, upstream and
downstream from the RNA pol II-induced transcription bubble (4).
The supercoils are then released by the action of dedicated
topoisomerases (5).

The IgH Eµ enhancer region is a combination of both the core Eµ
(cEµ) enhancer element (220 bp) and two 310–350-bp flankingMARs
(MARsEµ) that were first defined by in vitromatrix-binding assays (6).
This region, especially cEµ, controls early VDJ recombination events
(7, 8) and is also involved in Ig µ chain expression in pre-B cells (9).
However, its role in SHM remains unclear. An elegant model of
deletion in the endogenous Eµ region of hybridoma cells, enforced for
human AID expression, suggested the requirement of cEµ and a
substantial function of MARsEµ for SHM (10). Similarly, when added
to transgenes, cEµ and its flanking MARs contribute to Ig µ chain
expression and high levels of SHM (11–16). In contrast, knock out
(KO) models underlined the complexity of its physiological
regulation. In a mouse model carrying the pre-rearranged VB1-8i
region, Eµ deletion still resulted in a high level of SHM in Peyer’s
patch germinal center (GC) B cells, arguing for a non-essential role of
the enhancer (17). More clearly, deletion of cEµ in the mouse
germline did not reduce SHM frequency but only slightly increased
the proportion of unmutated alleles; this minor effect was likely due to
the reduced inflow of peripheral and, consequently, GC B cells in this
model (7). Strikingly, the role of MARsEµ was also elusive and
somewhat controversial. Whereas their endogenous deletion,
analysed in mouse chimeras by the RAG-2 complementation assay,
demonstrated that MARsEµ are dispensable for VDJ recombination
and IgH expression (18), the ambiguous function of MARsEµ was
sustained by the discrepancy between their ability to either bind
negative regulatory factors (19, 20), improve cEµ enhancer efficiency
(21), or substitute for cEµ to maintain IgH expression (22). At the k
light chain locus (Igk), the intronic enhancer Eik region also contains
an upstream MAR. The implication of MAREik as an enhancer of
SHMwas first suggested in transgenic studies (23) and then tested in a

KO mouse model that accumulated premature light chain
rearrangements with a mild SHM defect (24), an effect comparable
to one observed at IgH locus in hybridoma cells devoid of MARsEµ
(10). At that time, while these studies instigated a variety of
hypotheses accounting for MARs in modulating SHM (25), these
were contradicted by a study comparing 3’Ek-and MAREik- function
in mouse KO models (26).

To address the controversy over the role of the scaffold in SHM,
we generated a mouse model carrying a germline deletion of MARsEµ
and bred it into DNA repair-deficient backgrounds. In our models
devoid ofMARsEµ and their wt counterparts, we proceeded to side by
side comparison of total SHM, transcription patterns, AID targeting
and error prone repair events leading to SHM, in regions located
upstream and downstream from the intronic enhancer. Our study
showed that the absence of MARsEµ allows some of the error-prone
repair machinery to get access to the region downstream from the Eµ
enhancer. We propose that MARsEµ act as physiological barriers for
error-prone repair in activated B cells. As a rational hypothesis, our
study suggests that the conservation of nuclear matrix attachment
regions in Ig genes serves to optimize SHM events upstream from the
intronic enhancer region.

Results

Normal B cell development and Ig
production in the absence of MARsEµ

We generated a mouse mutant line carrying an endogenous
deletion of both the 5’ and 3’ IgH matrix attachment regions that
flank the JH-CH intronic cEµ enhancer. Although generated with
slightly different targeting vector backbone and homology arms, the
resulting IgH allele, so-called MARsEµ

D (Figure 1A), is similar to that
generated by Sakai et al. (18). Bone marrow subsets of B cell
precursors were analysed in wt and homozygous MARsEµ

D/D

deficient mice. When compared to age-matched wt animals,
MARsEµ

D/D mice exhibited normal proportions and numbers of pre-
proB, pro-B and pre-B cell precursors (Supplementary Table 1).
Unlike endogenous deletion of the entire Eµ region (9), MARsEµ
deletion did not modify Ig µ heavy chain expression in early B lineage
cells since proportions of IgM-expressing bone marrow B cell
populations (immature, transitional and mature recirculating B cell
subsets) were comparable to those of wt (Supplementary Table S1 and
Supplementary Figure S1A). Mature B cell subsets were also similar to
wt in the spleen and peritoneal cavity of homozygous MARsEµ

D/D

mutants (Supplementary Table S1 and Supplementary Figures S1B,
C). In agreement with the normal inflow of mature B cells in
MARsEµ

D/D animals, Peyer’s patches were efficiently colonized by
naive and GC B cells. Numbers and proportions of GC B cells were
even significantly increased in homozygous mutants (Figure 1B left
panels and Supplementary Table S1). The similar proportion of
proliferating KI67+ GC B cells in wt and MARsEµ

D/D mice implied
that this increase was not due to over-proliferation of Peyer’s patch B
cells (Figure 1B right panels). Finally, levels of serum Ig isotypes were
unaffected in MARsEµ

D/D animals (Figure 1C). This normal B cell
homeostasis in homozygous mutants confirmed that MARsEµ are
dispensable for B cell ontogeny and antibody production. This
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statement is in agreement with previous studies of an analogous MAR
region in the Igk locus (24).

MARsEµ deletion inverts SHM distribution on
both sides of the Eµ enhancer region

To assess whether MARsEµ deletion could affect IgH somatic
hypermutation, we first quantified mutations within the 500-bp
regions downstream from the variable exons rearranged to JH3 and
JH4 segments (Figure 2A) in Peyer’s patch GC B cells sorted from wt
and MARsEµ

D/D (animals overall data reported in Figure 2 left, data
from individual animals reported in Supplementary Figure S2 and
Supplementary Tables S2A, B). For this we used two complementary
sequencing methods: the first one, based on classical Sanger approach
and GS junior technology, allowed to discriminate and exclude
unmutated and clonally related sequences from the calculation of

SHM frequency, as initially described (27). The second method used
Ion proton deep sequencing coupled to DeMinEr filtering. Since using
DNA templates including non-mutated alleles, this second approach
underestimated the SHM frequency; but since including AID-
deficient control samples as a reference, the method provided
highly reproducible and reliable quantification of SHM in a DNA
sample extracted from GC B cells (28). Interestingly, by using Sanger
approach, MARsEµ

D/D GC B cells displayed significant differences in
the distribution of mutations: an increased proportion of unmutated
sequences (less than 10% in wt compared to 38% in MARsEµ

D/D)
(from 30.6 to 45.5%, overall data collected from several mice, data
from independent mice in Supplementary Figure S2A) Another effect
ofMARsEµ deletion on IgH SHM targeting was the strong decrease in
highly mutated sequences (>10bp per sequence). In wt, the
proportion of highly mutated alleles reached ~24% (from 18.9 to
28.3%) while in mutants they were barely present ( ∼2%) (Figure 2B
left and Supplementary Fig S2A). When comparing only the mutated

A B

C

FIGURE 1

MARsEµ deletion supports efficient in vivo Ig isotype production and GC B cell development. (A) Schematic representation of wt and MARsEµ
D alleles

(top). Targeting construct and Southern blot performed on recombinant ES cells with NeoR insertion. Hybridization with the 5′ probe detected 4 kbp and
5 kbp SacI genomic fragments respectively for wt and recombined alleles. Hybridization with the 3′ probe detected 8 kbp and 6 kbp BamHI genomic
fragments respectively for wt and recombined alleles. MARsEµ

D allele preserved the cEµ enhancer after Cre-recombination. (B) Comparison of Peyer’s
patch B cells subsets from wt and MARsEµ

D/D animals by flow cytometry: dot plots showed percentage of naïve (B220+/GL7-) and GC (B220+/GL7+) B
cells (left panels) and, for each subset, the percentage of dividing cells (Ki67+) was indicated on cell count histogram plots (right panels). Experiments
were performed twice with a minimum of 3 mice per group. (C) Immunoglobulin isotype secretion in sera from wt and MARsEµ

D/D mice determined by
ELISA (n=9 to 12 mice, mean ± SEM).
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A

B

D

C

FIGURE 2

MARsEµ deletion impairs the overall SHM frequency and distribution within the IgH J-C intronic region. (A) Location of IgH regions (thick purple lines)
tested for SHM, arrows represent primers used for PCR amplification. (B) Pie charts represent distribution of mutated sequences (proportional to the area
in each slice, data obtained by Sanger and GS Junior sequencing method) quantified in wt and MARsEµ

D/D mice in individually recombined IgH alleles. For
each genotype number of individual clones is indicated in the center (after removal of clonally related sequences based on VDJ junction) and overall
mutation frequencies (mutation per 1000 bp in mutated clones) are indicated below. Left: SHM downstream from JH3 and JH4 segments in Peyer’s patch
sorted GC B cells, data obtained after cloning and sequencing by classical Sanger method. Middle: SHM downstream from JH4 segments in spleen GC B
cells sorted from SRBC-immunized mice, data obtained by NGS (GS Junior). Right: SHM downstream from cEµ region from Peyer’s patch GC sorted B
cells, data obtained by classical Sanger method. (C) Graphical representation of SHM frequency in wt and MARsEµ

D/D mice, quantified by NGS (Ion Proton)
submitted to DeMinEr filtering, a pipeline that identifies substitution frequency at each nucleotide based on an AicdaD/D control sample (28). Since no
indication in sequence distribution is available using this method, data were represented as scattered plots, each point refers to a mutation frequency
from one individual mice, mean mutation frequencies are indicated above. p-value was determined with two tailed Mann Whitney test; significant
differences are indicated by: **P < 0.01 and error bars represent SEM of two independent experiments. (D) Mutation distribution along the JH4 intron in
wt (top) and in MARsEµ

D/D (bottom).
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sequences, mutation frequency was decreased at least by two fold in
MARsEµ

D/D mutants, with 7.6 mutations per 1000 bp (in average)
compared to 14.9 in wt (in average) (Figure 2B left and
Supplementary Figure S2A). By using next generation sequencing
(NGS), the decreased SHM frequency was also highly significant
(Figure 2C, 12.3‰ vs 8.3‰, p=0.008, individual mice in
Supplementary Table S2A).

To monitor SHM upon antigen challenge, we analyzed mutations
by Sanger and NGS in a large number of GC B cells sorted from
spleen of SRBC-immunized MARsEµ

D/D and wt mice. In parallel; we
verified on spleen frozen section that efficient GC formation was
indeed comparable between MARsEµ

D/D and wt mice (Supplementary
Figure S2B). In the intronic region downstream from the JH4 segment,
SHM frequency dropped from 5.3 (Sanger method, excluding
unmutated clones) or 4.6 (NGS bulk method) mutations per
1000bp in wt cells to respectively 4.6 or 1.7 in MARsEµ

D/D cells
(Figure 2B middle, and 2C, Supplementary FigureS2C,
Supplementary Table S2B). Similarly to what was observed in
spontaneous GC B cells from Peyer’s patches, NGS assays
performed on few immunized animals also showed that SHM was
decreased upon MARsEµ-deletion only eight days after antigen
challenge (Figure 2C middle). Immunization assays also showed an
increased proportion of unmutated or poorly mutated sequences in
MARsEµ-deficient B cells (Figure 2B and Supplementary Figure S2C).
This confirmed that the intronic region was less efficiently targeted by
SHM in MARsEµ deficient mice. An identical SHM defect was also
observed in mice harbouring deletion of the entire Eµ region (core
enhancer and flanking MARs; (9)) (Supplementary Figure S2A top
right); this data indicated that the SHM failure was the only
consequence of MARs deletion. This hypothesis is completely
consistent with a previous study showing that SHM efficiency was
not affected by the endogenous deletion of the cEµ enhancer alone (7).
The comparison between those three models is certainly relevant
since all knock outs were created in murine germlines with similar
mixed genetic backgrounds.

To reinforce the unbiased SHM evaluation within JH introns, we
sought to evaluate the impact of MARsEµ deletion on acquired
diversity of the VDJ exon by quantifying SHM events taking place
in the out of frame (passenger) IgH alleles. This parallel unbiased
analysis was made possible in a region physiologically highly targeted
by SHM (overlapping parts of the FR3 and CDR3 domains) thanks to
the IMGT/HighV-QUEST reference tool (29). Although focused on a
restricted region of out of frame VDJ exons, this study performed on
GC cells sorted from Peyer’s patches still highlighted a decreased
SHM frequency in the MARsEµ

D/D model (∼27‰ in mutants
compared to ∼32‰ in wt, Supplementary Table S3). This strongly
suggests that the SHM defect observed within JH introns in the
absence of MARsEµ extends to their respective upstream VDJ exons.

Since our MARsEµ deletion includes the 3’HinfI-XbaI genomic
region that contains transcription start sites and part of the Iµ exon
(6, 30), we also quantified SHM immediately downstream from this
exon in a 629bp region described as mutated in GC B cells (Figure 2A)
(31, 32). Unlike the intronic regions downstream from the rearranged
VDJ exon, the overall mutation frequency downstream from Iµ was
strongly increased in GC B cells devoid ofMARsEµ region and reached
6.5 (in average) mutations per 1000 bp compared to 2.6 (in average) in
wt cells (Figure 2B right). This suggests that the region downstream

from the cEµ was more efficiently targeted in the absence of itsMARs.
This was supported by the very low proportion of unmutated
sequences in wt (Figure 2B right and Supplementary Figure S3A)
and the increased proportion of highly mutated sequences inMARsEµ-
deficient GC B cells (Figure 2B right and Supplementary Figure S3A).
This data was efficiently confirmed by NGS analysis that estimated that
mutation frequency was increased by 3.5 fold in theMARsEµ-deficient
GC B compared to wt mice (2.1‰ vs 6.5‰) (Figure 2C right and
Supplementary Table S2C). In our mouse model, 3’MARs deletion
brought Sµ region closer to the cEµ enhancer element. Given this, we
also calculated SHM frequency in a 473bp region located at the same
distance from the cEµ element in wt and MARsEµ-deficient mice.
Similarly to what was reported in Figure 2, we also observed, at the
same distance of cEµ, an increase in SHM frequency upon MARsEµ-
deletion (Supplementary Figure S3B).

Analysis of mutation distribution in wt and in MARsEµ
D/D mice

did not show any difference between models (Figure 2D), indicating
that, while affecting SHM efficiency, the absence ofMARsEµ region did
not influence DNA sequence hotspot or preferences for SHM within
the JH4 intron.

