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Le locus des chaînes lourdes d’immunoglobulines (IgH) subit trois processus de 

remaniements géniques durant la lymphopoïèse B. Ces événements induisent des cassures de 
l’ADN potentiellement oncogéniques, d’où la nécessité d’une régulation extrêmement stricte. 
Ceci est dû aux deux principaux éléments cis-régulateurs du locus IgH. L’enhancer 5’Eµ régule 

les recombinaisons VHDJH qui établissent un répertoire antigénique fonctionnel lors des phases 
précoces. La région régulatrice en 3’ (3’RR) est essentielle aux hypermutations somatiques 
(SHM) et à la recombinaison de classe (CSR) aux stades tardifs, modifiant respectivement, 
l’affinité et les fonctions effectrices de l’Ig. La plupart des lymphomes B matures portent les 
stigmates de translocations d’oncogènes au locus IgH. Le but de ma thèse a été de mieux 
comprendre les interactions transcriptionelles entre les enhancers Eµ et 3’RR et évaluer si le 

ciblage de cette dernière pourrait se révéler une approche thérapeutique potentielle. Nous avons 
démontré que la 3’RR est l’élément essentiel qui contrôle la transcription du locus IgH dans les 

lymphocytes B matures. Elle est dispensable lors des phases initiales (recombinaisons VHDJH), 
mais agit comme silencer sur l’expression des segments DJH. L’analyse de la lymphomagenèse 
dans trois modèles murins porteurs d’une insertion de Myc en trois points du locus IgH a montré 
des différences dans les cinétiques d’émergence des lymphomes, leurs phénotypes et index de 
prolifération. L’effet de la 3’RR sur l’oncogène est suffisant pour l’émergence de lymphomes 

B. Son absence ne semble pas être préjudiciable au développement de réactions 
inflammatoires/immunes. Son ciblage pourrait donc se révéler une approche thérapeutique 
intéressante pour diminuer son activité transcriptionelle sur l’oncogène transloqué. Un rôle 

potentiel des inhibiteurs des histones désacétylases est à l’étude. 
 
Mots clés : Locus IgH, 3’RR, Myc, Lymphomes B matures, Activateurs transcriptionnels. 
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The immunoglobulin heavy chain locus (IgH) undergoes several changes along B-cell 
differentiation. VHDJH recombinations during the early stages give the diversity of the antigenic 
repertoire. Somatic hypermutation (SHM) and class switch recombination (CSR) during late 
stages allow affinity maturation and the acquisition of new effectors functions. These 
rearrangements are highly regulated and are under the control of the IgH locus cis-regulatory 
elements. The 5’ Eµ enhancer is important for VHDJH recombination. The 3’ regulatory region 

(3’ RR) is essential for both CSR and SHM. These events induce breaks into the IgH locus, 
making it a hotspot for oncogenic translocations. The aim of my thesis was to understand the 
transcriptional interactions between Eμ and 3'RR enhancers and to evaluate whether the 
targeting of the latter could be of a potential therapeutic approach. We have demonstrated that 
3'RR is essential to control IgH transcription in mature B cells. It is dispensable during the 
initial stages of developement (VHDJH recombinations). At the pro-B cell stage, it has a silencer 
effect rather than a transcriptional one on the DJH segments expression. The analysis of 
lymphomagenesis in three mice models carrying an insertion of Myc in different locations at 
the IgH locus showed significant differences in lymphoma kinetics, phenotypes and 
proliferation index. 3'RR alone, as a major transcriptional activator of the IgH locus, is capable 
of leading to B-cell lymphomas. Its absence is not detrimental for the development of classical 
inflammatory/immune reactions. Its targeting may be of a potentially interesting therapeutic 
approach to decrease its transcriptional activity on the translocated oncogene. A potential role 
for histone deacetylase inhibitors is under study.  

 
Keywords: IgH locus, 3’RR, Myc, Mature B-cell lymphomas, Transcriptional enhancers. 
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géniques au cours du développement B. 

Figure 24 : Schéma représentant les différents événements aboutissant à la cancérisation 
d’une cellule.  
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Figure 25 : Schéma représentant le gène Myc.  

Figure 26 : Organisation protéique de Myc.  

Figure 27 : Activité transcriptionnelle de Myc. 

Figure 28 : Représentation schématique des diverses fonctions biologiques contrôlées par 
Myc. 

Figure 29 : Translocations récurrentes dans les lymphomes B. 

Figure 30 : Représentation schématique des modèles murins. 
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Introduction 

 

  

Introduction 



CH2

CH3

CH2

CH3

S S

S S

Région 

charnière

CDRs 1, 2 et 3 séparant FRs 1 à 4

Figure 1 – Structure d’une immunoglobuline. Exemple d’une IgG1.

Une Ig est constituée de deux domaines : Constant (représenté en mauve) et variable
(représenté en jaune). Elle est formée par la réunion de deux chaînes légères (encadrées en
bleu) et deux chaînes lourdes (encadrées en rose). Des ponts disulfures (symbolisés S-S) les
relient entre elles. Le domaine constant est composé des régions constantes des chaines lourdes
(CH) et légères (CL). La région charnière est située entre les domaines CH1 et CH2. Elle confère
sa flexibilité à l’Ig. Le domaine variable (représenté en jaune) est composé des régions
variables des chaînes lourdes (VH) et légères (VL). Chacun de ces domaines contient trois
régions hypervariables, notées CDR 1 à 3 (représentées en oranges), séparant quatre régions
moins variables (FR 1 à 4). CDRs (Complementary Determining Region); FR (Framework

regions)

Domaine variable (V): 
Site de liaison de l’Ag

Domaine constant (C):
Propriété effectrice de l’Ig

Chaînes lourdes

Chaînes légères
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Le système immunitaire (SI) des vertébrés assure la protection de l’organisme contre 

toutes les agressions extérieures auxquelles il est exposé (virus, bactéries, protozoaires, 

parasites…), tout en le défendant contre les cellules tumorales. Cette fonction repose 

principalement sur sa capacité de distinguer entre les composants génétiques du « soi » et du 

« non soi ». Ce système complexe dispose de divers organes et types cellulaires pour remplir 

cette mission.  

Pour une protection optimale, deux réponses immunitaires capables de coopérer entre 

elles existent : les réponses innées et adaptatives. L’immunité innée assure une défense naturelle 

aspécifique, sans mémoire immunitaire, par des barrières physiques (peau, muqueuses…), par 

des cellules tueuses naturelles (NK pour Natural Killer) et par des cellules phagocytaires 

(macrophages et polynucléaires) qui reconnaissent des motifs communs à tous les pathogènes, 

les PAMPs (Pathogen Associated Molecular Pattern). L’immunité adaptative, plus tardive, 

possède une mémoire immunitaire et est spécifique de l’antigène (Ag). Cette spécificité est due 

à deux acteurs principaux : les lymphocytes T (LT) lors d’une réponse cellulaire et les 

lymphocytes B (LB) lors d’une réponse humorale. Lors de cette dernière, les LB, objet de mon 

travail, reconnaissent l’Ag grâce aux immunoglobulines (Ig) membranaires constituant le BCR 

(B Cell Receptor) associées à deux protéines transmembranaires dites Igα (ou CD79a) et Igβ 

(ou CD79b). Suite à une activation, le LB se différencie en plasmocyte sécrétant des Ig solubles 

ou anticorps (Ac) spécifiques de l’Ag afin de le neutraliser. Dans le cas d'une seconde infection 

par ce même Ag, ce sont aussi ces cellules différenciées en LB mémoires qui assurent une 

défense continue de l’organisme. 

Exprimée à la surface des LB ou excrétée par les plasmocytes, une molécule d’Ig est 

une glycoprotéine hétérodimérique d’environ 150 kDa avec une composition unique. Elle est 

constituée de deux chaînes lourdes (IgH pour Immunoglobulin Heavy chain) identiques et de 

deux chaînes légères (IgL pour Immunoglobulin Light chain) identiques reliées entre elles par 

des ponts disulfures (Figure 1). Il existe deux types de chaînes légères, kappa (κ) et lambda (λ), 

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

et alpha (α) correspondant respectivement aux IgM, IgD, IgG, IgE et IgA. Lors d’une réaction 

immunitaire, les IgM sont produites en première sous forme pentamérique. Ce sont les Ig 

synthétisées « par défaut » par le LB. Les IgD sont majoritairement co-exprimées avec les IgM. 

Elles sont principalement membranaires et sont impliquées dans la réponse antibactérienne. 

L’IgG est l’isotype majeur. Il est subdivisé en sous-classes qui se distinguent par leurs fonctions 

effectrices : IgG1 pour la réponse antivirale et antiparasitaire, IgG2a et IgG2b pour la réponse 
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antivirale, et IgG3 pour la défense antibactérienne. Les IgE jouent un rôle essentiel dans les 

phénomènes d’hypersensibilité, mais sont aussi impliquées dans la défense antiparasitaire. 

Finalement, les IgA sont principalement sécrétées dans les muqueuses. 

Chaque type de chaîne possède une région variable (V) constituant le site de 

reconnaissance de l’Ag et un domaine constant (C) qui lui confère ses fonctions effectrices 

(liaison aux récepteurs Fc, activation du système de complément). L’association d’une région 

V de la chaîne légère (VL) et lourde (VH) constitue le site de fixation spécifique vis-à-vis de 

l’Ag (Figure 1). Les LB sont capables de produire une énorme diversité de récepteurs aux Ag, 

ce qui leurs confère leurs efficacités à défendre notre organisme contre l’ensemble des agents 

pathogènes aptes à l’infecter. Ceci est dû à l’organisation particulière des complexes génétiques 

à l’origine des Ig. En fait, 3 différents loci sont distingués : Igλ et Igκ codant les chaînes légères 

et le locus IgH pour les chaînes lourdes. Ils sont localisés, respectivement, sur les chromosomes 

16, 6 et 12 chez la souris. Ces loci sont caractérisés par une structure morcelée des gènes, non 

fonctionnelle dans leur configuration germinale. Pour devenir fonctionnels, les LB sont soumis 

à divers remaniements géniques successifs tout au long de leur développement. Ces événements 

sont régulés par des complexes d’activation génique, impliquant de multiples éléments cis-

régulateurs qui agissent d’une façon coordonnée en contrôlant l’accessibilité et la transcription 

des gènes. Ceci confère de l’instabilité génomique, en particulier au sein du locus IgH. La 

conséquence en est une zone critique de translocations oncogéniques. L’expression de ces 

oncogènes, juxtaposés aux puissants activateurs transcriptionnels du locus IgH, est dérégulée 

favorisant le développement de lymphomes. 

Au cours de ma thèse, j’ai travaillé exclusivement sur le locus IgH murin. Il est à noter 

que ce locus présente une grande similarité avec le locus IgH humain, ce qui fait de la souris 

un modèle très relevant pour l’extrapolation de nos résultats à l’homme. C’est pourquoi je 

détaillerai plus particulièrement dans mon introduction le locus IgH murin au cours de la 

maturation B, l’oncogène Myc et les lymphomes B matures.  
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Figure 2 – Représentation schématique des loci d’immunoglobulines chez la souris.

Les segments variables (V), de diversité (D), de jonction (J) et constants (C) sont annotés et représentés
par des rectangles, respectivement noirs, gris, blancs et mauves.
A – Représentation schématique du locus Igκ
B – Représentation schématique du locus Igλ
C –Représentation schématique du locus IgH avec les détails du segment Cµ, avec les différents exons
CH1 à 4, suivis de l’exon de sécrétion S et des deux exons de membrane M1 et M2.
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Chapitre I La lymphopoïèse B 

1. Organisation des gènes d’Ig 

Ayant réalisé mes travaux de thèse sur des modèles murins, je ne développerai que les 

gènes d’Ig chez la souris. L’organisation similaire des loci humains et murins fait de la souris 

un modèle d’étude très relevant (malgré quelques différences qui existent entre les espèces de 

mammifères) (Hirano et al., 2011; Rauta et al., 2012). Les gènes d’Ig sont repartis en trois loci 

différents localisés sur trois chromosomes distincts (2 légers et 1 lourd). Ces loci sont 

caractérisés par une structure segmentée dans leur configuration germinale : en allant de 5’ vers 

3’, la région variable est codée par des segments de variabilité « V », des segments de jonction 

« J » et dans le cas du locus IgH par des segments de diversité « D ». Les segments « C » codent 

la région constante des gènes d’Ig. Une chaîne légère typique pèse environ 25 kDa contre 55 

kDa pour une chaîne lourde. 

i. Loci des chaînes légères 

a. Le locus kappa (κ) 

Le locus κ (Figure 2A) est localisé sur le chromosome 6 chez la souris (chromosome 2 

chez l’homme). Dans sa configuration germinale, il est composé de plus de 100 segments Vκ 

fonctionnels parmi 161. Par contre le nombre de segments Jκ est limité à 5 dont un non 

fonctionnel. On note un seul gène constant « C » (Aoki-Ota et al., 2012). 95% des LB murins 

expriment une Igκ. Ceci est due à l’activation privilégiée de ce locus avant l’activation du locus 

λ (Engel et al., 1999).  

b. Le locus lambda (λ) 

Le locus lambda (Figure 2B) est situé sur le chromosome 16 chez la souris 

(chromosome 22 chez l’homme). C’est un petit locus d’environ 200 kb. Il présente une diversité 

limitée avec une organisation particulière. Il est constitué de 3 segments Vλ, 5 segments Jλ dont 

2 non fonctionnels, et 4 segments Cλ dont 2 à 3 segments sont fonctionnels. Il est organisé en 

deux clusters adjacents VλJλCλ qui semblent avoir surgi par duplication (Eisen and Reilly, 

1985). Le premier 5’- Vλ2-Vλ3-Jλ2Cλ2 résultant de l’association entre deux segments variables 

Vλ2 et Vλ3 avec un segment de jonction (Jλ2), puis un segment constant (Cλ2) ; et le second : Vλ1-

Jλ3Cλ3-Jλ1Cλ1, formé d’un seul segment variable (Vλ1) suivi de segment de jonction et constant 
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Jλ3Cλ3, puis des segments Jλ1Cλ1 (Eisen and Reilly, 1985). Le locus ne subit que 4 

réarrangements principaux : Vλ1- Jλ1, Vλ2- Jλ2, Vλ3-Jλ2 et Vλ1-Jλ3 dans un ratio de 3 :2 :2 :1. 

De plus, Vλ2 peut se recombiner avec Jλ1- Cλ1 ou Jλ3- Cλ3. Ces réarrangements rares 

suggèrent la présence possible d’éléments régulateurs en 5’ de Vλ2- Jλ2 et en 3’ de Jλ1-Cλ1 

comme la recombinaison entre Vλ2- Jλ2 et Jλ1-Cλ1 élimine toute la partie centrale d’ADN 

(Haque et al., 2013). Cette organisation de segment conduit à un répertoire restreint. Son intêret 

pose question au vu de la très faible utilisation de ce locus (5% des LB normaux) chez la souris. 

Il ne semble servir que de roue de secours au cas de mauvaises recombinaisons sur le locus Igκ. 

Les loci des chaînes légères n’ayant pas fait l’objet de mes travaux de thèse, je ne détaillerai 

pas leurs remaniements dans ce manuscrit. 

ii. Le locus des chaînes lourdes 

Le locus des chaînes lourdes (IgH), situé sur le chromosome 12 chez la souris 

(chromosome 14 chez l’homme) est un grand locus multigènes s’étendant sur plus de 2300 

kilobases. Il est divisé en 4 régions principales : « VH », « D », « JH » et « CH ». 

Il comprend, du télomère vers le centromère (côté 5’ vers 3’) plus de 152 segments (97 

sont fonctionnels) variables « VH » (dont ceux situés près du côté 5’ dits distaux et ceux du côté 

3’ dits proximaux) (Lefranc et al., 2005). Ces segments « VH » se répartissent en 15 familles. 

On note 17 à 20 segments de diversité « D», dont 14 fonctionnels regroupés en 4 familles : 

DFL16, DSP2, DST4 et DQ52. On observe 4 segments de jonctions « JH» tous fonctionnels 

(Figure 2C). Ces segments subissent une recombinaison VHDJH régulée pour produire la région 

variable de l’Ig. La région « VH » est précédée de l’exon « Leader » (L), une petite séquence de 

60 à 90 pb qui code la partie du peptide signal de la protéine. 

La partie constante des chaînes lourdes d’Ig est codée par 8 gènes représentant les 

différents isotypes existant (Retter et al., 2007). En allant de l’extrémité 3’ des segments VHDJH, 

ces gènes sont par ordre : μ, δ, γ3, γ1, γ2b, γ2a, ε et α. Chaque géne constant est formé de 

plusieurs exons codant les domaines structuraux propres à chaque isotype (CH1, CH2, CH3 ou 

CH4). Les régions charnières de certaines Ig, intracytoplasmiques et transmembranaires des Ig 

de surface, sont codées par des exons indépendants ainsi que ceux des Ig sécrétées (Lefranc, 

2009).  

Il est important de noter que ce locus est parsemé de plusieurs éléments cis-régulateurs 

contrôlant son expression. Ils seront détaillés dans le chapitre II. 
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Figure 3 – Représentation schématique des évènements de recombinaison lors du développement B.
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BCR. Par contre, la phase tardive est Ag-dépendante et prend place dans les organes lymphoïdes
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l’isotype de l’Ig exprimée et d’optimiser l’affinité du récepteur pour l’Ag.
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iii. Ig fonctionnelle 

Les loci d’Ig ne sont pas fonctionnels dans leur conformation germinale. Afin 

d’exprimer une Ig fonctionnelle, ces loci sont soumis à une succession d’événements géniques 

qui ponctuent la lymphopoïèse B des stades précoces jusqu’aux stades tardifs. 

Tout d’abord ce sont les recombinaisons V(D)J qui débutent aux stades précoces du 

développement B dans la moelle osseuse. Il s’agit du réarrangement des segments codant pour 

la partie variable pour former les exons VLJL et VHDJH fonctionnels sur le locus, 

respectivement, des chaînes légères et lourdes. Ceci permet la formation du répertoire 

antigénique (Jung et al., 2006; Schlissel, 2004). 

 Lors des stades de développement tardifs, dans les organes lymphoïdes secondaires 

(ganglions, rate et plaques de Peyer), deux événements géniques se déroulent : les mécanismes 

de recombinaison isotypique (CSR pour Class switch Recombination ou plus simplement 

« switch ») et d’hypermutations somatiques (SHM pour Somatic HyperMutation). Ces dernières 

introduisent des mutations à une très haute fréquence (de l’ordre de 2 à 3%) dans les exons de 

la région variable préalablement réarrangés (VLJL et VHDJH) pour augmenter la spécificité de 

l’Ig. La CSR, qui se déroule uniquement au locus IgH, va permettre de changer l’isotype M/D 

(M étant l’isotype sécrété par défaut) vers une Ig d’isotype différent avec une fonction effectrice 

adaptée (Alt et al., 2013; Xu et al., 2012) (Figure 3). 

2. La moelle osseuse : Phase précoce Ag indépendante 

i. Cellule souche hématopoïétique : Spécification lymphoïde 

Le développement des LB commence dans la moelle osseuse à partir du jour 13,5 du 

développement embryonnaire murin (Tsuneto et al., 2014). Elle a lieu dans des niches riches 

en cellules stromales (environnement nécessaire au développement de la lignée lymphocytaire 

B) (Nagasawa, 2006). Les cellules souches hématopoïétiques (CSH) ont la capacité d’auto-

renouvèlement et de différentiation pour donner toutes les lignée cellulaires sanguines. 

Grâce à l’expression de molécules d’adhérence essentielles à l’initiation des voies de 

signalisation et aux facteurs solubles (cytokines et chimiokines) synthétisés par les cellules 

stromales, de nombreux facteurs de transcription sont activés. Ils ont pour rôle de réprimer ou 

d’activer l’expression de différents gènes cibles modulant la prolifération, la différentiation et 

la survie des futurs LB. L’engagement dans le lignage B se fait sous l’influence de plusieurs 
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facteurs de transcription tels que E2A (E box protein binding 2 A), BSAP (B Cell Specific 

Activator Protein) et Foxo1 (Forkhead box O protein 1), qui vont favoriser la différenciation 

lymphocytaire B tout en réprimant les lignées T et NK (Ramírez et al., 2010). Le régulateur 

principal qui va définitivement provoquer l’engagement et le maintien des progéniteurs dans la 

lignée B, en permettant l’expression du récepteur CD45 (B220), est le facteur Pax5 (pour 

Paired-box gene 5) (Reth and Nielsen, 2014; Zhang et al., 2013). Cobaleda et coll ont montré 

que le développement B est arrêté, entre le stade pré-proB et pro-B, dans les souris déficientes 

en Pax5 (Cobaleda et al., 2007). L’identité des LB est maintenue tout au long de leur maturation 

grâce à son expression qui s’éteint ensuite lors de la différenciation terminale en plasmocytes 

(Mikkola et al., 2002). Par contre, il a été montré que les cellules B1, une population particulière 

de LB originaire du foie fœtal et acteur de l’immunité innée, sont incapables de s’engager dans 

le lignage B en absence de PU.1 (Purine box factor-1) mais pas de l’IL7 (Montecino-Rodriguez 

and Dorshkind, 2012). 