Importantly, our mouse model clearly assigns a specific function
for endogenous MARsEµ on SHM at the IgH locus, in accord with the
requirement of similar regions for efficient SHM previously pointed
out in the endogenous Igk Kappa light chain locus. This pioneer
study, describing the specific deletion of a 420bp MAR region
upstream from the intronic Kappa enhancer (Eik), highlighted a
modest decrease in SHM by quantifying mutations downstream from
the Jk5 segment in GC B cells from Peyer’s patches (24). While our
study suggests that MARsEµ optimizes SHM upstream from the cEµ
enhancer; the presence of such regulatory regions does not prevent
the SHM machinery to get access to downstream regions as reported
in a recent study (33). This hypothesis is mostly supported by the
increased SHM frequency downstream from the cEµ enhancer in the
absence of MARsEµ, a finding consistent with previous works
describing increased Sµ internal deletions in hybridomas devoid of
MARs regions (34). We could speculate that one physiological
function of MARsEµ regions in GC B cells is to tightly isolate the
VDJ transcription unit by, at least temporarily, attaching the Eµ
region to the nuclear matrix. Such a “locked” target conformation
could provide an optimal environment for somatic mutations by
trapping the transcription machinery and its co-factors including
AID and error-prone repair factors. This topological barrier could, at
the same time, partially protect downstream constant regions from
SHM; although this configuration should be brief since regions
downstream from Eµ are also efficiently targeted by AID in GC B
cells (35).

MARsEµ deletion modifies transcription
patterns on both sides of the Eµ
enhancer region

It is well established that SHM in Ig V segments is coupled to
transcription initiated at V promoters (36). To investigate
transcription-related events in SHM-targeted regions upstream and
downstream from Eµ, we precisely quantified the total amounts of
steady state total IgH primary transcripts by using multiple q-PCR
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probes located respectively downstream from JH4 and JH3: the
previously described probe A (37) (Figure 3A and Supplementary
Figure S4) complemented by probes A’ and C (Supplementary Figures
S4, S5). The use of cDNA templates conducted with random
hexamers showed that the amount of total IgH primary transcripts
running upstream from Eµ did not display significant variations
between wt and MARsEµ-deficient cells in both GC and in vitro-
stimulated samples by using probe A (Figure 3B) as well as with
probes A’ and C, although an upward trend could be noticed in LPS-
activated samples (Supplementary Figure S5A left). The intriguing
discrepancy between the mutation phenotype observed in MARsEµ-
deficient GC B cells and the silent effect on global transcription
motivated a more complete study of transcription events occurring
upstream from Eµ, particularly sense and antisense transcription
since the latter has been found in cells undergoing SHM (38). To
proceed, we generated cDNA templates with sense transcripts,
initiated at the promoter of the rearranged VDJ segment, with three
primers located downstream from the JH4 segment (S1 and S2) and
within the cEµ enhancer (S3) (Figure 3C and Supplementary Figure
S4, S5A). Reciprocally, we generated cDNA templates with antisense
transcripts, initiated in the intronic regions upstream from Eµ as
described by Perlot et al. (38), with four primers respectively located
downstream from JH2 (AS0), JH3 (AS1) and JH4 (AS2 and AS3)
(Figure 3E and Supplementary Figure S4 and S5B). For both sense
and antisense, quantification of steady state transcripts was possible
with the same probes A, A’ and C. For strand-specific quantification
assays with a given probe, the baseline level was either provided by a
control reaction (P-) measuring endogenous priming since devoid of
primer or by one strand-specific template that cannot be detected by
the probe (T-) as reported previously (39, 40). To note, strand-specific
transcripts were optimally detected when primers and probes were
closer (sense transcripts with primer S1/probe A or antisense
transcripts with primer AS2/probe A). Side by side comparison of
wt and MARsEµ-deficient activated B cells samples revealed several
interesting differences. When quantified with optimal primer S1/
probe A tandem, sense transcripts were significantly increased in the
absence of MARsEµ (Figure 3C). In GC B cells, a two fold increase
was noticed by using S1 template (Figure 3C, left bar graph,
p=0.019). In in vitro-activated cells, an increase of sense
transcription was also observed upon MARsEµ-deletion, this effect
became significant for long transcripts that reach the cEµ
(Figure 3C, right bar graphs, p=0.004 for S3/probe A). By using A’
and C probes, sense transcripts were hardly detectable in GC
samples (Supplementary Figure S5A; middle bar graphs); although
a significant increase was noticed with S3/probe C (p=0.043) and S2/
probe C (p=0.02) tandems in LPS-activated samples upon MARsEµ-
deletion (Supplementary Figure S5A; right bar graphs). As a
potential consequence of the increased transcription of the VDJ
unit in observed upon MARsEµ deletion, we measured by flow
cytometry the level of intracellular Igµ chain in Peyer’s patch GC
B cells (B220+/GL7+) of wt and MARsEµ

D/D mice. The significant
increase of Igµ chain expression in the absence of MARsEµ region
(Figure 3D, p=0.002) corroborate our sense-transcription data. This
indicated that the absence ofMARsEµ certainly did not hamper RNA
pol II machinery to progress 3’ to the VDJ unit and might even
facilitate this process in activated cells.

Globally less abundant than their sense counterparts,
quantification of antisense transcripts running downstream from JH
segments showed quite different patterns (Figure 3E and
Supplementary Figure S5B). While quite similar levels were
detected in LPS-activated samples (Figure 3E right and
Supplementary Figure S5B), intronic antisense transcripts were
about 2 fold less abundant in MARsEµ-deficient GC B cells when
detection was allowed by optimal probe/primer combination
(Figure 3E, left, p=0.025, AS2/probe A and Supplementary Figure
S5B left, p=0.041 for AS3/probe A’). As a complementary experiment,
sense and antisense transcription patterns were also determined in
naive B cells in order to assess whether the influence of MARs was
restricted to the activated stage. Data proved this was the case since, in
naive cells sorted from Peyer’s patches, transcription patterns as well
as intracellular IgM levels were unchanged in wt andMARsEµ

D/D mice
(Supplementary Figures S6A, B); identical transcription patterns were
also observed in splenic resting B cells (Supplementary Figure S6C).

The obvious unbalanced sense/antisense transcription ratio could
result from either weak transcription efficiency or instability of
antisense products. Nevertheless, Perlot et al. identified by RACE
assays, in normal GC B cells, multiple antisense-transcript initiation
start sites downstream from every JH region and raised the question of
specific enhancers. Our current data refines this previous study by
identifyingMARsEµ as potential boosters of antisense transcripts that,
given their proximity to the enhancer, could achieve some regulatory
function like eRNA or PROMPT/uaRNA (41). Highlighting a
correlation between mutation efficacy and strand-specific
transcription pattern upstream from Eµ, our data support the idea
that some level antisense transcription downstream from the VDJ
exon could prepare to SHM (38). Seemingly transient, specific to cell
subsets and occurring upstream from an enhancer, such antisense
transcripts could be substrates for RNA exosome and lead to
optimized SHM targeting as proposed by Basu and colleagues
(42–44).

Since a strong increase of mutations was observed within the Sµ
region in the absence of MARsEµ, we also sought to correlate SHM
and transcription on the other side of cEµ by quantifying total
transcripts (probe B) running in this region (Figure 3A). In this
case and according to what could be expected, transcription was
significantly increased in MARsEµ-deficient GC B cells from Peyer’s
patches (Figure 3F left, p=0.04); a similar trend, although not
significant, was observed in LPS activated B cells (Figure 3B right
p=0.32). Accordingly, we also observed a modest but reproducible
increase of CSR Cg3 and Cg1 in MARsEµ-deficient B cells stimulated
in vitro respectively by LPS or by LPS + IL4 cocktail (Supplementary
Figure S7). A similar modest CSR effect associated to Sµ internal
deletions has been previously reported in hybridomas carrying the
same MARsEµ-deletion (34). This indicated that the absence of
MARsEµ leads to a global increase in transcription of the donor S
region and consequently favours SHM targeting.

The significant changes in transcription patterns upstream and
downstream from cEµ observed in our models put forward the
hypothesis that MARsEµ act as physiological barriers in activated B
cells, limiting sense transcription of the VDJ unit up to the intronic
enhancer. For transcription running through the Sµ region, our data
is in agreement with a repressive function of MARsEµ in activated B
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FIGURE 3

MARsEµ deletion impairs strand-specific transcription upstream from Eµ region. (A) IgH locus specifying location of q-PCR probes (A, B) used for
transcripts quantification. (B) Total primary transcripts quantified downstream from the JH4 segment with probe A in Peyer’s patch GC B cells (dark
colors) and in vitro-activated B cells (light colors) from wt and MARsEµ

D/D mice. (C) Detection of sense transcripts (dotted arrows) in murine IgH locus
(not to scale). Arrows indicate primers (S1, S2, S3) downstream from JH3 and JH4 used for strand-specific reverse transcription. Primary sense transcripts
were quantified with probe A (black bar) in Peyer’s patch GC B cells and in vitro-activated B cells from wt and MARsEµ

D/D mice. Dots indicate antisense
transcript start sites according to Perlot et al. (38). Baseline levels were defined by using a RT template performed without primers (P-). Bar graphs show
the relative quantity of sense transcripts obtained from template S1, S2 and S3 (mean ± SEM) from two to three independent experiments. (D)
Intracellular IgM mean fluorescence intensity measured by flow cytometry in GC B cells from Peyer’s patches of wt and MARsEµ

D/D mice. Bar graphs
indicate data from individual mice (n=6 mice in 2 independent experiments, mean ± SEM); a representative example of cell count overlay is shown. (E)
Detection of antisense transcripts (dotted arrows) in murine IgH locus (not to scale). Arrows indicate primers (AS1, AS2, AS3) downstream from JH3 and
JH4 used for strand-specific reverse transcription. Primary antisense transcripts were quantified with probe A (black bar) in Peyer’s patch GC B (dark
colors) cells and in vitro-activated (light colors) B cells from wt and MARsEµ

D/D mice. Dots indicate antisense transcripts start sites according to the Alt
study (38). Baseline levels were defined by using a RT template performed without primers (P-) or by using a strand-specific template that cannot be
detected with A probe (T-). (F) Total primary transcripts quantified downstream from cEµ region with probe B in Peyer’s patch GC B cells (dark colors)
and in vitro-activated B cells (light colors) from wt and MARsEµ

D/D mice. p-value was determined with two tailed Mann Whitney test; significant
differences are indicated by: *P < 0.05; **P < 0.01 and error bars represent SEM of two to three independent experiments.
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cells, in order to limit SHM targeting of this area. However, our data
also suggest that MARsEµ act as transcriptional repressors of the VDJ
unit in both naïve and activated cells; a statement in contradiction
with our hypothesis thatMARsEµ facilitates SHM upstream from cEµ.
To settle such a discrepancy in our MARsEµ-deficient B cells, we first
questioned AID deamination efficiency and second error-prone
repair pathways processing in SHM targeted regions: upstream and
downstream from cEµ.

MARsEµ deletion impairs error-prone repair
pathway upstream from the Eµ enhancer
region

One critical experiment needed to challenge the function of
MARsEµ as physiological barrier for SHM machinery was to first
assess whether IgH AID targeting could be impaired in the absence
of MARsEµ. To proceed, we bred our MARsEµ-KO mice in a genetic
background deficient for both base excision repair (UngD/D) and
mismatch repair (Msh2D/D) in order to evaluate, on and unbiased
manner, the DNA footprint of AID deamination upstream and
downstream from cEµ (Figure 4A). As expected and according to the
literature (45–47), models deficient for both BER and MMR displayed
only transitions at C/G pairs reflecting cytidine deamination on

respectively the template and non-template strands. By looking at
deamination frequencies between control (UngD/D Msh2D/D) and
mutant animals (UngD/D Msh2D/D MARsEµ

D/D), our data showed that
AID activity upstream from cEµ was not impeded upon MARsEµ-
deletion; while differences were not statistically significant (evaluated on
n=3 to 4 mice of each genotype), cytidine deamination even tended to
be increased in B cells devoid of MARsEµ, on both sides of cEµ
(Figure 4B and Table S4A). When compared to control animals
(UngD/D Msh2D/D), nucleotide substitution patterns were unchanged
in the absence of MARsEµ (Figure 4B and Supplementary Figure S8A),
proving identical strand-specific cytidine deamination: roughly 2/3 on
the non-template strand (C to T substitutions) and 1/3 on the template
strand (G to A substitutions). Besides imbalanced transcription
upstream from Eµ, this data indicates that MARsEµ-deletion does not
impact the choice of any DNA strand for AID targeting within
intronic regions.

This notable increased AID deamination footprint prompted by
MARsEµ-deletion was in total agreement with the increased
transcription observed in the corresponding regions of activated B
cells. The obvious discrepancy between efficient C to U deamination
events and the strong SHM targeting defect within the same JH intron
region unravel the origin of the SHM defect inMARsEµ-deficient mice
as a default of the mutagenic process occurring downstream from the
normally-introduced U-G mismatches in DNA.
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F
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C

FIGURE 4

MARsEµ deletion impedes error-prone repair pathways upstream from Eµ region. Comparison of IgH SHM events occurring on both sides of cEµ in
Peyer’s patch GC B cells sorted from wt and MARsEµ

D/D mice models, bred in genetic backgrounds deficient for base excision repair (Ung KO) and
mismatch repair (Msh2 KO). Data were obtained by NGS (Ion Proton) combined to DeMinEr filtering (28). In each region, analyzed and represented as a
panel, bar graphs report overall mutation frequencies (left) and detailed mutation frequencies at all bases (right). (A) Location of IgH regions (thick purple
lines) tested for SHM, arrows represent primers used for PCR amplification. (B) SHM downstream from JH4 in double-deficient UngD/D Msh2D/D

background. (C) SHM downstream from JH4 in DNA repair proficient (Ung+/+ Msh2+/+) background. (D) SHM downstream from JH4 in UngD/D

background. (E) SHM downstream from cEµ in double-deficient UngD/D Msh2D/D background. (F) SHM downstream from cEµ in DNA repair proficient
(Ung+/+ Msh2+/+) background. (G) SHM downstream from cEµ in UngD/D background. p-value was determined with two tailed Mann Whitney test;
significant differences are indicated by: *P < 0.05; **P<0.01 and error bars represent SEM of two to three independent experiments.
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This prompted us to investigate whether MARsEµ-deletion could
provoke skewed mutation patterns within SHM-targeted regions. In
the intron region downstream from JH4, mutation frequency at each
of the four bases in wt andMARsEµ-deficient backgrounds (Figure 4C
and Table S2A) revealed a global significant decrease of mutations at
all bases except for substitutions occurring at C in the absence of
MARsEµ. Similarly, beyond significant differences for C>A, G>C, T>A
and T>G events, individual mutation patterns unveiled a global
decrease that did not offer any clear hypothesis regarding the
mechanism impeding SHM upon MARsEµ-deletion. Factually, the
unchanged relative proportion of transitions and transversions at C:G
base pairs inMARsEµ deficient cells did not suggest any defect in UNG
activity (45, 48, 49) (Supplementary Figure S8B).