Chaque stade de la lymphopoïèse B précoce est caractérisé par : [1] l’état du 

réarrangement des gènes des loci des chaînes lourdes et légères ; [2] l’activation d’un 

programme génétique spécifique et la répression de celui d’avant ; et [3] l’expression de divers 

facteurs de transcription intracellulaires et molécules de surface (Hardy et al., 2007) permettant 

la fixation de molécules fondamentales au développement B et sécrétées par le 

microenvironnement (Figure 4). 

ii. Le stade pré-pro-B : Engagement dans la lignée B 

Les pré-pro-B sont les premiers précurseurs B. Ils se distinguent par la présence des 

marqueurs CD43, IL7R, CD117 (c-kit), CD79a, CD79b et B220 caractéristiques des LB (Hardy 

et al., 2007) et par l’expression de certains facteurs de transcription. A ce stade, les loci d’Ig 

sont en configuration germinale et ne permettent donc pas l’expression d’une Ig. Les facteurs 

Ebf1 (Early B Cell Factor) et E2A induisent l’expression du gène Pax5, qui va à son tour inhiber 

l’expression de certains gènes inappropriés au lignage B et en activer des spécifiques comme 

CD21 et CD19 (Cobaleda et al., 2007). L’expression du CD19 marque le passage au stade pro-

B, où prendront place les réarrangements VHDJH sur le locus IgH (Figure 4). 

iii. Le stade pro-B : Réarrangement VHDJH au locus IgH 

L’initiation des réarrangements VHDJH au locus IgH marque le passage du stade pré-

pro-B au stade pro-B précoce. C’est un mécanisme très particulier, ordonné (réarrangement du 
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locus IgH avant les loci IgL), séquentiel (recombinaisons D-JH avant VH-DJH), spécifique aux 

LB et aboutissant à la formation de l’exon fonctionnel de la partie variable de la chaîne lourde 

(création du répertoire antigénique). 

Tout d’abord, un segment D s’associe aléatoirement à un segment JH, et ceci 

simultanément sur les deux allèles. Cette association D-JH entraîne la délétion de l’ADN se 

trouvant entre ces deux segments. Dans un deuxième temps, un segment VH s’associe au D-JH 

déjà recombiné mais que sur l’un des deux allèles (Figure 5). C’est l’exclusion allélique (Alt 

et al., 1984; Jung et al., 2006). Si les segments VH distaux sont moins souvent réarrangés que 

les proximaux (Yancopoulos et al., 1984), cette différence est masquée par la sélection 

antigénique périphérique. Si le réarrangement est en phase (productif), il aboutit à la formation 

d’un exon VHDJH transcrit puis épissé sur le premier exon Cμ marquant l'engagement définitif 

dans la lignée B (Rumfelt et al., 2006). S’il est non fonctionnel (non productif), avec apparition 

d’un codon stop prématuré ou un décalage du cadre de lecture, un réarrangement se produit sur 

le deuxième allèle. Cette seconde recombinaison VH-DJH peut soit aboutir à un exon fonctionnel 

et la cellule poursuit son développement, soit il est non productif et la cellule meurt par 

apoptose. En effet, le pourcentage des réarrangements non productifs est beaucoup plus élevé 

que celui des productifs vu, non seulement le décalage dans les cadres de lecture mais aussi la 

possibilité d’utilisation de segments VH ou D non fonctionnels. Mostoslavsky et coll ont montré 

que deux réarrangements sur trois sont non fonctionnels (Figure 6) (Mostoslavsky et al., 2004). 

Par contre, les deux allèles sont transcrits (Daly et al., 2007). Les transcrits non productifs seront 

pris en charge par des mécanismes de surveillance des ARN afin d’inhiber la formation d’une 

chaîne lourde tronquée (Tinguely et al., 2012). 

Quand un réarrangement productif se produit il permet l’expression d’une chaîne lourde 

et d’un pré-BCR marquant le passage vers le stade pré-B. L’association de cette chaîne lourde 

avec une pseudo chaîne légère (SLC pour « Surrogate Light Chain »), constituée des protéines 

VpréB (CD179a) et λ5 (CD179b) (Karasuyama et al., 1990; Tsubata and Reth, 1990), en 

association aux molécules co-stimulatrices CD79a et CD79b (l’hétérodimère Igα/Igβ, sous 

unités de transduction de signal) constitue le pré-BCR (Figure 4). 

Du côté mécanistique, ces réarrangements peuvent être divisés en deux phases : [1] 

l’induction de cassures doubles brins (DSB, pour Double Strand Break) et [2] leur réparation. 

Les cassures doubles brins sont induites par l’endonucléase Rag (Recombination-Activating 

Gene), formée des sous unités Rag1 et Rag2 (Mombaerts et al., 1992; Shinkai et al., 1992). Des 

séquences spécifiques appelées RSS (Recombination Sequence Signal) flanquent les segments 
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V, D et J. Elles sont la cible des endonucléases. Ces RSS sont formées d’une séquence 

heptamérique (5’ CACAGTG 3’) et d’une nonamérique (5’ ACAAAAACC 3’) hautement 

conservées au cours de l’évolution et séparées par des régions non conservées de 12 ou 23 pb 

dites espaceurs ou « spacers ». Les recombinaisons suivent une régle dite « 12/23 ». Elle dicte 

l’ordre des réarrangements au locus IgH pour prévenir la formation d’exons VH-JH non 

productifs. Les segments VH et JH sont systématiquement flanqués de RSS contenant des 

« spacers » de 23 pb. Les D sont encadrés par deux RSS présentant des « spacers » de 12 pb 

(Figure 7) (Early et al., 1980). Le processus est séquentiel. Dans un premier temps, il y aura : 

[1] Reconnaissance et fixation des complexes Rag sur une séquence RSS ; [2] Capture d’une 

RSS partenaire et formation d’une synapse stable en « épingle à cheveux » entre un segment D 

et un segment VH (Jones and Gellert, 2002; Lovely et al., 2015; Mundy et al., 2002) ; [3] 

Induction d’une cassure simple brin et libération d’un groupement 3’ hydroxyle ; [4] Attaque 

du second brin par ce groupement résultant en une cassure double brin et la formation des 

extrémités franches sur des séquences RSS et d’une structure en « épingle à cheveux » aux 

extrémités des segments codant à raboutir (Schatz and Spanopoulou, 2005) (Figure 8). 

La recombinaison VHDJH est un événement très dangereux au vue du grand risque de 

translocations oncogéniques qui peuvent avoir lieu (Brandt and Roth, 2009) au cas où ces 

cassures doubles brins n’auraient pas été détectées, prises en charge et réparées. Ce sont les 

protéines Rag qui assurent la première protection en se fixant aux extrémités générées 

(McBlane et al., 1995) jusqu’à ce que les senseurs de la voie de réponse aux dommages à l’ADN 

dépendante de la protéine ATM (DDR pour DSB Dependant Response) détectent les DSB et 

permettent leur stabilisation et le recrutement de facteurs de réparation (Helmink and Sleckman, 

2012). De multiples voies de réparation et complexes protéiques interviennent dans la 

résolution de ces cassures doubles brins. Citons brièvement les protéines associées à 

Ku70/Ku80, les DNA-PKCs (DNA dependant Protein Kinase catalytic subunit), la ligase-IV, 

Xrcc4 (X-ray Repair Cross-Complementing protein 4), Cernunnos (ou XLF pour Xrcc4-like 

Factor) et Artemis (Calsou et al., 2003; Hentges et al., 2006; Ma et al., 2002; Nussenzweig et 

al., 1996; Taccioli et al., 1994). 

Les recombinaisons VHDJH sont des sources de diversité pour le répertoire antigénique. 

En effet, on peut parler de 3 types de diversité : [1] la diversité « germinale » due aux 

différences de séquences codant les segments VH; [2] la diversité « somatique » due aux 

différences induites par les jonctions entre les segments VHDJH ; [3] la diversité 

« combinatoire » qui amplifie celle des séquences des segments D et JH en introduisant des 

mutations au cours des réarrangements (Jung et al., 2006). Il est à noter que l’introduction des 
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nucléotides P (Palindromic nucleotide) et N (Non-germline nucleotide) diversifie encore la 

jonction aux extrémités des régions codantes. Ainsi, la coupure dissymétrique de la séquence 

codante permet d’obtenir deux brins d’ADN de différentes tailles. Le plus court sera donc 

allongé par ajout de nucléotides complémentaires à l’autre brin, conduisant à l’insertion de 

nucléotides P au niveau de la jonction des trois segments. En outre, l’intervention de l’enzyme 

TdT (Terminal deoxynucleotidyl Transferase) diversifie encore la jonction en ajoutant des 

nucléotides N (Figure 8) (Desiderio et al., 1984).  

 

iv. Le stade pré-B : Réarrangements VLJL aux loci IgL 

L’expression du pré-BCR, signe de passage au stade pré-B, est le premier point de 

contrôle incontournable pour la lymphopoïèse B. En fait, son expression inhibe les 

réarrangements sur le deuxième allèle au locus IgH, assurant ainsi qu’une cellule B n’exprime 

qu’une chaîne lourde unique, avant d’initier les recombinaisons sur les chaînes légères. C’est 

le phénomène d’exclusion allélique (Figure 4) (Corcoran, 2005). Suite à la liaison d’un ligand, 

la signalisation induite par le pré-BCR engendre les effets physiologiques indispensables à la 

maturation B (Gauthier et al., 2002). Son expression permet également une sélection négative 

(Figure 6). Dans le cas d’un pré-BCR auto-réactif, la cellule B sera éliminée par apoptose. 

(Almqvist and Mårtensson, 2012; Mårtensson et al., 2010). Le passage du stade pro-B tardif au 

stade large pré-B est induit grâce à la prolifération cellulaire suite à l’expression du pré-BCR. 

Notons que l’IL7 est essentielle pour ce développement (pour revue : (Corfe and Paige, 2012).  

C’est à ce stade que le pré-BCR joue un autre rôle important en bloquant la transcription 

des gènes codant la pseudo-chaîne légère aboutissant à l’inhibition de l’expression de son 

propre pré-BCR. Ceci est essentiel pour permettre la réexpression des gènes Rag et l’initiation 

des réarrangements des segments VL et JL, sans aucun effet sur le deuxième allèle IgH non 

réarrangé (Constantinescu and Schlissel, 1997). Cette recombinaison aux loci des chaînes 

légères permet aux small pré-B (les cellules large pré-B ayant proliférées, perdent l’expression 

du CD43 au profit du CD25) de remplacer leur pseudo chaîne légère par une chaîne légère 

conventionnelle, permettant aux cellules B d’exprimer un BCR fonctionnel (Herzog et al., 

2009), signe de passage au stade B immature (Figure 4). 

Du point de vue mécanique, les réarrangements VLJL aux loci des chaînes légères ne 

diffèrent pas fondamentalement des recombinaisons VHDJH sur les chaînes lourdes. On note 

seulement l’absence de la N diversité liée avec la non expression du gène codant pour la TdT. 
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Ces réarrangements sont séquentiels : S’ils ne sont pas fonctionnels sur les allèles du locus κ, 

ils seront effectués au locus λ. Ceci explique pourquoi 95% des LB murins expriment une Igκ 

(Engel et al., 1999). 

v. Le stade B immature : Edition du BCR et sa tolérance  

L’expression du BCR fonctionnel ainsi que la perte du CD25 caractérisent les cellules 

B immatures. A ce stade, les cellules vont subir un deuxième point de contrôle, avant leur 

migration en périphérie : c’est le mécanisme de tolérance immunitaire (la capacité de supporter 

l’existence d’un Ag sans provoquer une réaction immunitaire) (Figure 4). Il s’agit soit de 

l’élimination par apoptose des cellules exprimant un BCR autoréactif (qui reconnait les cellules 

de soi), soit de leur mise en anergie en diminuant leur prolifération et en sous exprimant leur 

BCR (Pike et al., 1982; Russell et al., 1991). Ces cellules B autoréactives peuvent surmonter 

cette sélection et échapper à l’apoptose en modifiant leur BCR par la réexpression des gènes 

Rag et en opérant des réarrangements secondaires en particulier au locus des chaînes légères : 

il s’agit de l’édition du BCR ou « Receptor Editing » (Casellas et al., 2001; Sandel and Monroe, 

1999). Seules les cellules B qui ont réussi à passer ce point de contrôle quitteront la moelle 

osseuse pour rejoindre les organes lymphoïdes secondaires où elles subiront une deuxième 

vague de remaniements géniques pour continuer leur maturation.  

3. Les organes lymphoïdes périphériques : Phases tardives dépendantes de 

l’Ag  

Une fois sortie de la moelle osseuse, les cellules B immatures gagnent la circulation 

sanguine pour rejoindre les organes lymphoïdes secondaires tels que la rate, les ganglions 

lymphatiques et les MALT (Mucosae Associated Lymphoid Tissue) où elles rencontreront l’Ag. 

Avant d’arriver au stade terminal de développement et d’avoir la capacité de secréter des Ac 

(plasmocytes), ces cellules passent par différents stades de développement dépendant de l’Ag 

(Figure 9). Grâce aux processus géniques de SHM et de CSR, les Ig deviennent plus affines 

avec une fonction plus adaptée à l’Ag. 

i. Le stade B transitionnel et signalisation du BCR  

La maturité et la capacité à répondre à une stimulation par un Ag sont acquises à ce 

stade (Chung et al., 2003). Seul 10% des cellules B quittent la moelle osseuse et arrivent au 

stade B transitionnel. Elles y resteront de 1 à 5 jours (Allman et al., 1993, 1992; Loder et al., 

1999). Elles se caractérisent par leur grande sensibilité à l’apoptose en réponse à une 
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signalisation induite par le BCR ainsi que par l’expression de marqueurs de surface tels que 

AA4.1 (CD93) (Allman et al., 2001, 1992; Norvell and Monroe, 1996). Les cellules B de cette 

phase sont hétérogènes. Selon leurs phénotypes et leurs fonctions spécifiques elles peuvent être 

divisées en trois sous-populations distinctes : cellules T1 (précoces), T2 (tardives) et T3 

(anergiques, autoréactives) (Figure 9) (Liubchenko et al., 2012; Teague et al., 2007).  

Les cellules T1 sont phénotypiquement proches des cellules B immatures. Elles 

diffèrent des cellules T2 par leur réponse à l’Ag. Une cellule T1 rentre en apoptose ou en anergie 

suite à la fixation d’un Ag à son récepteur. Il s’agit de la suite du « checkpoint » démarré au 

stade immature (Sandel and Monroe, 1999). Teague et coll ont montré que les dérégulations à 

ce stade sont associées à des maladies auto-immunes (Lupus erythemateux, syndrome de 

Sjodren) (Teague et al., 2007).  

Les cellules T2 sont retrouvées dans les follicules de la rate et sont caractérisées par 

l’expression du CD21 et CD23 (Loder et al., 1999). Ces cellules sont résistantes à l’apoptose et 

sont capables de proliférer suite à la fixation d’un Ag (Su and Rawlings, 2002). À ce stade, une 

Ig de type δ (IgD) commence à être coexprimée avec l’IgM de surface par un mécanisme 

d’épissage alternatif (Figure 10) (Enders et al., 2014; Maki et al., 1981). Le grand transcrit 

primaire contenant l’exon VDJ réarrangé et les exons constants Cμ et Cδ sera différemment 

épissé permettant d’avoir le transcrit mature codant pour chaque isotypes M et D (Moore et al., 

1981). Phénotypiquement les cellules T1 sont IgMhighIgDlow CD23- ; les cellules T2 sont 

IgMhighIgDhigh CD23+ CD21+ ; et les cellules T3 sont IgMlowIgDhigh CD23+. 

Le devenir des cellules B dépend de la nature du signal induit par le BCR et sa puissance. 

Un effet important sur la répartition des différentes populations B matures ou sur le blocage au 

stade transitionnel est montré suite à l’altération de voies de signalisation (Allman et al., 2004; 

Chung et al., 2003). Trois phases décrivent la signalisation du BCR : Une d’initiation, induite 

par la fixation de l’Ag sur le récepteur ; une de propagation du signal et d’activation des 

cascades de phosphorylation ; une d’intégration pour activer et transloquer au noyau divers 

facteurs de transcription nécessaires à la survie et la prolifération des cellules B (Packard and 

Cambier, 2013). D’autre voies de signalisation favorisant la différenciation et la survie des LB 

existent : les récepteurs des ligands de la famille du Tnf (Tumor Necrosis Factor) (BAFF-R et 

TACI pour le BAFF (B-cell Activating Factor), BCMA et TACI pour APRIL (A Proliferation-

Inducing Ligand)) (Pieper et al., 2013) ainsi que les TLR (Toll Like Receptor) exprimés par le 

LB depuis les stades précoces du développement (ce sont les sites de fixation des PAMPs). 

Ainsi, il a été montré que les cellules B peuvent se différencier en plasmocytes (Capolunghi et 
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al., 2008) ou en LB mémoires (Aranburu et al., 2010) suite à l’activation du TLR lors du stade 

transitionnel. Une signalisation forte induirait la différenciation en cellule B dite folliculaire 

(FO) alors qu’une signalisation faible favoriserait la différenciation en cellule B de la zone 

marginale (MZ) (Figure 9). Cette hypothèse reste toujours controversée suite à l’absence 

d’études suffisamment fiables pour la prouver.  

ii. IgD 

La coexpression de l’IgD avec une IgM reste toujours énigmatique. Ces deux isotypes 

coexprimés ont la même spécificité antigénique (Fu et al., 1975). L’IgD est considérée comme 

une classe mystérieuse d'Ac dont le rôle et la régulation n’ont pas été trop étudiés par 

comparaison aux autres classes d’Ig (Blattner and Tucker, 1984; Chen and Cerutti, 2010).  

L’IgD est un ancien isotype conservé durant l’évolution et apparu avec le 

développement du SI adaptatif (Ohta and Flajnik, 2006). Chez la plupart des vertébrés, et depuis 

les plus anciens à mâchoires, une double expression IgM/IgD existe et ceci est due au 

mécanisme d’épissage alternatif d'un pré-ARNm englobant l'exon VHDJH recombiné et les 

exons Cµ et Cδ (Figure 10) (Maki et al., 1981; Moore et al., 1981). Récemment, la protéine 

nucléaire Zfp318 (Zinc Finger Protein 318) a été décrite comme indispensable à l’épissage 

alternatif du transcrit IgM/IgD (Enders et al., 2014). Ainsi, chez les souris déficientes en 

Zfp318, il y a une disparition totale de l’IgD, une surexpression de l’IgM, mais aucun effet sur 

l’expression d’autres molécules transcriptionnellement régulées en parallèle à l’IgD lors du 

développement B (CD21, CD23, CD62L). La cinétique d’expression de la Zfp318 est similaire 

à celle des IgD. Les cellules pro-B et pré-B l’expriment peu ou pas, contrairement aux cellules 

B immatures, transitoires et matures (Enders et al., 2014; Pioli et al., 2014). Cette cinétique 

d’expression renforce l’importance de la double expression contrôlée d’un BCR IgM et IgD.  

 Toutefois, une sous population de LB décrite dans le tissu lymphoïde du nasopharynx 

exprime une IgD mais pas une IgM. Ces cellules subissent un « switch » non conventionnel et 

se différencient exclusivement en plasmocytes sécréteurs d’IgD. Plusieurs études ont suggéré 

l’existence d’un « switch » vers IgD (Arpin et al., 1998; Chen et al., 2009; Choi et al., 2017; 

Issaoui et al., 2018; Koelsch et al., 2007; Rouaud et al., 2014; Zheng et al., 2004). La 

mécanistique de cette recombinaison isotypique ainsi que sa fonction reste toujours à élucider. 

Il a été suggéré que le « switch » à IgD dépendrait de la flore bactérienne intestinale et de la 

signalisation TLR contribuant ainsi à l’homéostasie des communautés microbiennes (Choi et 

al., 2017). De même que l’IgA, l’IgD semble établir une relation complexe et probablement 
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mutualiste avec les bactéries commensales. Durant mes années de thèse, je me suis intéressée à 

la mécanistique de ce « switch » à IgD. Deux publications et une brève revue issus de ce travail 

ont été mises en annexe. 

Le BCR IgD joue un rôle de modulateur de la réaction immunitaire, en régulant la 

sélection des cellules. L’expression conjointe de l’IgD membranaire et de son Ag bloque le 

développement B au stade immature suggérant la transmission de signaux de répression ou 

d’apoptose (Duong et al., 2010). Sa surexpression augmente le signal du BCR IgM, aidant la 

sélection des clones positifs pour passer au stade B mature (Geisberger et al., 2006). Ainsi l’IgD 

joue un rôle très important dans la tolérance immunitaire. On note une augmentation des BCR 

autoréactifs chez des souris déficientes pour l’IgD (L. Guo et al., 2011).  

Les récepteurs IgM et IgD sont localisés dans des structures distinctes d’îlots protéiques 

qui subissent une réorganisation après la stimulation par un Ag (Kläsener et al., 2014; Maity et 

al., 2015). Ainsi celui de l’IgD est composé du co-recepteur du BCR, le CD19, et du récepteur 

Cxcr4 (chemokine C-X-C motif Receptor4, récepteur de la chimiokine Cxcl12). Ces protéines ont 

des fonctions connectées entre elles. Ainsi la signalisation par Cxcr4 et la migration des cellules 

B dépendantes de la Cxcl12 sont altérées chez les souris IgD déficientes, mais pas IgM 

déficientes. La spécificité liée à l’isotype du BCR exprimé par les cellules B au repos peut-être 

aussi déduite de l’observation que les IgM et les IgD membranaires suivent des modèles 

d’expression différent durant le développement. Dans la rate, les cellules B transitionnelles 

exprimant des IgM se différencient en cellules B matures FO ou MZ par diffèrent voies 

caractérisées par une sur-expression des récepteurs IgD (Avrameas et al., 1979; Kerr et al., 

1991). L’expression du BCR membranaire de l’IgD varie aussi en fonction des différentes 

population B. Il est élevé dans les LB FO avec un taux d’expression 10 fois plus grand que celui 

de l’IgM (Havran et al., 1984). Il est faiblement exprimé sur les cellules B1 de la cavité 

péritonéale, la lamina propria et les tissus pleuraux (Hayakawa et al., 1984) ainsi que sur les 

cellules B MZ (Martin and Kearney, 2002).  

iii. Le stade B mature et la formation du centre germinatif (GC) 

Selon leurs origines, leurs spécificités et diversités antigéniques, leurs marqueurs de 

surface et leurs distributions tissulaires, les LB matures naïfs (avant la rencontre avec l’Ag) 

peuvent être subdivisés en deux grandes catégories. Les cellules dites B1 sont caractérisées par 

une capacité à s’autorenouveler et par un répertoire BCR spécifique conduisant à la production 

d'Ig de type IgM naturelles (NIgM) souvent polyréactives ou autoréactives, avec une faible 
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affinité (Aziz et al., 2015; Baumgarth, 2011; Ehrenstein and Notley, 2010; Holodick and 

Rothstein, 2015; Tung and Herzenberg, 2007). Les cellules dites B2 (ou B conventionnels) sont 

souvent associées à l’immunité adaptative. Cette dernière population est constituée des cellules 

B MZ et FO (Pillai and Cariappa, 2009). 

a. Les cellules B2 de la zone marginale 

  Les cellules B2 MZ sont situées dans la rate à l’interface de la pulpe blanche et la pulpe 

rouge. C’est la région marginale d’où elles tirent leur nom (Weill et al., 2009). Elles sont à 

l’interface du SI et sanguin, dans une zone irriguée par des sinus marginaux permettant de la 

rendre résistante à l’écoulement du flux sanguin (par comparaison aux artères qui irriguent la 

rate). Ceci permet aux pathogènes transportés dans le sang d’y résider plus facilement (Cerutti 

et al., 2013; Mebius and Kraal, 2005). La fonction principale des MZ explique leur localisation. 