To solve this paradox, we bred our MARsEµ-KO mice into base
excision repair deficient background (UngD/D) and analysed SHM in the
same region. Strikingly, in the absence of UNG, SHM frequency within
the JH4 intron region was identical upon the presence (UngD/D control
mice) or the absence of MARsEµ (Ung

D/D MARsEµ
D/D mice) (Figure 4D

and Supplementary Table S4B). Beyond the expected increase of G/C
transitions, a typical hallmark of UNG-deficient background,
substitution frequencies at all four bases were also identical in UngD/D

MARsEµ
D/D mice (Figure 4D) the same was true when looking at

individual substitution events (Supplementary Figure S8C). The fact
that the SHM deficiency induced by MARsEµ deletion was no more
observed in UNG-deficient background (Figures 4C, D) strongly imply
the involvement of BER pathway in the initial mutagenic defect. This
same data also proved that SHM events occurring independently of
UNG (e.g. altogether obtained by replication across U and/or processed
by MMR pathway) took place normally within the JH intron in the
absence of MARsEµ. Given this, a rational hypothesis to explain the
origin of the SHM defect in our model was that abasic sites generated
by UNG upstream from cEµ are processed differently upon the absence
ofMARsEµ. Our data suggests that U:G mismaches processed by UNG
are accurately repaired in the absence of MARsEµ while these are
normally subject to error-prone repair; sustaining for a specific
function of MARsEµ in recruiting mutagenic factors associated to BER.

In contrast to what observed in the JH intron, substitution
frequencies and mutation patterns downstream from cEµ evidenced a
different function for such regulatory regions. In B cells capable of BER
andMMR, the absence ofMARsEµ significantly boosted mutations at all
bases by at least two fold (Figure 4F), this was true for any kind of
substitution (Supplementary Figure S8E). Substitution patterns
collected in mutant animals devoid of BER and MMR highlighted a
global “overtargeting” of the Sµ region induced by MARsEµ deletion
(Figure 4E, Supplementary Figure S8D and Supplementary Table S4C).
This was in line with the general increase in both Sµ germline
transcription observed in this model. In models impaired for BER,
our data showed that UNG-deficiency combined to deletion of MARs
(UngD/D MARsEµ

D/D mice) maintained the SHM burden downstream
from cEµ significantly higher than what observed for UNG alone
(UngD/D control mice) (Figure 4G; Supplementary Figure S8F and
Supplementary Table S4D). Such a comparison suggests that error-
prone repair factors could more readily access to abasic sites generated
in the S region whenMARsEµ are missing. In this way, our data support
the idea that MARsEµ act as physiological barrier that optimize SHM
upstream from the Eµ region and rationalize the fact that MARs are

evolutionary conserved downstream from Ig gene V regions (24); and
moreover conserved structures in mammals (2).

Concluding remarks

One simplistic model would argue that the most important
regulatory regions for IgH locus expression are conserved upon any
reshaping event occurring in developing B lineage cells (VDJ
recombination, CSR and SHM). Beyond the major enhancer
regions, e.g. cEµ and the 3’RR, our current study identifies MARsEµ,
also conserved upon any rearrangement, as part of these most critical
IgH elements. Since flanking cEµ, MARsEµ could potentially interfere
with the function of this regulatory element. Our current study
showed that MARsEµ deletion impact the transcription pattern in
this region but also points out, when compared to deletion of cEµ
alone (7), that the core enhancer and MARsEµ act independently on
SHM. Our data indicate that IgHMARsEµ delimit, upstream from the
enhancer region, some error-prone repair processes coupled to BER.

Several studies indeed proposed that J-C intronicMARs help generate
negative supercoiling and consequently increased ssDNA and potential
other secondary structures that could promote accessibility to AID (50–
52). The hypothesis thatMARsEµ add againmoreDNAstrain to the sense-
transcribed VDJ transcription unit is relevant to the positive effect of
topoisomerase depletion on AID targeting and SHM (51, 53, 54). In line
with transcription dynamics, RNA pol II stalling (55, 56) and DIVAC
regulatory regions are being proposed to facilitate AID targeting for SHM
(57, 58). A model proposed by Alt and colleagues (59) would be that the
optimal chromatin environment for AID-induced mutations would be
provided by convergent transcription as the result offine balance between
sense and antisense events. As possible byproducts of RNAPol II collision,
antisense or regulatory transcripts in such regions remain transient and
difficult to detect in a wt context; probably because processed by RNA
exosome or other RNAse activities (60, 61). In line with our data, a recent
study from the Basu group emphasize the critical function of the RNA
exosome for thefine tuning of sense transcriptionof theVDJ exon, leading
to modifications on strand-specific AID targeting and SHM (44). While
alsomodifying sense and antisense transcription pattern, our study shows
that MARsEµdeletion does not impede AID footprint but rather some of
repair mechanisms acting downstream from theU-Gmismatch. Since we
hypothesize that UNG activity by itself is not necessarily impaired in our
model, our data strongly suggest that only BER-dependent error-prone
repair is impeded by MARsEµdeletion. This statement supposes that
efficient MMR-dependent error-prone repair in this region does not
require such a barrier. The question of MARs binding factors and their
respective dynamic association to such regulatory regions needs to be
further investigated. The literature already suggest that some of them, like
the Special AT-rich binding factor 1 (SATB1), could act as accessory
factors in BER (62). Recent findings, showing that UNG2-interacting
protein FAM72Apromotes error prone processing ofU-Gmismatch in Ig
genes (48, 49), raise thequestionof its specific recruitment toAID-targeted
regions; our current study suggests thatMARsEµ could potentially interact
with error-prone factors acting downstream fromUNG2. Another future
challenge remains to define whether some components of the nuclear
matrix, nuclear filaments or proteins anchored in the envelope, could be
involved in the anchorage of SHM targets.
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Material and methods

Mouse models

To generateMARsEµ KOmodel, gene targeting for matrix attachment
regions flanking the IgH Eµ enhancer element was performed by
homologous recombination, in the murine E14 ES cell line, with a vector
kindly provided by Dr. Frederick Alt that permitted replacement of the 995
pb region (including cEµ and its flankingMARs) by a 220 pbHinfI genomic
fragment that reintroduced the cEµ enhancer, a 256 bp fragment containing
plasmid sequence and a “loxP-pGK-NeoR-loxP” cassette (18). Once
introduced in the mouse germline, the selection cassette was deleted
in vivo by cre-loxP recombination as previously described (9) to obtain the
MARsEµ

D/D IgH allele devoid of both 5’ and 3’MARsEµ (respectively 344 pb
XbaI-HinfI and 426bpHinfI-XbaI genomic fragments) (Figure 1A).Animal
procedureswereperformedon8weeksoldmaleandfemalemice.Allmodels
were created in mixed 129Sv;C57BL/6 background.Wt,MARsEµ

D/D, EµD/D

(9),Msh2D/D,UngD/D (akindgiftofDrS.Storck)andAicda-/- (akindgiftofPr.
T.Honjo)homozygousmicewereused forour experiments andmaintained
at 21–23°C with a 12-h light/dark cycle. All experiments comparing Wt,
MARsEµ

D/D,EµD/D inDNArepair proficient backgroundused systematically
controlmicecarrying twoIgHallelesof the samehaplotype: IgHa(from129/
Ola strain). Procedures were reviewed and approved by the Ministère de
l’Education Nationale de l’Enseignement Supérieur et Recherche
autorisation APAFIS#16639-2018090612249522v2.

Southern blots and PCR analysis of cre-
mediated MARsEµ deletion

Genomic Southern blots were performed as follows: 20 µg
genomic DNA were digested by SacI or BamHI and submitted to
electrophoresis on a 0.7% agarose gel. DNA was transfered to nylon
membranes (MP Biomedicals) by capillarity. Blots were hybridized
with [32P]-labeled probes generated by random priming.
Hybridization with 5’ probe (0.803 kpb SacI-SphI fragment) and 3’
probe (0.8 kpb XbaI-BamHI fragment) located outside the homology
arms were used to identify ES cell clones in which MARsEµ were
replaced by the loxP-pGK-NeoR-loxP cassette (Figure 1A).

Total serum Ig quantification by ELISA

Sera were collected at 8 weeks of age from non-immunized wt and
MARsEµ

D/D mice and analyzed for the presence of different Ig classes
and subclasses by ELISA as previously described (63).

SRBC immunisation

Mice were challenged by intraperitoneal injection with 200µL
50% sheep red blood cell suspension and sacrificed 8 days later to
collect GC B cells (B220+/GL7+) in the spleen. Efficient immunization
was assessed by counting GC numbers on spleen frozen sections upon
immunofluorescence labelling.

Immunofluorescence labelling of germinal
center structures

Spleens cryosections (10µm) were fixed and permeabilized for 20
minutes in cold acetone at -20°C. Sections were stained with the
following primary Abs GL7-FITC (1/50), aB220 APC (1/1000),
aIgD-AF594 (1/1000) diluted in PBS/FCS 2%/EDTA 2mM,
overnight at 4°C. After 2 washes with PBS, DAPI was added.
Images were acquired using an epifluorescent microscope
(NIKON). GC structures were identified according to their content
in B220+GL7+ cells.

Flow cytometry and cell sorting

Flow cytometry analysis was performed on LSR-Fortessa cell
analyzer (BD Biosciences) on single-cell suspensions from fresh
organs. Once washed with 2% fetal calf serum-PBS, lymphoid cells
from bone marrow, spleen, peritoneal cavity and Peyer’s patches were
labeled with various conjugated Abs: aB220-V450, aCD117-PE,
aCD43-PE for bone marrow cells. aB220-V450, aCD21-PE,
aCD23-FITC, aIgM total-PE, aIgD-FITC and aCD3e-FITC for
splenocytes. aB220-V450, aIgM-PE, aCD5-FITC for peritoneal
cavity. aB220-V450, aB220-APC, aIgA-FITC, aIgM-PE, aPNA-
FITC, aFAS-PE, aKi67-FITC and GL7-FITC for Peyer’s Patches.
(Southern Biotechnology Associates; eBioscience; Sigma and BD
Biosciences). Flow cytometry cell sorting was performed on an
ARIA 3 (BD Biosciences) apparatus on single-cell suspensions from
spleens or Peyer’s patches. Once washed with 2% fetal calf serum-
PBS, cells were labeled with PNA, GL7, aB220, and aFAS reagents
and sorted based on distinct gates defined as germinal center B cells
(B220+/GL7+ or B220+/PNAHigh/Fas+).

Cell culture

Splenocytes were collected, after red blood cells lysis, CD43+ cells
were depleted using anti-CD43 MicroBeads (Miltenyi Biotec). CD43-

splenic B cells were cultured for 3 days at a density of 1x106 cells per mL
in RPMI 1640 supplemented in 10% serum calf fetal, sodium pyruvate
(Lonza), amino acid (NEAA 100x Lonza) and Penicillin-Streptomycin
(Gibco) with 1µg/ml LPS (In vivoGen) alone (for transcription assays)
or plus 20ng/ml IL4 (PeproTech) (for CSR experiments).

SHM assays

SHM analysis within the JH4 intron was either performed by
cloning followed by classical Sanger method as described (64) or
performed directly on PCR products by next generation sequencing
using GS Junior (Roche) or Ion Proton system (Applied Biosystem).
SHMwithin Smu intron was performed by using the following primer
SmuF: 5 ’-AAGGGCTTCTAAGCCAGTCC-3’and SmuR: 5’-
TAGCCTGGGTCCCTCCTTAC-3’ and sequenced using GS junior
sequencer. For GS Junior, sequencing libraries were prepared
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according to the manufacturer’s instructions, adaptor sequences
were added to the previous amplification primer sequences in order
to be compatible with the GS-Junior sequencing technology.
Amplifications were performed with Phusion® High-Fidelity DNA
Polymerase (New England Biolabs) according to the following
program: DNA was denatured 40 s at 98°C and then submitted to
38 cycles consisting of 98°C for 10 s, 68°C for 30 s and 72°C for 30 s,
and 1 cycle at 72°C for 10 min. PCR products were first purified using
NucleoSpin kit (Macherey-Nagel) followed by Ampure bead
purification (Beckman Coulter). PCR products were subjected to
“PCR emulsion step” (GS Junior+ emPCR Kit (Lib-A), Roche) and
sequenced using GS Junior sequencing kit XL+ (Roche) according to
the manufacturer’s instructions. Raw sequences were aligned against
reference sequences of IgHJ4-downstream intron or Smu and only full
length sequences were kept for mutation analysis. For IgHJ4, clonally
related sequences were removed based on the sequence of VDJ
junction (i.e. CDR3) similarity. No further filtering steps were
implemented in our analysis workflow. Mutations were called on
each sequence using pairwise alignment algorithm (from biopython
package) and only base substitutions were reported. Mutation
frequencies were computed as the ratio between the sum of
mutated bases in all complete sequences over the total number of
aligned bases. For Ion Proton, sequencing libraries were prepared
according to the user guide Ion Xpress™ Plus gDNA Fragment
Library Preparation (Cat. no. 4471269, Life Technologies). Briefly,
PCR products (100ng) were fragmented by enzymatic digestion (Ion
Shear™ Plus Reagents Kit, Cat. no. 4471248) and ligated to Barcodes
and Adapters (Ion Plus Fragment Library Kit, Cat. no. 4471252).
After 200 bp size selection step on E-Gel precast agarose
electrophoresis system, final amplification was performed. Raw data
were processed using DeMinEr tool as described (28). In the case of
studies performed in BER or MMR-deficient backgrounds of mixed
129Sv;C57BL/6 backgrounds, all SHM analysis were done by
excluding nucleotides that differ between strains.

RT-PCR and q-PCR

Total RNA was prepared by using TRIzol reagent (Ambion)
procedures. RNA samples were first treated with DNase I
(Invitrogen) for 15 min at 25°C. RT was performed on 200 ng of
total RNA with random hexamers or with specific primer (10µM)
(sequence available in Supplementary Figure S2.) using superscript III
enzyme (Invitrogen). As control, we performed a reverse
transcription without primer to determine the threshold (referred
ad P- in bar graphs). Each real-time qPCR reaction was performed in
duplicate on 10 ng of RNA equivalent, using TaqMan Universal
(except for Sµ quantification we used SYBR green Mastermix
(TAKARA)) on StepOnePlus system (Applied Biosystems). Primary
transcription at IgH locus was quantified as previously described (37)
and completed with both a set of primers and q-PCR probes close to
JHsegments (listed in Supplementary Figure 2.) and a set of primers
located 5’ to Sµ: Smu-Fw (5’-ACCCAGGCTAAGAAGGCAAT-3’),
Smu-Rev (5’-CCTTCCTTCTGCGTATCCAT-3’). Relative mRNA
levels were normalized to Gapdh transcripts with the appropriate
TaqMan probe (Mm99999915_g1, Applied Biosystem). Data were
analyzed by comparing threshold cycle (CT) values according to the 2-

(ddCT) method. The wt mice templates used as calibrators were S2 for
sense transcripts, AS0 or AS2 for antisense transcripts.