Elle consiste à éliminer les Ag transportés par le sang d’une manière T-indépendante grâce à la 

sécrétion de fortes quantités d’Ig de faible affinité. Ces cellules ne représentent que 5 à 10% 

des cellules B de la rate. Elles sont caractérisées par un phénotype 

IgMHighIgDLowCD21HighCD1d+CD23Low (Cariappa et al., 2001). Elles possèdent des fonctions 

identiques à celles de la population B1 malgré leurs différences d’origines. En général, elles 

présentent comme les B1 des BCR non mutés, polyréactifs et/ou faiblement autoréactifs. Les 

cellules B MZ produisent essentiellement des Ac d’isotype M (Martin and Kearney, 2001) et 

reconnaissent les PAMPs ainsi que les débris cellulaires apoptotiques (Ehrenstein and Notley, 

2010; Martin and Kearney, 2002; Pillai and Cariappa, 2009). Les stimulants TLRs comme les 

lipopolysaccharides (LPS) et certaines séquences d’ADN (CpG) activent ces cellules. Elles 

participent à la réponse immunitaire précoce. Elles peuvent se différencier en plasmocytes 

extrafolliculaires de courte durée de vie suite à une activation T-indépendante. Cerutti et coll 

ont montré que ces cellules sont toutefois capables de « switcher » pour produire des IgA en 

réponse à certaines protéines membranaires ou lipides bactériens (Cerutti et al., 2013; Genestier 

et al., 2007; Rubtsov et al., 2008). Ces cellules peuvent également se différencier en 

plasmocytes de longue durée de vie en synthétisant des Acs de fortes affinités, en réponse à une 

stimulation T-dépendante (Song and Cerny, 2003). 

b. Les cellules B2 folliculaires et GC  

Comme leur nom l’indique, ces cellules sont localisées dans la pulpe blanche des 

follicules des organes lymphoïdes secondaires (Pillai and Cariappa, 2009). Ces follicules sont 
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remplis de cellules dendritiques présentatrices d’Ag (FDC pour Follicular Dendritic Cell) et 

sont situés à proximité des zones riches en cellules T. Les LB FO représentent la majeure partie 

des cellules B de la rate. Elles ont relativement une longue demi-vie de 5 mois chez la souris 

(Förster and Rajewsky, 1990). A l’inverse des MZ, elles expriment fortement le CD23 et 

faiblement le CD21 (Figure 9). Leur maturation a besoin d’un fort signal du BCR (Cariappa et 

al., 2001). L’activation des LB FO nécessite une collaboration avec les cellules TFH (T 

Follicular Helper, CD4+) et les FDC. Suite à la fixation d’un Ag, les LB FO seront piégés dans 

la zone interfolliculaire où ils s’activeront suite à leurs interactions avec les cellules T auxilières 

générant des GC. C’est là où débute la formation des cellules B mémoires et des plasmocytes 

sécréteurs d’Ig de hautes affinités (Good-Jacobson and Tarlinton, 2012).  

C’est également là où auront lieu les réarrangements géniques secondaires (SHM et 

CSR qui seront décrits dans le chapitre III) et la sélection basée sur l’affinité, aboutissant à la 

formation des Ac de très haute affinité (Victora and Nussenzweig, 2012). Ces phénomènes se 

déroulent dans des zones différentes du GC : la prolifération a lieu dans la zone dite sombre 

(DZ pour « Dark Zone ») située à proximité de la zone T. La sélection, exigeant la présence des 

cellules T ainsi que des FDC, se produit dans une zone dite claire (LZ pour « Light Zone »), 

proche de la zone marginale (Figure 11).  

Les LB FO vont migrer entre la DZ et la LZ pour sélectionner les clones montrant une 

grande affinité à l’Ag. Dans la DZ prennent place la prolifération et les modifications géniques 

aux loci des chaînes lourdes et légères d’Ig pour augmenter l’affinité vis-à-vis de l’Ag (SHM) 

(Di Noia and Neuberger, 2007). Les cellules B dans cette zone sont dites centroblastes. Elles 

sont caractérisées par l’expression de peu d’Ig de surface. Dans la LZ, les cellules B sont 

appelées centrocytes. La recombinaison isotypique va y avoir lieu uniquement pour les clones 

B sélectionnés (LB ayant un BCR capable de reconnaître son Ag) permettant ainsi l’acquisition 

de nouvelles fonctions effectrices sans affecter l’affinité pour l’Ag (Chaudhuri et al., 2007).  

iv. Les plasmocytes  

Les plasmocytes, caractérisés par l’expression du CD138 (syndecan 1), constituent les 

LB au dernier stade de leur maturation (Figure 9). Ce sont des cellules totalement différenciées, 

incapables de se diviser et dont la fonction ultime est de produire des Ig solubles. Avant 

d’arriver à ce stade, certaines cellules du GC se différencient en plasmoblastes, toujours 
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capables de se diviser, mais qui ont commencé à se spécialiser pour sécréter des grandes 

quantité d’Ac. 

Les plasmocytes forment un groupe hétérogène, distingué selon la sous-population de 

cellules B dont ils proviennent, ainsi que de leur durée de vie (Oracki et al., 2010). Il y a ceux 

qui sont issus des B1 ou des B MZ (Gunn and Brewer, 2006) suite à une activation T-

indépendante. Ils sont caractérisés par une courte durée de vie et expriment surtout des Ig 

d’isotype M. Ils n’ont pas une très grande affinité pour l’Ag. Ils expriment un BCR peu ou pas 

hypermuté et s’activent lors des phases précoces de la réponse immune (Coutinho et al., 1995; 

Holodick and Rothstein, 2015). Par contre, les plasmocytes issus des LB FO ont une longue 

durée de vie. Ils produisent des Ac de différents isotypes après une activation T-dépendante. Ils 

vont migrer dans la moelle osseuse, dans un microenvironnement spécialisé, où une sous 

population de ces cellules survivra très longtemps, grâce aux signaux provenant de cellules 

stromales. Ces plasmocytes fourniront pendant longtemps une source d’Ac de haute affinité. 

v. Les cellules B mémoires 

Les cellules B mémoires sont des cellules quiescentes, ayant une longue durée de vie. 

Ces cellules ont déjà rencontré l’Ag et fournissent une protection spécifique lors de la réponse 

immunitaire secondaire. Elles sont produites en réponse à des Ag T-dépendants (McHeyzer-

Williams et al., 1993), mais également T-indépendants (Pape et al., 2011). On distingue les 

cellules B mémoires qui peuvent, suite à la rencontre de l’Ag, retourner aux GC pour augmenter 

leur affinité et celles de la moelle osseuse qui seront les premières à être recrutées lors d’une 

nouvelle rencontre de l’Ag. La vaccination repose en fait sur cette mémoire immunitaire.  

Les mécanismes contrôlant la différenciation en B mémoires ne sont toujours pas 

connus. Il semble qu’ils soient de deux types : ceux permettant de sortir du GC et ceux induisant 

la différenciation plasmocytaire. Enfin, contrairement aux cellules B2 mémoires, les cellules 

B1 mémoires n’ont pas la capacité de provoquer une réponse immunitaire secondaire plus forte 

et plus rapide. Cette mémoire ne se traduit en fait que par un plus grand nombre de clones B1 

spécifiques de l’Ag rencontré (Kurosaki et al., 2015). 

vi. Les cellules B1 

La deuxième population des cellules B, les B1, fait partie du SI inné. Ces cellules 

représentent approximativement 5% des cellules B totales chez la souris. Elles diffèrent des 

cellules B2 par leur origine, fonctions, spécificité antigénique, diversité de répertoire, 
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marqueurs de surface et distribution tissulaire. Les cellules B1 se développent très tôt, dans le 

foie fœtal, et gardent une capacité d’autorenouvèlement tout au long de leur vie. Elles sont 

surtout présentes dans l’intestin et la cavité intrapéritonéale où elles représentent à peu près 

50% des cellules B totales. Par contre, leur pourcentage est très faible dans les ganglions 

lymphatiques et la rate (1% des cellules B). Elles sont quasiment inexistantes dans la moelle 

osseuse (0,1% des cellules B totales) (Kantor and Herzenberg, 1993; Kroese et al., 1992). Leur 

BCR présente un répertoire antigénique restreint, présentant une utilisation préférentielle de 

certains segments VH et un faible taux d’insertion aléatoire de nucléotides lors des 

recombinaisons VDJ (Hardy et al., 1989; Kantor, 1996; Kantor et al., 1997). Elles sont 

caractérisées par la production d’Ig polyréactives ou autoréactives naturelles d’isotype M 

(Baumgarth, 2011). Ce BCR est doué d’une faible affinité et reconnait des Ag T-indépendants 

(Aziz et al., 2015; Baumgarth, 2011; Ehrenstein and Notley, 2010; Holodick and Rothstein, 

2015; Tung and Herzenberg, 2007). Deux rôles principaux ont été attribués à ces Ig 

polyréactives. Malgré leur faible affinité, elles ralentissent la réplication de pathogènes suite à 

leur fixation, jouant ainsi un rôle dans l’immunité innée (Martin et al., 2001). Dans un deuxième 

temps, leur fixation sur les débris des cellules apoptotiques, grâce à leur faible autoréactivité, 

nettoie l’organisme et limite le risque d’inflammation et de réaction auto-immune dirigée contre 

ces Ac du soi. Boes et coll ont montré une aggravation des pathologies auto-immunes chez la 

souris suite à l’élimination des cellules B1 (Boes et al., 2000). D’autres études ont montré que 

ces Ig dites naturelles jouent un rôle dans la limitation du développement de l’athérosclérose 

(Shaw et al., 2000). Enfin, les Ig naturelles d’isotype A sécrétées surtout dans le tube digestif 

semblent avoir un rôle dans la régulation de la flore commensale (Kroese et al., 1996; 

Macpherson and Slack, 2007). 