Statistical analysis

If not specified in the figure legend, Mann Whitney two-tailed
tests were used for statistical analysis using GraphPad Prism software
(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001).
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SUPPLEMENTARY FIGURE 1

Gating strategy to test developing B cells in mice. (A) Bone marrow B cell
populations in wt andMARsEµ

D/D mice. Top row: B220+ CD117+ pre-pro B cells
were stained with V450–anti-B220, PE–anti-CD117 Abs. Bottom row: B220+
CD43High pro-B and B220+CD43Low pre-B cell populations were stained with
V450–anti-B220, FITC–anti-IgM, and PE–anti-CD43 Abs, gated on the IgM-
negative population. (B) Splenic B cell subsets in wt and MARsEµ

D/D mice. Top
row: CD21High CD23Low marginal zone and CD21Low CD23High follicular B cell
populations were stained with V450-anti-B220, PE–anti-CD21 and FITC–anti-
CD23 Abs, gated on B220+ population. Bottom row: IgM+IgD+ mature B cells
were stained with V450-anti-B220, FITC–anti-IgD and PE–anti-IgM Abs. (C)
Peritoneal cavity B cells in wt and MARsEµ

D/D mice. IgM+ CD5+ -B1a and IgM+
CD5- -B1b subsets were stained with V450-anti-B220, PE-anti-IgM, FITC-anti-
CD5 Abs, gated on the B220+ population.

SUPPLEMENTARY FIGURE 2

SHM frequency within JH4 intron. (A) SHM downstream from JH3 and JH4
segments in Peyer’s patch GC B cells sorted from wt and MARsEµ

D/D mice. For
each genotype, pie charts represent distribution of mutated sequences
(proportional to the area in each slice, data obtained by Sanger sequencing
method) in individually recombined IgH alleles. Number of individual clones is
reported in the center (after removal of clonally related sequences based on
VDJ junction). Each pie chart represent SHM obtained from an individual
experiment. Under each pie chart, SHM frequency, sequencing strategy and
sample type (individual mice or pool) is indicated. Mean SHM frequency and p
values are reported. (B) Bar graph displayed numbers of germinal center
structures obtained in the spleen of wt and MARsEµ

D/D mice upon SRBC-
immunization (left). Representative images of spleen section from immunized
wt and MARsEµ

D/D animals (right) (C) Equivalent data representation than
reported in A for SHM downstream from JH4 segments in splenic GC B cells
sorted from SRBC-immunized wt and MARsEµ

D/D mice. Mean SHM frequency
and p values are reported.

SUPPLEMENTARY FIGURE 3

SHM frequency downstream from cEµ region. (A) SHM downstream from cEµ
region in Peyer’s patch GC B cells sorted from wt andMARsEµ

D/D mice obtained
by GS junior sequencing. For each genotype, pie charts represent distribution of
mutated sequences (proportional to the area in each slice, data obtained by
Sanger and GS Junior sequencing method) in individually recombined IgH
alleles. Number of individual clones is reported in the center (after removal of
clonally related sequences based on VDJ junction). Each pie chart represent
SHM obtained from an individual experiment. Under each pie chart, SHM
frequency, sequencing strategy and sample type (individual mice or pool) is

indicated. Mean SHM frequency and p values are reported. (B) Left: schematic
representation of bothwt andMARsEµ

D alleles to illustrate the distance between
cEµ and Sµ region. Blue and red bars indicate the 473bp-designed region to
quantify SHM at the same distance from cEµ in the twomodels. Right: Bar graph
showing SHM frequency in the corresponding regions of wt and MARsEµ

D/D

mice, the analysis was performed on samples described in A.

SUPPLEMENTARY FIGURE 4

Annotated nucleotide map of the IgH-JH1 to Eµ germline region from of 129 wt
mice. All JH exons as well as coreEµ element are indicated by bold characters.
Start sites for antisense transcripts are reported as (*) according to the Alt study
(38). Location of primers used for strand-specific reverse transcription (S1, S2,
S3, AS0, AS1, AS2, AS3) are indicated by underlines. TaqMan qPCR amplicons (C,
A, A’) are highlighted in grey.

SUPPLEMENTARY FIGURE 5

Sense and antisense transcripts quantified with IgH JH3 and JH 4 exons with
additional TaqMan probes. (A)Murine IgH locus (not to scale) indicating location
of primers (S1, S2, S3; black arrows) within introns downstream from JH3 and
JH4 used for strand-specific reverse transcription to detect sense transcripts
(dotted arrows). Black bars (A’ and C) indicate location of q-PCR probes. Total
primary transcripts and primary sense transcripts were quantified with A’ and C
probes in Peyer’s patch GC B cells (dark colors) and in vitro-activated B cells
(light colors) from wt and MARsEµ

D/D mice. (B) Murine IgH locus (not to scale)
indicating location of primers (AS0, AS1, AS2, AS3; black arrows) within introns
downstream from JH2, JH3 and JH4 used for strand-specific reverse
transcription to detect antisense transcripts (dotted arrows). Black bars (A’ and
C) indicate location of q-PCR probes. Primary antisense transcripts quantified
with A’ and C probes in Peyer’s patch GC B cells (dark colors) and in vitro-
activated B cells (light colors) from wt and MARsEµ

D/D mice. Dots indicated
antisense transcripts start sites according to the Alt study (38). Baseline level was
either provided by using a RT template performed without primers (P-) or using
one strand-specific template that cannot be detected with the current probe
(T-). p-value was determined with two tailed Mann Whitney test; significant
differences are indicated by: *P<0.05; **P<0.01 and error bars represent SEM of
two to three independent experiments.

SUPPLEMENTARY FIGURE 6

Sense and antisense transcription and expression in naive B cells. (A) IgH Sense
(left bar graph) and antisense (right bar graph) transcripts quantified with A
probe in naive B cells sorted from Peyer’s patch in wt and MARsEµ

D/D mice. (A)
Intracellular IgM mean fluorescence intensities measured by flow cytometry in
naive B cells from Peyer’s patches of wt and MARsEµ

D/D mice. (C) IgH sense (left
bar graph) and antisense (right bar graph) transcripts quantified with A probe in
resting splenic B cells sorted from wt and MARsEµ

D/D mice. Bar graphs show
mean ± SEM of two independent experiments.

SUPPLEMENTARY FIGURE 7

Comparison of in-vitro Ig class switching inwt andMARsEµ
D/D mice. Percentage

of IgG3 and IgG1 positive cells measured by flow cytometry after respectively
LPS or LPS + IL4 stimulation for 3 days of splenic B cells sorted from wt and
MARsEµ

D/D mice. Bar graphs show mean ± SEM of one representative
experiment for each condition, gating strategy is indicated below.

SUPPLEMENTARY FIGURE 8

Base substitution patterns in BER- andMMR-deficient backgrounds. Comparison
of SHM-related base substitution patterns, reported as frequencies, at IgH in
Peyer’s patch GC B cells sorted from wt and MARsEµ

D/D mice models, bred in
genetic backgrounds deficient for base excision repair (UngD/D) and mismatch
repair (Msh2D/D). Data were obtained by NGS (Ion Proton) combined to DeMinEr
filtering (28). (A) Substitution pattern downstream from JH4 in double-deficient
UngD/D Msh2D/D background. (B) Substitution pattern downstream from JH4 in
DNA repair proficient (Ung+/+ Msh2+/+) background. Relative proportions of
transitions and transversions at dC/dG pairs are reported in an additional bar
graph. (C) Substitution pattern downstream from JH4 in UngD/D background. (D)
Substitution pattern downstream from Iµ in double-deficient UngD/D Msh2D/D

background. (E) Substitution pattern downstream from Iµ in DNA repair
proficient (Ung+/+ Msh2+/+) background. (F) Substitution pattern downstream
from Iµ in UngD/D background. p-value was determined with two tailed Mann
Whitney test; significant differences are indicated by: *P<0.05; **P<0.01 and error
bars represent SEM of two to three independent experiments.
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SUPPLEMENTARY TABLE 1

MARsEµ deletion led to normal B-lineage cell development. Bone Marrow and
peripheral B cell subsets counts in wt and MARsEµ

D/D mice. Absolute numbers
are reported as mean± SEM. Significance was assessed with Student T test. P
value is indicated when difference is significant.

SUPPLEMENTARY TABLE 2

SHM data (NGS) from individual mice in DNA repair proficient background. Total
number of mutations, total number of bp analyzed and mutation frequencies
for wt andMARsEµ

D/D mice. (A) Data from intron 3’ to JH4 in Peyer’s patches GC
B cells, (B) Data from spleen GC B cells from SRBC-immunized mice, (C) Data
from intron 3’ to Iµ in Peyer’s patches GC B cells.

SUPPLEMENTARY TABLE 3

Unselected SHM within out of frame VDJ exons in GC B cells sorted from Peyer’s
patch. Unique VDJ junctions, rearranged to JH3 and JH4 segments, were obtained

after amplification, cloning and sequencing by classical Sanger method of DNA
extracted from fromPeyer’s patch sortedGCB cells (n=2 to 3 independent samples
corresponding to individual mice or pools of 7 to 12 mice of each genotype). SHM
data were calculated after processing individually recombined IgH alleles by IMGT
V-Quest software (https://www.imgt.org/IMGT_vquest); numbers of base
substitutions identified as SHM by the software in the FR3 and CDR3 regions are
reported in the table and were used to calculate SHM frequencies.

SUPPLEMENTARY TABLE 4

SHM data (NGS) from individual mice in genetic backgrounds deficient for base
excision repair (Ung-deficient) and mismatch repair (Msh2-deficient). Total number
of mutations, total number of bp analyzed and mutation frequencies. (A) Data from
intron 3’ to JH4 in Peyer’s patches GC B cells ofUngD/DMsh2D/D andUngD/DMsh2D/D

MARsEm  
D=D mice, (B) Data from UngD/D and UngD/D MARsEm  

D=D mice, (C) Data from
intron 3’ to Iµ in Peyer’s patches GC B cells of UngD/D Msh2D/D and UngD/D Msh2D/D

MARsDEm mice, (D) Data from UngD/D and UngD/D MARsEµ
D/D mice.

References

1. Perlot T, Alt FW. Cis-regulatory elements and epigenetic changes control genomic
rearrangements of the IgH locus. Adv Immunol (2008) 99:1–32. doi: 10.1016/S0065-2776
(08)00601-9

2. Scheuermann RH, Garrard WT. MARs of antigen receptor and co-receptor genes. Crit
Rev Eukaryot Gene Expr (1999) 9:295–310. doi: 10.1615/CritRevEukarGeneExpr.v9.i3-4.140

3. Gluch A, Vidakovic M, Bode J. Scaffold/matrix attachment regions (S/MARs):
relevance for disease and therapy. Handb Exp Pharmacol (2008), 186:67–103. doi:
10.1007/978-3-540-72843-6_4

4. Teves SS, Henikoff S. DNA Torsion as a feedback mediator of transcription and
chromatin dynamics. Nucleus (2014) 5:211–8. doi: 10.4161/nucl.29086

5. Pommier Y, Sun Y, Huang S-YN, Nitiss JL. Roles of eukaryotic topoisomerases in
transcription, replication and genomic stability. Nat Rev Mol Cell Biol (2016) 17:703–21.
doi: 10.1038/nrm.2016.111

6. Cockerill PN, Yuen MH, Garrard WT. The enhancer of the immunoglobulin heavy
chain locus is flanked by presumptive chromosomal loop anchorage elements. J Biol Chem
(1987) 262:5394–7. doi: 10.1016/S0021-9258(18)61200-1

7. Perlot T, Alt FW, Bassing CH, Suh H, Pinaud E. Elucidation of IgH intronic
enhancer functions via germ-line deletion. Proc Natl Acad Sci USA (2005) 102:14362–7.
doi: 10.1073/pnas.0507090102

8. Afshar R, Pierce S, Bolland DJ, Corcoran A, Oltz EM. Regulation of IgH gene
assembly: role of the intronic enhancer and 5’DQ52 region in targeting DHJH
recombination. J Immunol (2006) 176:2439–47. doi: 10.4049/jimmunol.176.4.2439

9. Marquet M, Garot A, Bender S, Carrion C, Rouaud P, Lecardeur S, et al. The em
enhancer region influences h chain expression and b cell fate without impacting IgVH
repertoire and immune response in vivo. J Immunol (2014) 193:1171–83. doi: 10.4049/
jimmunol.1302868

10. Ronai D, Iglesias-Ussel MD, Fan M, Shulman MJ, Scharff MD. Complex regulation
of somatic hypermutation by cis-acting sequences in the endogenous IgH gene in
hybridoma cells. Proc Natl Acad Sci USA (2005) 102:11829–34. doi: 10.1073/
pnas.0505449102

11. Azuma T, Motoyama N, Fields LE, Loh DY. Mutations of the chloramphenicol
acetyl transferase transgene driven by the immunoglobulin promoter and intron
enhancer. Int Immunol (1993) 5:121–30. doi: 10.1093/intimm/5.2.121

12. Giusti AM, Manser T. Hypermutation is observed only in antibody h chain V
region transgenes that have recombined with endogenous immunoglobulin h DNA:
implications for the location of cis-acting elements required for somatic mutation. J Exp
Med (1993) 177:797–809. doi: 10.1084/jem.177.3.797

13. Motoyama N, Miwa T, Suzuki Y, Okada H, Azuma T. Comparison of somatic
mutation frequency among immunoglobulin genes. J Exp Med (1994) 179:395–403. doi:
10.1084/jem.179.2.395

14. Bachl J, Wabl M. Enhancers of hypermutation. Immunogenetics (1996) 45:59–64.
doi: 10.1007/s002510050167

15. Lin MM, Green NS, ZhangW, Scharff MD. The effects of e mu, 3’alpha (hs 1,2) and
3’kappa enhancers on mutation of an ig-VDJ-Cgamma2a ig heavy gene in cultured b cells.
Int Immunol (1998) 10:1121–9. doi: 10.1093/intimm/10.8.1121

16. Ronai D, Berru M, Shulman MJ. Variegated expression of the endogenous
immunoglobulin heavy-chain gene in the absence of the intronic locus control region.
Mol Cell Biol (1999) 19:7031–40. doi: 10.1128/MCB.19.10.7031

17. Li F, Yan Y, Pieretti J, Feldman DA, Eckhardt LA. Comparison of identical and
functional igh alleles reveals a nonessential role for em in somatic hypermutation and class-
switch recombination. J Immunol (2010) 185:6049–57. doi: 10.4049/jimmunol.0902992

18. Sakai E, Bottaro A, Davidson L, Sleckman BP, Alt FW. Recombination and
transcription of the endogenous ig heavy chain locus is effected by the ig heavy chain
intronic enhancer core region in the absence of the matrix attachment regions. Proc Natl
Acad Sci USA (1999) 96:1526–31. doi: 10.1073/pnas.96.4.1526

19. Kohwi-Shigematsu T, Maass K, Bode J. A thymocyte factor SATB1 suppresses
transcription of stably integrated matrix-attachment region-linked reporter genes.
Biochemistry (1997) 36:12005–10. doi: 10.1021/bi971444j

20. Wang Z, Goldstein A, Zong RT, Lin D, Neufeld EJ, Scheuermann RH, et al. Cux/
CDP homeoprotein is a component of NF-muNR and represses the immunoglobulin
heavy chain intronic enhancer by antagonizing the bright transcription activator.Mol Cell
Biol (1999) 19:284–95. doi: 10.1128/MCB.19.1.284

21. Kaplan MH, Zong RT, Herrscher RF, Scheuermann RH, Tucker PW.
Transcriptional activation by a matrix associating region-binding protein. contextual
requirements for the function of bright. J Biol Chem (2001) 276:21325–30. doi: 10.1074/
jbc.M100836200

22. Wiersma EJ, Ronai D, Berru M, Tsui FW, Shulman MJ. Role of the intronic
elements in the endogenous immunoglobulin heavy chain locus. either the matrix
attachment regions or the core enhancer is sufficient to maintain expression. J Biol
Chem (1999) 274:4858–62. doi: 10.1074/jbc.274.8.4858
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between immunoglobulin heavy-chain transcription and RNA surveillance during b cell
development. Mol Cell Biol (2012) 32:107–17. doi: 10.1128/MCB.06138-11

38. Perlot T, Li G, Alt FW. Antisense transcripts from immunoglobulin heavy-chain
locus V(D)J and switch regions. Proc Natl Acad Sci USA (2008) 105:3843–8. doi: 10.1073/
pnas.0712291105

39. Bolland DJ, Wood AL, Johnston CM, Bunting SF, Morgan G, Chakalova L, et al.
Antisense intergenic transcription in V(D)J recombination. Nat Immunol (2004) 5:630–7.
doi: 10.1038/ni1068

40. Zhao Y, Dunn-Walters DK, Barone F, Spencer J. Antisense transcripts of V(D)J
rearrangements; artifacts caused by false priming? Mol Immunol (2009) 46:2357–62. doi:
10.1016/j.molimm.2009.03.020

41. Li W, Notani D, Rosenfeld MG. Enhancers as non-coding RNA transcription units:
recent insights and future perspectives. Nat Rev Genet (2016) 17:207–23. doi: 10.1038/
nrg.2016.4

42. Laffleur B, Basu U, Lim J. RNA Exosome and non-coding RNA-coupled
mechanisms in AID-mediated genomic alterations. J Mol Biol (2017) 429:3230–3241.
doi: 10.1016/j.jmb.2016.12.021

43. Lim J, Giri PK, Kazadi D, Laffleur B, Zhang W, Grinstein V, et al. Nuclear
proximity of Mtr4 to RNA exosome restricts DNA mutational asymmetry. Cell (2017)
169:523–537.e15. doi: 10.1016/j.cell.2017.03.043

44. Laffleur B, Lim J, Zhang W, Chen Y, Pefanis E, Bizarro J, et al. Noncoding RNA
processing by DIS3 regulates chromosomal architecture and somatic hypermutation in b
cells. Nat Genet (2021) 53:230–42. doi: 10.1038/s41588-020-00772-0

45. Rada C, Di Noia JM, Neuberger MS. Mismatch recognition and uracil excision
provide complementary paths to both ig switching and the A/T-focused phase of somatic
mutation. Mol Cell (2004) 16:163–71. doi: 10.1016/j.molcel.2004.10.011

46. Shen HM, Tanaka A, Bozek G, Nicolae D, Storb U. Somatic hypermutation and
class switch recombination in Msh6(-/-)Ung(-/-) double-knockout mice. J Immunol
(2006) 177:5386–92. doi: 10.4049/jimmunol.177.8.5386

47. Liu M, Duke JL, Richter DJ, Vinuesa CG, Goodnow CC, Kleinstein SH, et al. Two
levels of protection for the b cell genome during somatic hypermutation. Nature (2008)
451:841–5. doi: 10.1038/nature06547

48. Feng Y, Li C, Stewart JA, Barbulescu P, Seija Desivo N, Álvarez-Quilón A, et al.
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SATB1 (Special A-T rich Binding protein 1) is a cell type-specific factor that regulates the genetic network in developing T cells and
neurons. In T cells, SATB1 is required for lineage commitment, VDJ recombination, development and maturation. Considering that
its expression varies during B-cell differentiation, the involvement of SATB1 needs to be clarified in this lineage. Using a KO mouse
model in which SATB1 was deleted from the pro-B-cell stage, we examined the consequences of SATB1 deletion in naive and
activated B-cell subsets. Our model indicates first, unlike its essential function in T cells, that SATB1 is dispensable for B-cell
development and the establishment of a broad IgH repertoire. Second, we show that SATB1 exhibits an ambivalent function in
mature B cells, acting sequentially as a positive and negative regulator of Ig gene transcription in naive and activated cells,
respectively. Third, our study indicates that the negative regulatory function of SATB1 in B cells extends to the germinal center
response, in which this factor limits somatic hypermutation of Ig genes.

Keywords: B cells; Nuclear factor; Ambivalent; Somatic hypermutation
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INTRODUCTION
The transcription factor Special A-T rich binding protein 1 (SATB1)
is a factor able to bind to Matrix Attachment Regions (MAR) in the
nucleus [1]. This specific MAR-binding protein (MAR-BP) is
indispensable for T lymphocyte development [2–4] through its
involvement in properly organizing nuclear architecture, especially
chromatin folding [5–7]. Murine SATB1, sharing more than 98%
identity with its human homolog, can multimerize through a
ubiquitin-like domain [8] and interacts with chromatin through its
CUT-like and homeodomains, which are involved in DNA binding
affinity and specificity, respectively [9, 10]. One historic feature of
SATB1 is its ability to bind nuclear matrix proteins [11, 12]. Another
essential feature, as a transcription factor, is its capacity to bind
DNA for gene regulation. Strikingly, such interactions were found
to occur in nucleosome-dense regions, preferentially at AT-rich
sequences in the nucleosomal core [13], a feature that strongly
supports its candidacy as a pioneer factor. Given its multivalent
potency as a nuclear matrix scaffolding factor, a genome organizer
involved in chromatin looping and a transcription factor, the exact
mechanism linking this MAR-BP to gene regulation remains
puzzling. The large body of literature related to SATB1 in T cells
suggests that this factor is capable of flexible functions, either
binding to euchromatin [5, 6] or nucleosome-dense regions [13],
depending on the cell type and development stage assessed.
Long-distance interactions between promoters and enhancers can

be promoted by SATB1 homotetramerization [8]. A negative
regulatory function for SATB1 was attributed to its capacity to
recruit chromatin modifiers such as histone deacetylase 1 (HDAC1)
[14]. Indeed, SATB1 is subject to posttranslational modification:
phosphorylation of this MAR-BP modifies interactions with
chromatin corepressor and coactivator complexes, leading to a
switch in its transcriptional activity [15, 16]; SATB1 acetylation
disrupts its interaction with C-terminal binding protein 1 (CtBP1)
[17]. Moreover, regulation of the Satb1 gene is tightly regulated in
T cells by interchanging promoter usage, resulting in fine tuning
of protein expression [18, 19]. These multiple levels of regulation
suggest the need for meticulous control of SATB1 expression.
SATB1 deletion in mice led to major alterations in neuronal,

hematopoietic and immune systems [2, 20] and pointed out broad
and critical functions for this protein in mouse development.
SATB1 is a major player in early hematopoiesis since it promotes
hematopoietic stem cell (HSC) self-renewal [21]. Based on its
relative expression level in differentiating HSCs [22], SATB1 favors
the lymphoid lineage [23]. In erythrocytes and myeloid cells, this
protein also modulates epigenetic marks by association with CREB
binding protein (CBP) to control β-globin and NADPH oxidase
gene expression [24–26]. There is also growing evidence showing
that SATB1 is involved in cancer and autoimmune diseases
[6, 7, 27, 28], highlighting the necessity to decipher its regulation
in immune cells.
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Due to thymus alteration in Satb1 KO mice [2], SATB1’s
functions were largely studied in T cells. Initially described as a
repressor factor [12, 29], SATB1 proved to also be a transcriptional
activator [6, 30]. As an example of ambivalence, SATB1 could
repress c-myc in resting T cells while stimulating its expression in
activated T cells [3]. It is now established that SATB1 is a major
regulator of thymocyte development throughout all differentia-
tion stages from progenitors to regulatory subsets [28, 31, 32].
One notable role of SATB1 in T cells is its activator function for Rag
gene expression to promote VDJ recombination and shape the
T-cell receptor repertoire [33, 34]. In this context, SATB1 has been
shown to bridge Rag1 and Rag2 gene promoters and the distant
antisilencer element (ASE) of this locus [33].
In contrast to the vast knowledge on SATB1 fine tuning and

regulatory functions in T lymphocytes, little is known about the
potency of SATB1 in regulating B-cell development beyond HSC
fate decisions [22, 23]. Initial studies reported a discrete defect in
B-cell numbers in Satb1 KO mice [2]. Taking advantage of their
elegant fluorescent reporter model, the Yokota group described
fluctuations in Satb1 expression throughout B-cell development
with higher expression in naive B-cell subsets. In this study, the
authors proposed that SATB1 is involved in BCR-mediated B-cell
survival [35]. Many aspects of the literature point to a potential
function for SATB1 during B-cell development. Given its regulatory
function in Rag gene expression in T cells [33], the potential
implication of SATB1 in V(D)J recombination of Ig genes in B cells
needs to be examined. Moreover, since SATB1 was discovered by
its ability to bind the MAREµ region of the IgH locus [1], we
postulated a role for SATB1 in Ig heavy chain expression.
In this study, we examined SATB1 involvement in B-lineage cell

development and depicted its critical function in immunoglobulin
production using a conditional KO mouse model allowing deletion
of this factor in B-lineage cells. Although we found SATB1 to be
nonessential for B-cell development, we showed that this factor
displays an ambivalent function in late developing B-cell subsets,
acting sequentially as a positive and then negative regulator of Ig
gene transcription. The negative regulatory function of SATB1
extends to the germinal center reaction in which this factor limits
Ig gene somatic hypermutation.

MATERIALS AND METHODS
Mice
Satb1tm1a/wt mice were obtained from the Mouse Clinical Institute (MCI)
(IR00004167/P4167). First, crossings with 129S4/SvJae-Gt(ROSA)
26Sortm2(FLP*)sor/J mice (The Jackson Laboratory) removed the reporter
and marker cassette placed between Frt sites. Second crossings with B6.
C(CG)-Cd79atm1(cre)Reth/EhobJ mice (The Jackson Laboratory) deleted Satb1-
exon4 due to CRE recombinase expression in B-lineage cells [36]. Aicda−/−

homozygous mice (kindly provided by Pr. T. Honjo) were used to prepare
control samples devoid of SHM, as reported in [37]. All experiments, except
3C-HTGTS, were performed on two-month-old mice. The primers used for
genotyping are listed in Supplementary Table S1. All animal strains were
bred and maintained in SPF conditions at 21–23 °C with a 12-h light/dark
cycle. Procedures were reviewed and approved by the Ministère de
l’Enseignement Supérieur, de la Recherche et de l’Innovation APA-
FIS#16639-2018090612249522v2.

Western blotting
B cells from the spleen were sorted with an EASYSEP MOUSE B-cell
isolation kit (Stem Cell Technologies) and lysed using RIPA buffer (Santa
Cruz) supplemented with a protease inhibitor (Orthovanadate, PMSF,
anti-protease cocktail). Proteins were quantified with a Pierce BCA
Protein Assay kit (Thermo Scientific) and denatured for 5 min at 95 °C.
TGX Stain-free FastCast 12% acrylamide gels (Bio-Rad Laboratories) were
used to separate proteins that were transferred to Transblot Turbo
polyvinylidene fluoride membranes (Bio-Rad Laboratories) with a
Transblot Turbo Transfer System. After blocking incubation with
phosphate-buffered saline (PBS)-5% skim milk, the membrane was
incubated with SATB1 primary antibody overnight at 4 °C. The

membrane was incubated with secondary antibody in PBS-3% milk.
Proteins were detected and quantified with PIERCE ECL Western blotting
Substrate (Thermo Scientific) and ChemiDoc Touch Imaging System
coupled to Image Lab J6.0 software (Bio-Rad Laboratories). The
antibodies and concentrations used are listed in Supplementary Table S2.
Unprocessed raw data are provided in Supplementary Fig. S1A.)

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
Sera were collected from the blood of two-month-old mice. Supernatants
were obtained after sorting B cells from spleens and in vitro LPS activation
for 4 days. Plates were coated overnight with 1 µg/ml of primary antibody
goat anti-mouse unlabeled IgM, IgG3, IgG1 or IgA (Southern Biotech)
diluted in sodium carbonate buffer. Plates were blocked with PBS-3%
bovine serum albumin for 1 h at 37 °C. Supernatant or diluted sera were
incubated for 2 h at 37 °C, and then secondary antibody conjugated with
alkaline phosphatase (Southern Biotech) was incubated for 1 h at 37 °C.
Enzymatic reactions were performed by adding SigmaFastTM p-nitrophenyl
phosphate tablets. DO was measured at 405 nm on a Thermo Scientific
MULTISKAN FC. The antibodies and concentrations used are listed in
Supplementary Table S2.

Flow cytometry
To analyze B-cell populations, spleen and bone marrow were collected,
crushed and filtered through a 40 µm Clearline Strainer (Fisherbrand);
lymphocyte numbers were quantified in a Cell-Dyn Emerald counter
(Abbott). Cell suspensions were labeled in FACS buffer (PBS buffer
(Eurobio), 10% BSA (Stem Cell Technologies) and 2mM EDTA) containing
antibodies for 20min at 4 °C and analyzed on a BD LSRFortessa SORP flow
cytometer (BD Bioscience). For intracellular staining, cells were first stained
for surface markers. After washing, the cells were treated with the
Intraprep fixation/permeabilization kit (Beckman Coulter, A07803) follow-
ing the manufacturer’s instructions. Mean fluorescence intensity values
were normalized to WT values; antibodies used are provided in
Supplementary Table S2. Gating strategies to evaluate the proportions
and numbers of B-cell subsets are provided in Supplementary Fig. S1.

RNA extraction
Pre-B cells, splenic resting B cells, in vitro-activated cells with LPS for 2 or
4 days, plasma cells and GC B cells were lysed with TRIZOL Reagent
(Ambion Life Technologies), and RNA extraction was performed following
the recommendations of the DirectZol RNA microprep kit (ZymoResearch).