Phénotypiquement ces cellules sont CD19+B220+IgMhighIgDlowCD11b+ et peuvent être 

subdivisées, selon l’expression du marqueur CD5 en deux sous-populations distinctes : les B1a 

(CD5+) et les B1b (CD5-) (Figure 9). Il a été démontré qu’elles réagissent différemment lors 

d’une réponse immunitaire. Les B1a sécrètent spontanément des IgM et assurent une première 

ligne de défense contre des bactéries encapsulées telles que le Streptococcus pneumoniae. La 

production des Ac par les B1b est induite et permet l’élimination fiable des pathogènes ainsi 

qu’une protection à long terme (Haas et al., 2005). Différentes études de transferts de cellules 

B plus ou moins matures dans des souris irradiées, ont montré que les cellules B1 sont issues 

de précurseurs différents des B2. La divergence entre les deux lignées apparaissant dès le stade 

précurseurs lymphoïdes précoces (Herzenberg and Herzenberg, 1989). Enfin, il est à noter que 
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les cellules B1 sont prédisposées à « switcher » vers l’isotype IgA et leurs répertoires 

antigéniques ne subit pas de fortes SHM. 

Les cellules B1 ont un double rôle crucial : Aider l’organisme contre les risques de 

pathologies auto-immunes et assurer la lutte contre les pathogènes. Ces lymphocytes sont à 

l’interface de l’immunité innée et adaptative (Baumgarth, 2011). Au cours de ma thèse, j’ai 

participé à des études sur le rôle des activateurs transcriptionnels en 3’ du locus IgH sur la 

maturation des LB. Ces travaux ont fait l’objet de 3 publications mises en annexe. 

vii. Les cellules B régulatrices 

Les cellules B peuvent également affecter les réponses inflammatoires par la libération 

de cytokines. Ces cellules immunosuppressives agissent à différents stades de développement 

(T2 jusqu’à plasmocytaire) (Rincón-Arévalo et al., 2016) principalement en sécrétant des 

cytokines immunosuppressives (e.g. Il-10, Il-35, TGFβ) mais aussi par interaction direct avec 

les LT auxiliaires par l’intermédiaire de protéines de membrane pour induire leur apoptose ou 

arrêter leur prolifération (Mauri and Menon, 2015; Ray et al., 2015; Rosser and Mauri, 2015). 

L’altération de cette population lymphocytaire suppressive est très fréquemment associée à des 

pathologies inflammatoires ou auto-immunes. Ces cellules semblent jouer un rôle dans 

l’atténuation des réactions immunitaires anti-cancéreuses (Miyagaki et al., 2015; Zhang et al., 

2015). 
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Chapitre II   Les éléments cis-régulateurs et les 

Remaniements des gènes du locus IgH 

 

Des éléments au locus IgH, dans des régions dites régulatrices, assurent un contrôle des 

événements géniques survenant au cours du développement B permettant d’assurer une 

expression ordonnée des gènes de ce locus. Ces événements sont communs chez l’homme et la 

souris. Ils sont situés en 5’ et en 3’ de celui-ci. Son accessibilité joue un rôle très important dans 

le maintien des remaniements géniques lignages et stades spécifiques (Perlot and Alt, 2008).  

1. Accessibilité du locus 

Si les enzymes Rag sont exprimées dans les CLP (Common Lymphoid Progenitor), les 

LT et les LB, les recombinaisons V(D)J ne s’observent que dans les LB. Ceci est la 

conséquence, au stade pro-B, de transcrits non codants dans les segments VH non réarrangés 

des LB. Ces transcrits constituent, à un moment donné, une fenêtre d’accessibilité aux régions 

devant être réarrangées. Plusieurs mécanismes épigénétiques dirigent cette accessibilité. Ces 

mécanismes sont : la relocalisation nucléaire, le remodelage chromatinien, le changement de 

configuration tridimensionnelle du locus ainsi que la transcription non-codante (Jaeger et al., 

2013).   

Le positionnement d’un gène dans des régions nucléaires transcriptionellement actives 

ou « euchromatines », au centre du noyau, favorise sa forte expression. Par contre, sa présence 

dans des régions dites « hétérochromatines » ou transcriptionellement inactives (en périphérie 

ou au niveau péricentromérique) contribue à son « silencing » (Kosak, 2004). Pour devenir 

accessible aux facteurs de recombinaison, le locus IgH se déplace de sa position initiale, à la 

périphérie nucléaire, vers une position plus centrale. Au stade pro-B, les deux allèles sont dans 

cette position pour permettre les recombinaisons D-JH puis VH-DJH avec les segments VH les 

plus accessibles aux recombinases : les proximaux sont dirigés vers le centre du noyau 

contrairement aux distaux qui restent liés à la périphérie. Lors de cette recombinaison VH-DJH 

l’allèle recombiné se trouve dans une position centrale; par contre l’autre allèle se situe en 

périphérie. Cette localisation asymétrique, maintenue lors des réarrangements des chaînes 

légères, explique le phénomène d’exclusion allélique. Au stade B immature, les deux allèles 

reprennent une position centrale (Skok et al., 2001). Au stade B mature, ils doivent être 

accessibles aux réarrangements secondaires. Ainsi, il a été démontré que les deux allèles sont 



Figure 12 – Représentation schématique du positionnement nucléaire des allèles IgH au cours

du développement B.

Les carrés oranges représentent les deux allèles IgH. Ce schéma représente la corrélation entre la
localisation au centre du noyau des allèles du locus IgH et l’état de réarrangement des gènes. Lors
d’une exclusion allélique, un allèle sera recruté dans l’hétérochromatine à la périphérie du noyau
ayant un effet répressif sur la transcription.

Pro-B précoce
Pro-B tardif Pré-B B activé 

4 jours
Réarrangements 
D-JH bialléliques

Réarrangements 
VH- DJH sur un 

seul allèle.
Exclusion allélique

B immature B mature

Phase précoce de maturation B indépendante de l’Ag Phase tardive de maturation B 

dépendante de l’Ag:Euchromatine
Hétérochromatine

B activé 
1,5 jours



40 

 

maintenus dans l’euchromatine au moins 1,5 jours après l’activation des LB, mais pas après 4 

jours, où l’un des deux sera renvoyé dans l’hétérochromatine (Figure 12) (Skok et al., 2001).   

De la même façon, en fonction du stade de développement B la position des allèles Igκ 

est modifiée. Au stade pro-B, les allèles κ semblent se relocaliser de l’hétérochromatine, de la 

périphérie de noyau, vers le centre (Goldmit et al., 2005; Kosak et al., 2002). Par contre, au 

stade pré-B, pour rendre un des deux allèles accessibles aux réarrangements, un allèle Igκ se 

localise dans l’hétérochromatine (Fitzsimmons et al., 2007; Goldmit et al., 2005). A l’opposé, 

une étude plus récente indique que les allèles Igκ sont relocalisés au centre du noyau 

uniquement à partir du stade pré-B (Rother et al., 2016) et non pas pro-B (Kosak et al., 2002). 

Au stade plasmocytaire, les gènes des Ig sont préférentiellement localisés en périphérie du 

noyau. A ce stade, les loci des chaînes lourdes et légères κ sont associés en « cluster » et 

partagent la même usine de transcription (Park et al., 2014). Aucune étude n’est disponible au 

sujet du locus Igλ. Ceci est très certainement à relier à l’utilisation très marginale du locus Igλ 

par rapport au locus Igκ chez la souris. Cette différence d’utilisation, très marquée chez la 

souris, l’est beaucoup moins chez l’homme. En effet, il existe une plus grande variabilité 

potentielle en segment Vλ chez l’homme (par rapport à la souris) conduisant à une utilisation 

plus fréquente du locus λ. Cependant, comme chez la souris, c’est le locus κ qui est utilisé en 

premier lors de la lymphopoeïse B chez l’homme. 

 En plus du positionnement nucléaire du locus, le changement de sa configuration 

tridimensionnelle contrôle cette accessibilité au cours de l’ontogénie B. Des études de noyaux 

en interphase par FISH et des interactions entre régions par 3C (Chromosome Conformation 

Capture) ont montré que la contraction du locus favorise les interactions longues distances et 

donc les réarrangements géniques entre des segments très éloignés. Les régions d’ADN à 

recombiner sont dans une même boucle. Celles qui ne doivent pas être recombinées sont 

physiquement éloignées. Ainsi, lors des réarrangements D-JH, le locus passe de sa conformation 

basale décontractée à un état contracté pour générer des boucles proches des segments 

proximaux. Ce locus se recontracte à nouveau lors des recombinaisons VH-DJH pour juxtaposer 

les segments VH au DJH déjà recombiné (Figure 13) (Medvedovic et al., 2013). La signalisation 

par le pré-BCR empêche tout futur réarrangement génique, en permettant au locus de revenir 

dans un état décontracté, et ainsi participe à l’exclusion allélique (Roldán et al., 2005). Pour 

permettre le rapprochement entre la région Sµ et la région S acceptrice concernée lors de la 

recombinaison isotypique, le locus se contractera suite à une stimulation cytokinique (Wuerffel 

et al., 2007).  



Figure 13 – Représentation schématique de la contraction du locus IgH au cours des

recombinaisons VH-DJH.

Le locus est en conformation décontractée suite à la recombinaison DJH. Le locus se
contracte modifiant ainsi sa structure tridimensionnelle, pour permettre les recombinaisons
longues distances avec les segments VH distaux lors des réarrangements VH-DJH.
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 Les modifications de la chromatine et le recrutement des recombinases s’ajoutent aux 

mécanismes gouvernant l’accessibilité. Ceci est en relation avec le « code des histones ». Les 

extrémités amino-terminales des histones libérées des nucléosomes, unités fondamentales de la 

chromatine, sont accessibles à des modifications post-traductionnelles comme la méthylation, 

l’acétylation, l’ubiquitinylation ou la phosphorylation. Ces modifications sont à l’origine d’un 

remodelage chromatinien. Ainsi l’euchromatine (riche en gènes transcriptionellements actifs) 

est caractérisée par l’acétylation des histones H3 et H4 (H3ac et H4ac) et par la di- ou tri-

méthylation de la lysine 4 de l’histone H3 (H3K4me2 et H3K4me3). A l’inverse, 

l’hétérochromatine, l’état le plus condensé de la chromatine, est caractérisée par une 

hypoacétylation, ainsi que par la méthylation de la lysine 9 de l’histone H3 (H3K9me) et la tri-

méthylation de la lysine 27 de cette même histone (H3K27me3) (Dunleavy et al., 2005; 

Jenuwein and Allis, 2001). Ces marques sont présentes dans un locus IgH inaccessible comme 

celui de cellules non B. Elles sont levées progressivement au cours de la lymphopoïèse B pour 

permettre les différents événements géniques. Elles sont corrélées à des changements 

dynamiques et ordonnés de la chromatine. Deux enzymes Rag sont impliquées dans le 

dévelopement B : Rag1 qui agit spécifiquement sur des séquences RSS à recombiner (Ji et al., 

2010), ce qui restreint son activité aux régions V(D)J des lymphocytes B ; et Rag2 qui est plus 

ubiquitaire du fait qu’elle ne reconnait pas un site spécifique mais les signes d’accessibilité de 

la chromatine comme les motifs H3K4me2/3 (Liu et al., 2007). Ainsi Rag2 agit également lors 

de la formation du T cell Receptor. Jeevan-Raj et collaborateurs ont montré que la marque 

H3K9me3, décrite comme répressive, permet le recrutement d’AID (Activation-Induced 

Deaminase) sur la région Sµ via une interaction avec les protéines KAP1 (KRAB domain 

Associated Protein 1) et HP1 (Heterochromatin Protein1) (Jeevan-Raj et al., 2011). En partant 

des précurseurs B non réarrangés jusqu’au stade B mature, les différentes régions du locus 

présentent des marques épigénétiques répressives ou actives stade-spécifiques, permettant ainsi 

les différents remaniements géniques d’une manière ordonnée et spécifique. 