RT‒qPCR
One microgram of RNA from B-cell subset samples was treated with DNase
I Amplification Grade (Invitrogen), and reverse transcription was performed
following the High Capacity cDNA Reverse Transcription kit protocol
(Applied Biosystems). Quantitative PCR was performed on 20 ng cDNA
using either SensiFAST Probe Hi-ROX or SensiFAST SYBR Hi-ROX kits
(BioLine) on a Quant Studio III (Applied BioSystem). IgH and Igk primary
transcripts were quantified as previously described [38]. Satb1 transcripts
were measured by TaqMan assays with Mm.PT.58.13287891 (IDT), Rag 1
and Rag 2 transcripts with Mm01270936_m1 and Mm00501300_m1
(ThermoFisher), respectively. Transcript quantification was carried out with
normalization to Hprt (Mm.PT.58.32092191 - IDT) for resting and in vitro-
stimulated cells and to B220 (Mm.PT.58.32086646 - IDT) for GC B cells.
Specific primers designed to amplify membrane and secreted Igµ
transcripts, as well as Sµ transcripts, are listed in Supplementary Table S1.

Repertoire
Pre-B cells from bone marrow were enriched using a mouse CD25
MicroBead Kit (Miltenyi Biotec). Library preparation was adapted from
methods previously described [39, 40]. Transcripts were amplified by
5’RACE PCR using reverse primer hybridizing within the µ gene and Cap
race primer carrying unique molecular identifiers (UMIs) [41]. ProtoScript® II
(New England Biolabs, Ipswich, MA) was used for reverse transcription, and
amplicons were obtained using Phusion® High Fidelity DNA Polymerase
(New England Biolabs, Ipswich, MA) according to the manufacturer’s
instructions. (Primers are listed in Supplementary Table S1). Illumina
adapter and tag sequences were added by primer extension [42]. The
resulting libraries were sequenced on an Illumina MiSeq sequencing
system using MiSeq Reagent kit V3 600 cycles. Paired reads were merged
as previously described [42], and UMIs were treated with MIGEC software.
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Repertoire analysis was performed using the IMGT/HIGHV-QUEST online
tool (http://imgt.org/) [43].

In vitro stimulation
Splenic B cells isolated with the EASYSEP MOUSE B-cell isolation kit (Stem
Cell Technologies) were cultured at 1 × 106 cells/mL in RPMI 1640 medium
(Eurobio) supplemented with 10% fetal bovine serum (Dutscher), 2 mM
glutamine (Eurobio), 1% Eagle’s nonessential amino acids (Eurobio), 50 U/
ml penicillin‒streptomycin (Gibco), 1 mM sodium pyruvate (Eurobio), and
129 µM 2-β-mercaptoethanol (Sigma‒Aldrich) in the presence of 1 µg/ml
lipopolysaccharide (LPS-Invivogen). An aliquot of cells was collected for
analysis and sample preparation at Day 2 or 4 after stimulation. The same
isolation protocol and cell culture reagents were used for anti-CD40+ IL4
in vitro stimulation by replacing LPS with 5 µg/ml anti-CD40 antibody (R&D
Systems, listed in Supplementary Table S2) and 20 ng/mL recombinant
mouse IL4 (Peprotech). An aliquot of cells was collected for analysis and
sample preparation at Days 3 and 4 after stimulation.

In vitro ethynil-deoxyuridine (EdU) incorporation
Splenic B cells were cultured as described above, and EdU was added
48 h later and incubated for 24 h. Cells were then processed by following
the recommendations of the Click-it EdU Alexa Fluor 488 Flow Cytometry
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific). EdU incorporation was evaluated by
flow cytometry on a BD LSRFortessa SORP flow cytometer (BD
Bioscience).

NP-CGG immunization
Nitrophenylacetyl-Chicken Gamma Globulin (NP-CGG) immunization was
realized by injecting 100 µg NP-CGG (N-5055C-5 Biosearch Technologies)
precipitated with complete for the first intraperitoneal injection (Day 0)
and incomplete Freund’s adjuvant for the second one at Day 12.
Preimmune sera were collected before Day 0, and immunized sera were
collected at Days 8 and 17. Mice were sacrificed on Day 17, and splenic GC
B cells were sorted to extract DNA for SHM quantification by HTS.

Cell sorting
Plasma cells from spleen or plasmablasts from in vitro stimulation were
sorted using B220 and CD138 surface markers on a BD FACS ARIA III (BD
Bioscience). GC B cells were sorted using B220 and GL7 cell surface markers
(Supplementary Table S2).

Somatic hypermutation analysis
SHM analysis was performed on B220+/GL7+ GG B cells sorted from
Peyer’s patches or immunized spleens from wt, Satb1 cKO and Aicda KO
mice. 5′Sµ, 3′JH4 and 3′Jκ5 intronic regions were amplified from 10,000
cells with specific primers (listed in Supplementary Table S1) using Phusion
High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs) and according to the
following program: denaturation (98 °C 10 s), hybridization (69 °C 30 s) and
amplification (72 °C 1 min) for 38 cycles. Libraries were constructed with an
Ion Xpress Plus gDNA Fragment Library kit (Cat. no. 4471269, Life
Technologies) and sequenced on the Ion-Proton System S5. SHM
frequencies were determined using raw data analyzed with the DeMinEr
tool [37].

RNA sequencing
RNA-Seq analysis was performed on splenic resting B cells sorted with an
Easysep Mouse B-cell isolation kit (Stem Cell Technologies), in vitro-
activated B cells with LPS (bulk culture, at Day 2) and in vitro LPS-
differentiated plasmablasts (sorted at Day 4). Sample quality controls and
library preparation were performed at the GeT-Santé facility (Inserm,
Toulouse, France, get.genotoul.fr). i/Quality control: RNA concentration and
purity were determined using an ND-2000 Spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA). RNA integrity was checked with a
Fragment Analyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) using the RNA
Standard Sensitivity Kit. 260/280 purity ratios were all ≥1.8, and integrity
indices were of good quality (8.3–10 RIN and >1.7 28 S/18 S ratios). ii/
Library preparation (GeT-Santé): RNA-seq paired-end libraries were
prepared according to Illumina’s protocol with some adjustments using
the TruSeq Stranded Total RNA Gold Library Prep Kit (Illumina, San Diego,
USA). Briefly, between 934–1000 ng of total RNA was first ribo-zero
depleted using Illumina Ribo-Zero probes. Then, the remaining RNA was
fragmented for 2 min and retrotranscribed to generate double-stranded

cDNA. Compatible adaptors were ligated, allowing the barcoding of the
samples with unique dual indices. Libraries were amplified by 12 PCR
cycles, and an additional final purification step resulted in 280–700 bp
fragments. Library quality was assessed using the HS NGS kit on the
Fragment Analyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, USA). iii/Library
quantification (GeT-PlaGe): quantification and sequencing were performed
at the GeT-PlaGe core facility (INRAE, Toulouse, France). Libraries were
quantified by qPCR using the KAPA Library Quantification Kit (Roche, Basel,
Switzerland) to obtain accurate quantification. iiii/Sequencing (GeT-PlaGe):
libraries were equimolarly pooled, and RNA sequencing was then
performed on one S4 lane of the Illumina NovaSeq 6000 instrument
(Illumina, San Diego, USA) using the NovaSeq 6000 S4 v1.5 Reagent Kit
(300 cycles), and a paired-end 2 × 150 bp strategy.

RNA-sequencing analysis
Paired-end reads were mapped on the GRCm38 mouse genome that was
previously indexed with “Mus_musculus.GRCm38.dna.primary_assem-
bly.fa” and “Mus_musculus.GRCm38.102.chr_patch_hapl_scaff.gtf” files
from ENSEMBL release 102. Index and mapping steps were both
performed with STAR v2.6.0c [44]. Then, featureCounts v2.0.1 [45] was
used to count reads by gene. An R script named template_script_DE-
Seq2_CL.r of SARTools [46] was run first with all count data to retrieve a
PCA and check if biological variability was the main source of variance in
the data. Then, the same script was run for each desired differential
analysis with count data from defined reference and interest conditions.
Differentially regulated genes with an adjusted p value of 0.05 and a fold
change ≤−1.5 or ≥ 1.5 were selected for downstream analysis. Gene
SYMBOLs were converted to ENTREZIDs with the bitr function of the R
ClusterProfiler package [47]. The resulting ENTREZIDs and their associated
log2fold change were then used to calculate enriched biological pathway
profiles of different gene clusters (Down in cKO, Up in cKO, Down in WT
and Up in WT) using the CompareCluster function of ClusterProfiler [47]
with p value and q value thresholds set to 0.01 and 0.05, respectively. The
resulting enriched functional profiles were filtered through a Gene
Ontology list consisting of the hierarchical children of the following
biological pathway terms: B-cell costimulation, B-cell selection, humoral
immune response, immunoglobulin production, memory B-cell differentia-
tion, regulation of the apoptotic process of mature B cells, and SHM
(Supplementary Table S3). Terms that were enriched in all downregulated
gene clusters or all upregulated clusters were discarded.

3C-HTGTS
3C-HTGTS was performed as previously described [48]. Briefly, 10 million
resting and LPS-stimulated B cells (at Day 3) were crosslinked with 2%
formaldehyde in 10% FCS PBS for 10min at RT with rotation. Crosslinking
was stopped by adding glycine at 0.1 M. Then, the cells were lysed in
50mM Tris, 150mM NaCl, 5 mM EDTA, 0.5% NP-40, and 1% TX-100
supplemented with protease inhibitor (ROCHE #11873580001). Nuclei were
resuspended in 0.3% SDS for 1 h at 37 °C at 900 rpm and then neutralized
with Triton TX-100 for 1 h. DNA restriction was performed using CviQ1
(Thermo Fisher ER0211) in B buffer (Thermo Fisher #BB5) overnight at 37 °C
before heat inactivation for 25min at 65 °C. Overnight ligation was
performed at 16 °C and 300 rpm. Next, DNA was treated with proteinase K
and RNase and cleaned with phenol/chloroform. After the 3 C step, the
LAM-HTGTS protocol was performed [49]. Briefly, 3 C DNA was sonicated
using the Bioruptor (Diagenode; two pulses at low intensity for 20 s), and
10 μg was used for the LAM-HTGTS step. Sµ bait was used for primer
elongation. These single-stranded DNA fragments were incubated with
streptavidin beads (Dynabeads C1 streptavidin beads; Invitrogen) over-
night at RT and washed with BW buffer (1 M NaCl, 5 mM Tris-HCl pH 7.4,
0.5 mM EDTA pH 8.0). Universal I7 adaptors were ligated before nested PCR
was performed with Sµ nested and universal I7 reverse primers (all primers
are listed in Supplementary Table S1). After the Tagged PCR with I7 and I5
Illumina primers, PCR products were cleaned using a PCR clean-up kit
(Macherey-Nagel REF#740609) and validated after migration on a
BioAnalyser (Agilent). 3C-HTGTS libraries were sequenced on a 300 bp
paired-end MiSeq V3 with 20% PhiX.

Analysis of 3C-HTGTS
Sequencing reads were aligned to the mm10 genome and processed as
previously described [49]. Each 3C-HTGTS library plotted for comparison was
normalized by randomly selecting a number of junctions equal to the total
number of junctions present in the smallest library in the comparison set.
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RESULTS
Conditional deletion of Satb1 in murine B lineage cells
Since depletion of Satb1 in ES cells and mouse embryos resulted
in multiple dysfunctions and did not allow animals to survive
beyond 1 month of age [2], we evaluated the SATB1 contribu-
tion to B-cell development in a conditional knockout model
inducing SATB1 depletion in B lineage cells from the pro-B-cell
stage. In our model, initially derived from the Satb1tm1a allele,
the Satb1 conditional allele (Satb1flx) contains exon 4 flanked
with two LoxP sites that permit its specific deletion when
coupled to one allele carrying a CRE recombinase insertion into
the Cd79a gene (Cd79acre) [36] (Fig. 1A). Mice carrying the
homozygous SATB1 deletion in B-lineage cells (Satb1flx/flx

Cd79acre/+, referred as cKO conditional knockout) were

compared to heterozygous littermates (Satb1flx/+ Cd79acre/+,
referred as cHet: conditional heterozygous) and to wt littermates
carrying an identical conditional allele but devoid of CRE
expression (Satb1flx/+ Cd79a+/+, referred to as WT). Western
blot experiments performed on sorted splenic B cells from these
three genotypes confirmed that Satb1-exon4 deletion induced
complete protein depletion (Fig. 1B, unprocessed raw data are
provided in Supplementary Fig. S1).

SATB1 depletion in B lineage cells allows normal B-cell
development and IgH repertoire
By querying the ImmGen database [50], we examined Satb1
expression in developing B-lineage cells and noted that all
subtypes of B-lineage cells expressed Satb1 transcripts
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(Supplementary Fig. S2A). Common lymphoid progenitor and
prepro B cells, also mentioned as Hardy fraction A, both displayed
higher SATB1 expression. This was not surprising given that SATB1
has been reported to favor lymphocyte lineage differentiation
from hematopoietic stem cells [23]. While a consistent drop in
Satb1 transcription was observed at pro- and pre-B stages, a
second wave of Satb1 gene expression occurred in transitional
and mature resting B cells present in splenic follicles or the
marginal zone as well as in splenic memory B cells. Satb1 gene
expression further decreased in antigen-activated cells such as
germinal center centrocytes to reach its minimal level in
proliferating cell subsets such as centroblasts and plasmablasts
(Supplementary Fig. S2A). In B cells from WT mice, we
experimentally confirmed a significant decrease in Satb1 tran-
scripts by RT‒qPCR assays when comparing naive and GC B cells
sorted from Peyer’s patches (Fig. 1C). The same findings,
corroborating expression profiles described in the ImmGen
database, were very recently documented in a mouse model
carrying a tomato-reporter transgene knocked into a Satb1 allele
[35]. This converging evidence for variable expression of Satb1,
according to B-cell subsets, supposes a narrow regulation and
suggests an accurate function of this factor in the B-cell lineage.
To determine the SATB1 contribution throughout B-cell

development and maturation, we analyzed B-cell populations
from WT, cHet, and cKO mice by flow cytometry (Supplementary
Fig. S1). Absolute numbers of B-lineage cell subsets from bone
marrow (Fig. 1D left and middle) and spleen (Fig. 1D right) were
not affected by Satb1 gene inactivation, suggesting, despite its
contribution to lymphocyte lineage initiation [22], that SATB1
was not required for B-cell development. Our findings that early
B-cell development was not impaired in our cKO mice excluded
any function for SATB1 in B-lineage choice maintenance. These
data were consistent with studies from Kanakura and Steidl
groups [21, 22] that previously hypothesized that SATB1
function was restricted to stem cell renewal and fate of hema-
topoietic lineages.
Since SATB1 binding to the ASE region is known to modulate

Rag gene expression in T cells and incidentally impact TCR
rearrangements [33], the consistent expression of this factor in
early committed and developing B cells could confer a similar
function on Ig gene rearrangements. We investigated this point by
first analyzing Rag gene expression by RT‒qPCR and found that
sorted bone marrow pre-B cells from WT and cKO animals
expressed similar transcript levels (Supplementary Fig. S2B). The
strikingly different impact of SATB1 deletion on Rag expression in
B and T cells could be indirectly explored by comparing DNA
accessibility in the region close to Rag gene regions from WT B-
and T-lineage cell precursors. Such a detailed study was provided
by the consortium of the Immunological Genome Project that
performed ATAC-seq in B and T-cell precursors [51]. This study
indicates that while the DNA region encompassing the SATB1-
binding ASE regulatory element was accessible in T-lineage
precursor cells, this was not the case in bone marrow cell subsets
of the B-cell lineage (a comparison focused on Rag gene loci is
provided in Supplementary Fig. S2C). Notably, B-lineage precur-
sors display other accessible regulatory regions, such as the Erag
element located close to Rag gene regions. It is then reasonable to
suppose that the ASE region is not active in the B-cell lineage,
which could potentially explain normal Rag gene transcription in
SATB1-deficient B-cell precursors. Given that SATB1 acts as a
chromatin loop organizer in T cells [5, 34, 52–54], we suspected a
potential effect of its deletion on IgH V region accessibility in
developing B cells. To assess this point, we examined VDJ
recombination diversity by repertoire sequencing experiments
on RNA samples (RepSeq) extracted from pre-B-cell-enriched bone
marrow fractions. Our data displayed an equivalent broad
distribution of each rearranged and expressed V gene (Fig. 1E
and Supplementary Fig. S2D) in WT and cKO mice. A similar

representation of VH family usage indicated that SATB1 deletion
did not hamper mechanisms leading to a diversified IgH VDJ
repertoire in developing B cells. VDJ junction analysis in the
preimmune repertoire of WT and Satb1 cKO models revealed
comparable lengths of CDR3 regions as well as a rather
comparable distribution of P and N nucleotides (Supplementary
Fig. S2E), suggesting that IgHV region assembly and end-joining
occur normally in the absence of STAB1. Altogether, our results
indicate that SATB1 is dispensable for establishing the IgH
repertoire and does not affect Rag expression or influence IgH
locus accessibility. Given that SATB1 deletion did not impair VDJ
rearrangements and B-cell development, further studies could
then be performed on peripheral B-cell subsets in this model
without any bias. In line with this statement, we determined
whether SATB1 deletion could impact Ig isotype production and
secretion in mice. Sera from WT, cHet and cKO animals were
collected at two months of age, and IgM, IgG1, IgG3, and IgA
levels were quantified by ELISA. Homozygous and heterozygous
KO mice displayed serum Ig levels comparable to WT for each
isotype (Fig. 1F), suggesting that SATB1 does not influence global
antibody production.

SATB1 depletion decreases IgH transcription in resting B cells
Despite normal bone marrow B-cell development and Ig secretion
in cKO mice, we suspected that SATB1 depletion might influence
IgH locus expression, given its capacity to bind MAR sequences
in vitro [55] and to modulate MAR-containing reporter genes [29].
We first examined surface IgM expression levels, as a component
of B-cell receptors, on immature and mature B-cell subsets from
bone marrow and spleen compartments in our model. Upon
measuring IgM mean fluorescence intensity (MFI) by flow
cytometry, Satb1 cKO mice displayed consistent and significantly
decreased IgM surface expression compared to WT mice on bone
marrow immature and recirculating B cells (Fig. 2A) and on splenic
transitional, marginal zone and follicular B-cell populations
(Fig. 2B). The same significant decrease in IgM BCR expression,
also observed on naive B cells sorted from Peyer’s patches
(Fig. 2C), confirmed a specific function for SATB1 as a positive
regulator of BCR expression in resting B cells. This role for SATB1 in
BCR surface expression could explain its function as a contributing
factor to B-cell survival, as described recently by Ozawa et al. [35].
Indeed, the knock-in reporter mouse model used in their study
leads to inactivation of one Satb1 allele, and it is likely that such a
deletion induces an intermediate surface IgM expression level
similar to the one we observed in our heterozygous mice
(Supplementary Fig. S3A). It is reasonable to suppose that reduced
BCR expression on resting B cells reduces the ability of these cells
to respond to anti-IgM-mediated in vitro stimulation. One fair
interpretation of the survival defect described by Ozawa et al. [35]
could be simply the consequence of reduced BCR expression in
the knock-in model.
The decreased BCR expression observed in SATB1-deficient B

lymphocytes raised the question of a potential Ig gene
transcription defect in our model. Quantification of IgH primary
transcription by RT‒qPCR in resting splenic B cells showed a
significant 2-fold decrease in transcripts running through the JH4
intron in cKO mice compared to WT mice (Fig. 2D). We also
evaluated the respective proportion of membrane and secreted
Igµ transcripts (Supplementary Fig. S3B). Our data showed that
SATB1 deletion does not impair alternative splicing of the Igµ
chain transcript. Although not statistically significant, a similar
downward trend was also observed for Igκ transcription in
mutants (Fig. 2D). MAR sequences flanking both sides of the IgH
cEµ intronic enhancer are able to bind SATB1 [56]. Whereas
binding of equivalent regions in the Igκ locus has never been
shown, it has to be noted that only one upstream MAR is
associated with the iEκ enhancer. The presence of either one or
two MAR sequences surrounding these intronic enhancers could
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potentially explain the differences observed for IgH and Igκ
transcription in our Satb1 KO model. It is tempting to speculate
that, through its DNA binding in proximity to intronic enhancers,
SATB1 could physiologically potentiate their transcriptional
effect in resting B cells. However, this hypothesis is unlikely
since IgM BCR expression was never compromised in resting
B-cell populations of mice devoid of either Eµ, iEκ full regions or
their associated-MARs [57–60]. In contrast, the literature reports
that BCR expression on resting B cells was decreased upon

deletion of components of the 3’ regulatory regions of both IgH
[61] and Igκ [62] loci, arguing for the importance of close contact
between 3’ enhancers and respective promoters of rearranged V
exons. In resting B cells, such loops have been reported within
the IgH locus in many studies [63]. In line with a proposed
function for SATB1 as a promoter-enhancer loop regulator [54], a
rational hypothesis could be that this MAR binding protein
participates in physical interactions between rearranged VH
exons and the 3’RR and consequently enhances Ig chain
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transcription in resting B cells. To evaluate such chromatin loop
interactions, we performed 3C-HTGTS experiments using a bait
within the Sµ region [48] of resting B cells from wt and mutant
mice. Our data showed that loop interactions between Eµ and VH
regions still occur at frequencies that do not significantly differ in
resting B cells from both genotypes (Supplementary Fig. S4A); this
suggests that SATB1 is not required to form chromatin loops in
naive and LPS-activated B cells.
In line with the broad chromatin organization function

proposed for SATB1 in T cells, we then performed total RNA-seq
analysis of both WT and SATB1-deficient B-cell subsets. The
resulting datasets were submitted to principal component analysis
to validate reproducibility between samples (Supplementary
Fig. S5A). When comparing datasets obtained from resting splenic
B cells, our analysis only revealed 65 genes displaying significant
changes in expression: 53 were overexpressed, and only 12 were
downregulated (log2 FC >+ /−1.5; Fig. 2E and Supplementary
Table S4). Indeed, our data support the hypothesis of an
ambivalent function for SATB1, displaying both positive and
negative regulatory actions for gene expression in resting B cells.
Our study indicates that SATB1 depletion does not induce drastic
transcriptional changes in resting B cells. In contrast to the T
lineage [7, 27, 64], our data suggest that the intrinsic function of
SATB1 in B cells may be relatively focused. In this cell type, SATB1
would have a distinctly different role from that of a major genome
organizer.

SATB1 depletion increases IgH transcription and Ig synthesis
in activated B cells
We sought to evaluate the effect of SATB1 depletion on B-cell
activation in response to mitogenic and antigenic stimuli. We first
performed in vitro stimulation of splenic B cells from both
genotypes with LPS and carried out RNA-seq in a time-course
manner on resting B cells (sorted at Day 0), activated B cells (bulk
culture at Day 2) and plasmablasts (sorted at Day 4). Once sample
reproducibility was validated (Supplementary Fig. S5A), we
compared transcriptional programs induced by the transition
from “resting to activated” and “activated to plasmablast” cell
stages. Venn diagrams mainly indicate that both B-cell activation
and differentiation programs induced by LPS were not drastically
impaired upon SATB1 depletion. Indeed, following in vitro culture,
a vast majority of transcripts displayed a common regulatory
profile in WT and SATB1-deficient models, i.e., 5460 transcripts
during the “resting to activated” transition and 2758 during the
“activated to plasmablast” transition (Supplementary Fig. S5B).
Nevertheless, we submitted differentially expressed genes from
both transition programs to a gene ontology analysis for biological
processes relevant to B-cell activation (see list in Supplementary
Table S3). During the “resting to activated” transition, SATB1
depletion decreased the expression of a few genes involved in
humoral immune responses mediated by circulating immunoglo-
bulins (Fig. 3A, red dots), including Lta, a gene recently described
as a SATB1 target in T cells [54], as well as Tgfb1 encoding TGFβ,
the cytokine involved in the regulation of isotype switching to IgA.
Strikingly, the analysis specified that SATB1 depletion increased
Tcf3 expression in activated B cells (Fig. 3A, blue dot), while its
gene expression, encoding the E2A transcription factor, was
unchanged in hematopoietic stem cells devoid of SATB1 [23].
During the “activated to plasmablast” transition, SATB1 depletion
downregulates Cd40 and a few genes involved in the Ig class
switching pathway (Fig. 3B, red dots); this effect on Cd40 targeting
was expected since it was already observed upon SATB1 deletion
in hematopoietic stem cells and T cells [23, 54].
In parallel, in such in vitro stimulation assays, B cells were tested

for intrinsic abilities to proliferate, to undergo LPS-driven class
switch recombination and to differentiate into plasmablasts. When
measured by EdU incorporation, the ability of SATB1-deficient B
cells to proliferate was similar to that of WT cells (Supplementary

Fig. S6A). This suggested that while decreasing IgM BCR
expression on naive cells, SATB1 deficiency is dispensable for cell
cycle entry of splenic B cells upon activation of TLR pathways. The
same normal proliferation capacity in response to TLR or CD40
triggering was also recently reported for B cells devoid of the
entire Satb1 gene region [35]. In our model, normal in vitro
proliferation observed in B cells devoid of SATB1 was consistent
with the normal proportion of spontaneous GC B cells in Peyer’s
patches of KO animals (Fig. 3C) or the equivalent proportions of
splenic GC centroblasts and centrocytes obtained after NP-CGG
immunization (Supplementary Fig. S6B). More strikingly, in clear
contrast with the decreased IgH expression in resting B cells, such
in vivo-activated cells express higher BCR levels, as evidenced by
IgM surface labeling (Fig. 3D). This highlights that the ambivalent
function for SATB1 clearly applies to Ig gene expression in
developing mature B cells.
Class switching to IgG3 was examined by surface labeling of in

vitro-activated splenic B cells by LPS at Day 4. The data showed
equivalent numbers of IgG3-expressing cells in both WT and
SATB1 KO models (Supplementary Fig. S6C), indicating that SATB1
is not required for IgG3 class switching. RNA-seq datasets from
LPS-activated cells at Day 2 also provided relevant portrayals of
the germline transcription landscape in the IgH locus of WT and
SATB1-deficient models (Supplementary Fig. S6D). When examin-
ing germline transcription within the Iµ-donor and Iγ3- or Iγ2b-
acceptor regions, both WT and SATB1-deficient models displayed
identical profiles, suggesting that, in agreement with normal CSR
to IgG3 observed at Day 4, SATB1 depletion does not impede LPS-
induced germline transcription occurring prior to CSR.
When measured in the same in vitro assays, the intrinsic ability

of splenic B cells to differentiate into plasmablasts (CD138+) upon
LPS activation was also similar in WT and our SATB1 KO model
(Fig. 3E). In agreement with the in vitro data, NP-CGG immuniza-
tion of mice induced the generation of plasma cells in normal
proportions in the absence of SATB1 (Fig. 3F). Altogether, these
data suggest that SATB1 is dispensable for efficient differentiation
into antibody-secreting cells.
However, once differentiated in vitro into plasmablasts, SATB1-

deficient cells displayed higher levels of intracellular IgM when
analyzed by flow cytometry (Fig. 3G). This increase in Ig
production by plasmablasts was correlated with a significant
increase in both IgH and Igκ primary transcripts (1.4 and 1.7,
respectively) in LPS-activated cells from SATB1-deficient animals
(Fig. 3H).
The effect of SATB1 deletion on global transcription of both IgH

and IgL chains was also confirmed by comparing RNA-seq data
from splenic B cells activated by LPS at Day 2 (Fig. 3J) or from
sorted plasmablasts at Day 4 (Fig. 3K). In the first case, among the
64 genes found to be upregulated in SATB1-deficient models
(log2 FC >+ /−1.5), 20 corresponded to IgV H chain products, and
23 others were identified as IgV κL chain products (Fig. 3J and
Supplementary Table S5). When comparing plasmablasts, IgV H
chain and IgV λL chain products were strongly increased upon
SATB1 depletion (Fig. 3K and Supplementary Table S6). Our data
indicate that, beyond its modest effect on B-cell activation
programs induced by LPS in vitro, the absence of SATB1 induces
a more pronounced transcription of Ig genes. Moreover, STAB1 is
dispensable for proliferation, CSR and differentiation into
plasma cells.
In parallel to LPS stimulation, we performed in vitro stimulation

with anti-CD40+ IL4 in our model to evaluate, in another
activation context, cell differentiation and Ig intracellular content
in the absence of SATB1. Our data show, as in LPS stimulation, that
SATB1-deficient B cells differentiate efficiently into plasmablasts in
response to the anti-CD40+ IL4 cocktail (Supplementary Fig S6E
left). Notably, plasmablasts devoid of SATB1 also contained high
levels of intracellular IgM, although upregulation was not, in this
case, increased significantly (Supplementary Fig S6E right).
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SEM; p value was determined by two tailed Mann‒Whitney test; nonsignificant (ns) and significant differences are indicated (*p<0.05; **p<0.01)
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However, our data unveil a switch in the regulatory function of
SATB1 for Ig chain transcription, from positive in naive to negative
in activated B cells. This striking effect persists until the terminal
stage since SATB1-deficient plasma cells display a high content of
Ig chains. However, SATB1 depletion does not allow plasma cells
to produce more Ig since our deficient mice display broadly
normal levels of serum antibody isotypes.