Enfin pour l’accessibilité du locus, il a été montré que la cinétique d’apparition des ARN 

non codants, issus de la transcription germinale des segments à réarranger, est corrélée à 

l’accessibilité aux recombinases des segments correspondants (Yancopoulos and Alt, 1985). 

Les promoteurs à l’origine de cette transcription (germinal ou non) seront décrits dans ce 

chapitre.  

Diverses séquences nucléotidiques cis-régulatrices et des protéines ayant ces séquences 

comme cible (les éléments trans : facteurs de transcription) interviennent pour le contrôle de 



Figure 14 – Représentation schématique des éléments cis-régulateur du locus IgH.

Le locus IgH est représenté en configuration germinale. Les éléments cis-régulateurs sont
représentés en orange sur la ligne du haut et détaillés sur la ligne du bas. Les flèches
représentent les promoteurs. Les sites hs sont représentés par des cercles, les MARs par des
rectangles et les séquences répétées inversées (IRIS) par des flèches blanches. Le schéma
n’est pas à l’échelle.
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l’accessibilité du locus et la régulation de l’expression des gènes d’Ig. Plusieurs éléments cis-

régulateurs ont été identifiés au locus IgH : [1] Les promoteurs localisés en 5’ des segments VH, 

D et certains segments CH ; [2] les régions isolatrices situées aux extrémités du locus et entre 

les segments VH et D ; [3] les activateurs transcriptionnels, dont un situé dans l’intron entre JH4 

et Cµ, associé à des régions d’attachements à la matrice dites MAR (Matrix Association Region) 

et l’autre en 3’ des gènes constants CH (Perlot and Alt, 2008). 

Lors de mes travaux de thèse, j’ai surtout travaillé sur la région régulatrice en 3’ du 

locus. C’est pour cela que je détaillerai surtout les connaissances actuelles sur la 3’RR 

2. Les promoteurs et la transcription germinale 

Différents promoteurs existent au locus IgH : Ceux des régions VH (pVH), le DQ52 

(pDQ52) et ceux des régions constantes (pI) (Figure 14). Notons que la synthèse d’une Ig 

réarrangée ne nécessite qu’un seul promoteur localisé en amont du segment VH. Ces derniers 

sont activés séquentiellement lors de l’ontogénie B, donnant naissance à des produits ne codant 

aucune protéine (transcrits germinaux stériles), mais étant associés au déclenchement des 

différents événements de recombinaisons géniques. 

i. La transcription germinale des régions variables 

Ce sont les transcrits des segments VH, D et JH avant leurs réarrangements. Comme déjà 

décrit, cette transcription est corrélée au déroulement des différents réarrangements géniques, 

sans avoir aucun rôle identifié jusqu’aujourd’hui autre que de faciliter l’accessibilité des 

recombinases à la chromatine. (Sen and Oltz, 2006; Sun and Storb, 2001). 

Un promoteur bidirectionnel inactif en conformation germinal précède tous les 

segments D. PDQ52 est actif dès le premier stade d’engagement en lignage B, contrairement 

aux autres qui ne s’activent qu’après les réarrangements D-JH. Un transcrit dit µ0 est synthétisé 

à partir du promoteur PDQ52, allant du segment DQ52 au gène Cµ (Figure15). Un transcrit 

DJH est synthétisé après les recombinaisons D-JH à partir du promoteur activé du segment D 

réarrangé. Son activation permet l’initiation de la transcription dans les deux sens (Alessandrini 

and Desiderio, 1991; Bolland et al., 2007; Chakraborty et al., 2007; Reth and Alt, 1984). 

En parallèle, les segments VH sont transcrits suite à ce réarrangement D-JH. Notons que 

chaque segment V contient un promoteur requis pour la transcription germinale ainsi que pour 

la transcription après les réarrangements VDJ permettant ainsi l’expression de la chaîne mature 



Figure 15 – Transcrits germinaux des régions variables au cours des recombinaisons

VHDJH au locus IgH.

Les promoteurs sont représentés par des cercles en orange. Les flèches représentent les
transcrits. Ils partent du promoteur pDQ52 dans les deux sens pour permettre l’accessibilité

des segments D et JH dans la conformation germinale du locus. Des transcrits partent dans les
deux sens à partir du promoteur du segment D réarrangé après les réarrangements DJH.
Chacun des segments VH possède un promoteur et sont également transcrits.
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d’Ig (Yancopoulos and Alt, 1986). Un promoteur VH contient : une TATA box, un élément 

initiateur (Inr), un élément octamère très conservé ATGCAAAT (situé à moins de 100pb du 

site d’initiation) et certains contiennent une séquence riche en pyrimidine dont la fonction est 

toujours inconnue, ainsi qu’une séquence heptamérique CTCATGA qui aboutit à une activation 

optimale et spécifique de la transcription en association à l’octamère. Notons que ce dernier 

constitue le site de fixation de divers facteurs de transcription tels que Oct-1 exprimé de façon 

ubiquitaire et Oct-2 spécifique de la lignée B. Ces facteurs sont nécessaires à la transcription 

des segments VH. Les promoteurs des segments VH de la famille J558 contiennent des 

séquences dites dice (Downstream Immunoglobulin Control Elements) flanquées de deux 

éléments Inr (Figure 16) (Buchanan et al., 1995; Roy et al., 2011; Tantin et al., 2004). 

Récemment, des éléments appelées PAIR (pour Pax-5 Activated Intergenic Repeat) pouvant 

fixer plusieurs facteurs dont Pax-5, E2A, et Ctcf (CCCTC-binding factor) ont été identifiés. Ils 

semblent avoir une fonction de régulation des recombinaisons VH-DJH (Ebert et al., 2011).  

ii. La transcription germinale des régions constantes 

Cette transcription est indispensable à la CSR, même si elle ne code aucune protéine. 

Chaque gène constant du locus IgH (excepté Cδ) est associé à un promoteur pI (pour 

Intervening), inductible par une stimulation cytokinique adaptée, à partir d’où cette 

transcription est initiée avant la formation des GC (Xu and Stavnezer, 1992). Les gènes 

constants sont organisés dans des « unités transcriptionnelles » constituées d’un pI, d’un exon 

I, d’une région « switch » intronique ainsi que des exons CH. Les transcrits initiés aux pI 

contiennent l’exon I en aval, épissé sur le premier exon constant qui lui est associé (Figure 17) 

(Matthews et al., 2014). Cette machinerie de biosynthèse de l’ARN joue un rôle dans le 

maintien d’un état chromatinien activé permettant l’induction des cassures (Daniel et al., 2010), 

ainsi qu’un rôle dans le recrutement d’AID (Nambu et al., 2003). Le promoteur pI n’est pas 

indispensable à la CSR vue que son remplacement par un promoteur hétérologue ne la perturbe 

pas s’il induit la génération de transcrits germinaux épissés.  

Après la CSR, la transcription à partir du promoteur Iµ permet la synthèse d’un transcrit 

hybride Iµ-Cx. La détection de ces derniers ainsi que des transcrits Ix-Cx constitue une preuve 

que la CSR est correctement initiée et effectuée par le LB (Kracker and Radbruch, 2004; 

Stavnezer, 2000). 

La stimulation par divers cocktails cytokiniques est un moyen fréquement utilisé pour 

l’étude de la CSR. Ainsi la stimulation par du LPS l’induit vers les isotypes G2b et G3 



Figure 16 – Diversité et composition des promoteurs VH.

Un promoteur caractérisé par la présence d’une séquence Oct en aval de la TATA box, ainsi
qu’un élément initiateur Inr, précède chacun des segments VH. Mais des variations existent
selon les familles de VH (existence d’un site de fixation de Pu.1, répétition de l’élément Inr).
D’après Roy et al., 2011.
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conséquence de la transcription germinale par les promoteurs Iµ, Iγ2b et Iγ3. L’induction de la 

CSR vers les isotypes G1 et E nécessite de l’interleukine 4 (IL4) en plus du LPS, quand celle 

vers les isotypes G2a ou A nécessite l’interféron γ (INFγ) ou du TGFβ (pour Transforming 

Growth Factor β) (Stavnezer, 2000). 

3. Les régions isolatrices 

Les isolateurs ou régions isolatrices sont des séquences d’ADN fixant des frontières 

dans la chromatine. Ils présentent généralement un motif CCCTC ou CBE (pour Ctcf Binding-

Element) sur lequel se fixent des protéines nucléaires en doigt de zinc ubiquitaires dites Ctcf. 

Ces protéines interagissent entre elles ou avec la cohésine et aident à la contraction du locus 

pour former des boucles chromatiniennes (Gaszner and Felsenfeld, 2006). Deux types 

d’isolateurs existent : ceux qui séparent les « enhancers » des promoteurs pour empêcher toutes 

interactions indésirables et ceux qui créent une barrière pour éviter la propagation de 

l’hétérochromatine (séparation euchromatine/ hétérochromatine) (Figure 18). Divers isolateurs 

ont été identifiés sur le locus IgH participant à la régulation du développement B et au 

déroulement successif des réarrangements géniques (Degner et al., 2009; Gerasimova et al., 

2015; Chunguang Guo et al., 2011). Trois régions principales ont été identifiées contenant des 

CBE contrôlant l’accessibilité ou l’isolation de la chromatine (Featherstone et al., 2010; Garrett 

et al., 2005; Pawlitzky et al., 2006) : la région 5’, la région intergénique et IGCR1et la région 

Hs 5 6 7 (Site hypersensible à la DNase I).  

i. La région 5’ 

Cette région contient 4 sites hs (pour hypersensibles à la DNase I (DésoxyriboNucléase 

I) : 5’hs1, hs2, hs3a et hs3b) situés environ 30kb en amont du segment VHJ558.55 le plus distal 

(Figure 14). Ces sites sont détectables tout au long du développement B sauf le 5’hs1 qui ne 

l’est qu’au stade pro-B. Il peut fixer divers facteurs de transcription tel que le PU.1, Pax5 et 

E2A (Pawlitzky et al., 2006). Cette région définirait la limite chromatinienne en 5’ du locus 

IgH. Sa délétion n’a aucun effet sur le développement B, les recombinaisons VDJ et la CSR 

(Perlot et al., 2010). 

ii. La région 3’ : Hs 5 6 7 

Localisée à l’extrémité du locus IgH, cette région est constituée de 3 sites 

d’hypersensibilité à la DNase I, 3’hs5, hs6 et hs7 (Figure 14) (Garrett et al., 2005). Plusieurs 



Figure 17 – Génération des transcrits germinaux dans les régions constantes.

L’unité transcriptionnelle de chacun des gènes constants est constitué d’un promoteur pI,
d’une séquence (Ix), d’une région switch (Sx) et des exons Cx. Le transcrit mature non
codant est obtenue après épissage et polyadénilation du transcrit primaire. D’après Matthews
et al., 2014
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Figure 18 – Différents types d’isolateurs existent chez les vertébrés.