SATB1 depletion increases somatic hypermutation
Since our group recently reported a critical function of cEµ-
associated MARs for SHM of the IgH locus in mouse models [65],
and according to historic studies in the Igκ locus [59], it was
questionable whether MAR binding proteins, such as SATB1, could

be involved in targeting somatic mutations of Ig genes. We first
evaluated the ability of SATB1-deficient B cells to support somatic
mutations by analyzing global SHM within intronic regions, not
subject to antigen selection, located immediately downstream
from V exons of both IgH and Igκ loci and upstream from IgH Sµ
regions in spontaneous GC B cells from Peyer’s patches. As a
possible regulatory mechanism, transcription taking place in the
corresponding regions targeted by AID was also quantified in this
subset. Second, to more accurately evaluate the ability of SATB1-
deficient B cells to undergo SHM in response to specific antigens,
we immunized mice with NP-CGG [66]. By analogy to B cells
devoid of MARsEµ regions, in which SHM machinery gains access
more frequently to the region downstream from cEµ (upstream
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from Sµ) [67], we carefully quantified SHM in this same region
(Fig. 4A, scheme). In GC B cells sorted from Peyer’s patches, while
Sµ transcription was not significantly increased (Fig. 4A, left bar
graph, p= 0.3), we found a significant increase in mutations in the
absence of SATB1 (1.88 mut/Kb) compared to WT SATB1 (1.44
mut/Kb) (Fig. 4A, middle bar graph, p= 0.02 and Supplementary
Table S7A). A similar and significant increase in SHM in this region
was also observed in splenic GC B cells sorted after NP-CGG
immunization: while WT cells barely reached 0.22 mut/Kb, SATB1-
deficient cells underwent twofold more mutations, reaching 0.41
mut/Kb (Fig. 4A, right bar graph, p= 0.03 and Supplementary
Table S7B). This common feature shared by MARsEµ KO- and Satb1
KO-B cells suggests that SATB1 could be involved in limiting
access of the SHM machinery to donor Sµ regions in cells
undergoing SHM. When transcription and SHM were quantified
downstream from the rearranged IgH variable regions (Fig. 4B,
scheme) in GC B cells sorted from Peyer’s patches, homozygous
Satb1 deletion increased transcription (Fig. 4B, left bar graph,
p= 0.01) downstream from JH4 and raised, although not
significantly, SHM frequencies (Fig. 4B, middle bar graph,
p= 0.05 and Supplementary Table S7C). These findings were
clearly confirmed upon NP-CGG immunization. Since the B-cell
response to NP-CGG challenge is preferentially dominated by
mutated clones expressing the VH186.2 segment [66], quantifica-
tion of base substitutions in the JH4 intron downstream from the
VH186.2-rearranged exons is considered a reliable hallmark of
antigen-induced SHM. Indeed, in SATB1-deficient GC B cells from
immunized mice, NP-CGG-induced mutations were significantly
increased within the JH4 intron: mutant cells displayed 5.06 mut/
Kb, while WT cells only reached 3.28 mut/Kb (Fig. 4B, right bar
graph, p= 0.02 and Supplementary Table S7D). When, in the
intronic region downstream from Jκ5 of the Igκ locus (Fig. 4C,
scheme), global transcription was significantly increased in mutant
samples, (Fig. 4C, left bar graph, p= 0.03), both spontaneous and
NP-CGG-induced GC B cells displayed an increased trend of
mutation frequencies upon SATB1 depletion (Fig. 4C, middle and
right bar graphs and Supplementary Table S7E, F). Since B-cell
responses to DNP hapten preferentially involve Ig composed of
Igλ1 light chains [68], it is likely that changes in mutation
frequency within the Igκ light chain loci, in this case not
significant, probably underestimated any potential SHM increase
induced by SATB1 depletion. While our Gene Ontology enrich-
ment analysis detected the “Somatic diversification of Igs” as a
differentially regulated pathway during the “resting to activated”
transition, the expression of major actors of mismatch repair
(MMR) and base excision repair (BER) pathways, such as Ung,
Msh2, Msh6, Pms2, and Polq, was similarly upregulated in both wt
and cKO samples (Fig. 3A). Beyond global pathway analysis, it was
also necessary to verify in detail whether SATB1 depletion could
affect, through its transcription factor function, the expression of
any potential factors, including AID, involved in SHM. Indeed,
when extracted from RNA-seq datasets, the expression of 16
genes involved in SHM was unchanged upon SATB1 deletion in
both LPS-activated B cells and LPS-induced plasmablasts (Supple-
mentary Fig. S7A). Within Ig gene regions submitted to SHM
analysis, substitution frequencies calculated at each base dis-
played a globally increased pattern (although not significant) that
did not offer any hypothesis regarding the origin of the changes
(Supplementary Fig. S7B). It is well established that AID targeting
SHM is coupled to transcription initiated at V promoters [69].
Given the significant increase in primary transcription occurring at
IgH and Igκ in GC B cells devoid of SATB1 (Fig. 4B, C), one
straightforward hypothesis to explain the global SHM increase in
our model could be an overall increase in AID targeting of Ig
genes. Interestingly, in line with this hypothesis, we recently
highlighted increased AID deamination coupled to increased
transcription in our mouse model devoid of MARsEµ regions when
bred into a DNA repair-deficient background [67]. Surprisingly,

while genomic deletion of MAREik or MARsEµ regions in the mouse
decreased SHM [59, 67], suppression of SATB1 led to the opposite
effect in the regions downstream from the rearranged variable
segments of the IgH and Igκ loci. This finding also suggests a
protective function for SATB1 against mutations. In this case, since
the regions involved are located upstream from Eµ and Eiκ, one
could propose that the potential protective effect of SATB1 could
take place in resting B cells in which SHM is not expected to
happen. Moreover, the discrepancy between the effect of MARsEµ
deletion and SATB1 depletion on targeted mutations upstream
from intronic enhancers suggests that other interacting factors,
beyond SATB1, participate in the complex regulation of cis-acting
MARs. While we recently proposed that MARsEµ favors error-prone
repair in its upstream regions to optimize SHM [67], our current
study suggests that SATB1 does not participate in the unfaithful
repair processes associated with SHM.
Taken together, our data suggest that SATB1 deletion increases

the SHM of Ig genes through a transcription-coupled mechanism
that probably favors AID targeting.

DISCUSSION
The fact that SATB1 plays a major role as a “genome organizer” in
hematopoietic- and T-lineage cells [7, 28, 30] suggested that it is
also important in B-lineage cells, a cell type that also undergoes
fine developmental regulation of its expression [35]. By using a
conditional deletion model in B cells, our study fills in gaps
concerning the function of SATB1 in this lymphocyte lineage. In
contrast to its function in early-developing T cells, SATB1 is
dispensable for the establishment of the Ig gene repertoire and
overall early B-cell development in the bone marrow; this result is
consistent with the pioneer SATB1-null mouse model in which
B-cell populations could be observed in the spleen [2].
When looking at regions involved in Rag gene regulation,

accessibility data suggest that, unlike its critical function in T-cell
precursors, the ASE region is not active in B-lineage cells. This
difference suggests that the Rag gene regulation process evolved
separately in the B and T lineages, at least with regard to the
regulatory function of SATB1. However, our model reveals that
SATB1 is involved in the control of Ig gene transcription in mature
B cells. Although previously unknown in the B lineage, our
findings once again point to a dual function for SATB1 depending
on the activation stage. We show that SATB1 promotes Ig gene
transcription in resting B cells, while in activated B cells, it acts as a
repressor. In contrast to the T-cell lineage, where SATB1 is
considered a major regulatory factor of the enhancer/super-
enhancer network [53, 54], SATB1 deletion does not induce major
disruptions in the B-cell transcriptome. Our invalidation model
shows that only a reduced number of genes expressed during B
differentiation are impacted by SATB1 deletion. In agreement with
the repressive function of this factor in activated B cells, our study
also shows that Ig genes are the predominant targets of SATB1 in
activated B cells. Our 3C-HTGTS data indicate that SATB1 is not
required to establish chromatin loops between Eµ and VH regions
in resting and activated B cells. A rational hypothesis could be that
the effect of SATB1 on IgH transcription is mainly due to its
function as a transcription factor rather than a genome organizer.
Given the critical effect of SATB1 depletion on Ig gene
transcription, it would certainly be interesting to evaluate SATB1
physiological binding to regulatory regions in Ig gene loci in
resting and activated B cells.
By clarifying that SATB1 is an essential activator of Ig chain

transcription and consequently BCR expression in resting B cells,
our study extends recent work published by Yokota’s team [35]
and proposes a rational explanation for the survival function of
SATB1 at this stage. These two studies also point out the
importance of SATB1 expression levels, which could, as demon-
strated in HSCs [22, 23], fine-tune some critical genes or regulatory
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pathways in lymphocytes. Beyond the physiological decrease in
Satb1 expression between naive and activated B stages, it is
possible that this gene undergoes splicing modifications in the
B-cell lineage, as proposed in developing T cells by Spillianakis’
group [70]. The stability of the SATB1 protein, according to its
transcript variants, might also be critical for its function in mature
B-cell subsets, as already proposed in T-lineage cells by Galande’s
group [19]. Interestingly, the dual function of SATB1 also observed
in the B lineage, switching from activator to repressor of
transcription in activated B cells, is reminiscent of the molecular
switch observed upon phosphorylation and acetylation of this
factor [16].
A surprising observation from our study is that SATB1 deletion

increases somatic hypermutation of the IgH locus, extending into
the Sµ region. It is very likely that the Igκ locus is similarly
influenced. A direct impact of SATB1 on key factors involved in
SHM, such as AID and proteins involved in BER and MMR
pathways, can be excluded since normal induction of their
transcripts was observed in the absence of SATB1. In this respect,
SATB1 could play a protective role against SHM in resting cells.
This finding should be read in conjunction with our recent study
of the MAR regions associated with the Eµ enhancer of the IgH
locus [67], which is known to bind SATB1 [1]. The SATB1-induced
increase in SHM could logically be correlated with the observed
increase in primary transcription of the variable regions of Ig H
and L chains. However, it is not excluded that SATB1 modifies the
accessibility of these regions to AID or its cofactors. Since it is
proposed that SATB1 stabilizes the unpaired DNA regions against
unwinding [13], such an action of SATB1 in the MARs-Eµ region
could contribute to the protection of its surrounding regions
against unwanted SHM. In line with the putative protective
function of SATB1, it has been shown that this protein acts as an
accessory factor of BER through its interaction with Oxo-guanine-
glycosylase 1 (OGG1) [71], a DNA glycosylase that usually
promotes error-free repair and is not involved in Ig gene SHM [72].
Further study of these modifications of SATB1 in B cells will be

necessary to clarify the origin of its versatility. It has recently been
proposed that SATB1 isoforms are subject to phase separation in
T cells [70]. Consistent with its localization to PML nuclear bodies
[73, 74], this mode of regulation deserves to be explored in the
context of the B-cell nucleus. Moreover, since chromatin loop
extrusion mechanisms are now proven to be critical for Ig gene
regulation [75], it might be relevant to evaluate a potential
implication of SATB1 in this process.

DATA AVAILABILITY
Raw data from RNA-seq, SHM, Rep-Seq, and 3C-HTGTS have been deposited in the
European Nucleotide Archive database under accession number PRJEB52320.
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Rôle des éléments cis-régulateurs du locus des chaines lourdes d’immunoglobuline dans 
l’organisation du noyau et l’intégrité du génome des cellules B 

Les stades tardifs de la différenciation lymphocytaire B sont caractérisés par des remaniements 
géniques, telles que l’hypermutation somatique et la recombinaison de classe, qui in fine, permettent 
la production d’immunoglobulines hautement spécifique. Ces processus, intervenant aux loci codant 
les immunoglobulines, introduisent des mutations ainsi que des cassures double brin de l’ADN. Tout 
dysfonctionnement de ces remaniements constitue un danger majeur pour l’intégrité du génome de 
la cellule B ; leur régulation est donc essentielle. La surveillance et le contrôle de ces évènements sont 
notamment médiés par les régions cis-régulatrices du locus IgH : les régions EµMARs et 3’RR. Le rôle 
de ces régions à l’échelle transcriptionnelle a été largement caractérisé, grâce à différents modèles 
murins présentant des délétions totales ou partielle de celles-ci. La régulation spatio-temporelle des 
remaniements géniques a été également décrite au niveau nucléaire, avec des déplacements 
dynamiques des loci d’immunoglobuline, ainsi qu’au niveau supranucléosomale par la formation de 
boucles de chromatine. Des données provenant du laboratoire et de la littérature suggèrent 
l’implication des régions cis-régulatrices du locus IgH dans ces mécanismes de régulation 
supplémentaires. Nous avons démontré que les core enhancers de la 3’RR sont nécessaires et 
suffisants pour correctement adresser le locus IgH dans le noyau et pour permettre la formation des 
boucles de chromatine et ainsi induire une recombinaison de CSR optimale et fonctionnelle. Toutefois, 
nos données indiquent que ces core enhancers ne sont pas suffisants pour maintenir l’intégrité 
génomique de la cellule B comme en témoigne l’analyse des mutations sur des oncogènes tels que 
Bcl6.  Ces travaux ouvrent de nouvelles perspectives pour la compréhension des mécanismes régissant 
le développement B tardif ainsi que le maintien de l’intégrité génomique via l’organisation du noyau.  

Mots-clés : Cellules B, Organisation du Noyau, éléments cis-régulateurs, Locus IgH, Intégrité du 
génome  

Role of immunoglobulin heavy chain locus cis-regulatory elements in B cell nuclear organization and 
genome integrity 

The late stages of B lymphocyte differentiation are characterized by gene rearrangements, such as 
somatic hypermutation and class recombination, which ultimately lead to the production of highly 
specific immunoglobulins. These processes, occurring at immunoglobulin-coding loci, introduce 
mutations and DNA double-strand breaks. Any malfunctioning of these rearrangements constitutes a 
major threat to the integrity of the B cell genome, and their regulation is therefore essential. 
Monitoring and control of these events are mediated by the cis-regulatory regions of the IgH locus: 
the EµMARs and 3'RR regions. The role of these regions at transcriptional level has been extensively 
characterized, using various mouse models with partial or total deletions of these regions. The spatio-
temporal regulation of gene rearrangements has also been described at the nuclear level, with 
dynamic shifts of immunoglobulin loci, as well as at the supranucleosomal level through the formation 
of chromatin loops. Data from the laboratory and the literature suggest the involvement of cis-
regulatory regions of the IgH locus in these additional regulatory mechanisms. We have demonstrated 
that core enhancers of the 3'RR are necessary and sufficient to correctly address the IgH locus in the 
nucleus and to allow chromatin loop formation and thus induce optimal and functional CSR 
recombination. However, our data indicate that these core enhancers are not sufficient to maintain 
the genomic integrity of the B cell, as shown by the analysis of mutations in oncogenes such as Bcl6.  
This work opens up new perspectives for understanding the mechanisms governing late B 
development and the maintenance of genomic integrity via nuclear organization. 

Keywords: B cells, Nuclear Organization, Cis-regulatory elements, IgH locus, Genome Integrity 