A- Isolateur empêchant la propagation de l’hétérochromatine.
B- Isolateur empêchant l’activité d’un enhancer.
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sites CBE y ont été mis en évidence lui conférant ainsi un rôle d’isolateur. Plutôt qu’un rôle cis-

régulateur, elle interviendrait dans la régulation des interactions longues distances lors des 

mécanismes de recombinaison. Sa délétion aboutit, en plus d’un biais dans les réarrangements 

VDJ (avec un usage accru des segments VH proximaux, de DQ52 et de JH3) à l’augmentation 

de la transcription des gènes situés en 3’ du locus IgH (Volpi et al., 2012). Cette région est 

l’isolateur transcriptionnel de l’extrémité 3’ du locus IgH avec les gènes situés en aval 

(Birshtein, 2012). 

iii. La région intergénique VHD et IGCR1 

La région intergénique VHD participe à la régulation séquentielle des recombinaisons 

VHDJH (Featherstone et al., 2010). L’accessibilité et l’activation des gènes VH sont limitées 

avant que la recombinaison DJH n’ai lieu grâce à la séparation des segments VH et D en 

domaines chromatiniens distincts. Cette séparation est due à cette région qui s’étend sur 90kb 

entre le segment VH fonctionnel le plus proximal et le segment D le plus distal appelé DFL6.1. 

Elle est constituée de 6 sites hypersensibles à la DNase I (hs1 à hs6) dont deux éléments (hs4 

et hs5) contiennent un CBE et des sites de fixation à plusieurs facteurs de transcription 

essentiels au développement lymphocytaire B tels que le Pax5, Stat3 et PU.1 (Featherstone et 

al., 2010). Les deux CBE jouent un rôle d’isolateur en inhibant l’extension de la transcription 

anti-sens des segments D vers la région VH proximale (Figure 14). Les deux CBE avec les 

potentiels éléments cis adjacents forment la région IGCR1 (pour Intergenic Control Region 1) 

qui s’étend sur une région de plus de 4kb. Les délétions ou mutations ciblées ont montré qu’elle 

est indispensable au contrôle de la transcription germinale, assurant la spécificité tissulaire et 

temporelle des réarrangements V(D)J (Giallourakis et al., 2010). Guo et collaborateurs ont 

suggéré que le réarrangement des segments VH distaux est favorisé par la formation de boucles 

à partir des CBE de l’IGCR1 (Guo et al., 2011).  

4. Les activateurs transcriptionnels 

Comme son nom l’indique, un activateur transcriptionnel ou « enhancer » est une 

séquence d’ADN ayant la capacité de réguler, à distance, la transcription d’un gène et possédant 

des sites de fixation pour des facteurs de transcription. Il peut être transcrit en eRNA (pour 

enhancer RNA) dont la régulation et la fonction sont toujours inconnues (ces transcrits ne 

codent aucune protéine). Notons que certaines équipes proposent que ces transcrits puissent 

jouer un rôle dans l’accessibilité de la chromatine et/ou dans les interactions à longue distance 
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(Lai and Shiekhattar, 2014). Au sein du locus IgH, deux activateurs transcriptionnels sont 

identifiés. Le premier est du côté 5’ : C’est l’activateur intronique Eµ. Le second est du côté 

3’ : C’est la région régulatrice en 3’ (3’RR) localisée en aval de Cα (Figure 14). 

i. L’enhancer 5’ Eµ  

Eµ fut le premier activateur transcriptionnel découvert au locus IgH (Banerji et al., 1983; 

Gillies et al., 1983). Il est situé entre le dernier segment JH (JH4) et le gène Cµ. Cette localisation 

permet son maintien durant tous les événements de recombinaison génique prenant place au 

locus IgH. Eµ est formé d’un core central de 220pb (core Eµ ou cEµ) flanqué des deux régions 

d’attachement à la matrice nucléaire dites MARs (pour Matrix Attachement Region) (Perlot and 

Alt, 2008).

a. cEµ 

Plusieurs sites de fixation de protéines activatrices ou inhibitrices de transcription sont 

identifiés dans le cEµ. On distingue le site C/EBP (pour CCAAT-Enhancer-Binding Proteins), 

µE1, µE5, µE2, µA, µE3, µE4 et une séquence octamérique, successivement, en partant de 5’ 

en 3’. L’octamère constitue le site de liaison des facteurs de transcription tels que Oct-1 et Oct-

2 (Ernst and Smale, 1995). Les éléments µE4 et µE5 donnent la spécificité cellulaire vis-à-vis 

des protéines activatrices ou inhibitrices se fixant dessus. En effet, dans les lignées non B, Eµ 

est inactivé grâce à la fixation de la protéine inhibitrice ZEB. Par contre, ce sont les protéines 

activatrices de la famille E2A qui viennent se fixer lors de l’activation d’Eµ au cours des 

réarrangements VDJ (Genetta et al., 1994). L’action d’Eµ s’avère être spécifique du stade pro-

B. En effet, des réarrangements VκJκ prématurés au stade pro-B (normalement prenant place 

au stade pré-B) sont trouvés suite à une insertion d’Eµ au locus κ (Inlay et al., 2006). En régulant 

l’accessibilité aux recombinases, Eµ serait donc impliqué dans le maintien des recombinaisons 

V(D)J séquentielles (locus IgH avant IgL).  

b. Les MARs 

Les MARs sont des séquences courtes d’ADN riches en base A/T ou G/C de 200 à 1000 

pb. Leur rôle exact demeure mal défini. Deux types de MARs existent : Celles qui sont en 

permanence attachées à la matrice nucléaire dites « MARs constitutives » et celles qui sont liées 

de manière réversible en réponse à des facteurs nucléaires tissus spécifiques, dites « MARs 

facultatives » rendant les régions associées transcriptionnellement actives. Des MARs 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   



47 

 

facultatives entourent cEµ. Elles sont associées à des facteurs répresseurs dans les tissus non B. 

Dans les LB elles s’activent après fixation du facteur de transcription Bright (B-cell Regulator 

of IgH Transcription) (Lin et al., 2007). Elles sont dispensables au déroulement des 

recombinaisons VDJ mais semblent être impliquées dans la régulation du processus 

d’hypermutation somatique au locus IgH (Marquet et al., 2014).  

c. Rôle de Eµ 

Plusieurs études ont été réalisées pour déterminer le rôle d’Eµ par délétion (ou Knock-

Out) dans des lignées cellulaires (Chen et al., 1993; Serwe and Sablitzky, 1993) ou dans des 

modèles murins (Afshar et al., 2006; Marquet et al., 2014; Perlot et al., 2005). Celle ci affecte 

fortement les recombinaisons VH-DJH, vu le manque de substrats résultants de la diminution 

des réarrangements précoces D-JH. 

La délétion du cEµ aboutit à la réduction des transcrits germinaux µ0 affectant la 

transcription anti-sens des régions D et JH avant la recombinaison (Bolland et al., 2007) sans 

affecter celle des transcrits sens et anti-sens des segments VH (Afshar et al., 2006; Perlot et al., 

2005). Une réduction dans la densité de la RNA Pol II (ARN Polymérase II) accompagne cette 

diminution de transcription (Chakraborty et al., 2007). Cependant, d’autres éléments semblent 

être impliqués dans le contrôle de ces réarrangements vue l’activité résiduelle persistante dans 

les modèles déficients. Afshar et ses collègues ont exclu PDQ52 des candidats potentiels car le 

phénotype induit par la déficience d’Eµ n’est pas intensifié par leur délétion conjointe sur le 

même allèle (Afshar et al., 2006).  

Eµ est essentiel à la localisation des allèles dans l’euchromatine au stade pro-B (Guo et 

al., 2011). L’étude des marques chromatiniennes dans des précurseurs B déficients pour le cEµ 

montre une apparition des marques H3K9ac et H3K4me3 (marques de chromatine active) 

suivie de la transcription germinale associée (Chakraborty et al., 2009). Grâce à la formation 

de boucles d’ADN, le cEµ par son interaction avec le PDQ52 puis IGCR1 régule le 

réarrangement VDJ séquentiel au stade pro-B. Pour éviter un réarrangement précoce, la 

première boucle enferme les segments JH, ce qui permet le recrutement des Rag et l’initiation 

de ces réarrangements. Ensuite, la deuxième boucle emprisonnant la majorité des segments D 

grâce à son interaction avec IGCR1 favorise l’initiation des réarrangements par les Rag 

recrutées dans la boucle précédente. L’interaction de Eµ à distance avec un site dans les 

segments VH distaux et l’autre dans les segments VH proximaux est en partie responsable du 
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rapprochement physique entre les segments VH et la région DJH déjà réarrangée (Guo et al., 

2011). 

On note une diminution de 50% des cellules B matures en périphérie suite à la délétion 

d’Eµ ainsi qu’une altération de la répartition des sous populations lymphocytaires B où le 

nombre des LB FO est fortement réduit. En effet, il a été rapporté qu’une diminution de la 

« force » du signal du BCR des cellules B transitionnelles les oriente vers le compartiment MZ 

(Pillai and Cariappa, 2009). Cette faible signalisation s’expliquerait par la diminution de 

l’expression de la chaîne lourde au stade pré-B suite à la supression de la région Eµ. Malgré 

l’impact de sa délétion sur les recombinaisons VHDJH, la fréquence d’usage des segments n’est 

pas altérée (Marquet et al., 2014). Une fois au stade B mature Eµ n’a aucun impact sur 

l’expression du BCR. Un léger défaut de « switch » est suggéré puisque sa délétion entraine la 

diminution des transcrits germinaux Iµ (Afshar et al., 2006; Chakraborty et al., 2009; Li et al., 

2010; Perlot et al., 2005). Les résultats sur les SHM chez les souris déficientes pour Eµ sont 

contradictoires. Stabilité pour certains (Perlot et al., 2005), baisse pour d’autres (Ronai et al., 

2005). 

En conclusion, l’intégralité de ces études suggère qu’Eµ régule le développement des 

LB, par son action sur les réarrangements VHDJH ainsi que par l’expression des chaînes lourdes 

d’Ig, du stade pro-B jusqu’au stade B immature (Marquet et al., 2014; Peng and Eckhardt, 

2013). 

ii. La région régulatrice en 3’ du locus IgH (3’RR) 

Au cours de ma thèse j’ai participé à diverses études sur le rôle de la 3’RR sur la 

maturation des LB. Certaines de ces études ont fait l’objet de publications mises en annexe. 

Une revue, dont je suis un auteur, décrivant les dernières avancées scientifiques portant sur la 

structure/fonction de la 3’RR a été publié durant ma thèse (Saintamand et al., 2017). Elle est 

incluse ci-dessous. Je me contenterai donc de résumer brièvement les caractéristiques 

essentielles de cette région.  

La capacité des lignées cellulaires déficientes pour Eµ à produire des Ig a suggéré 

l’existence d’autres activateurs transcriptionnels au sein du locus IgH (Eckhardt and Birshtein, 

1985; Zaller and Eckhardt, 1985). De multiples études ont abouti à la description d’une région 

de 30kb en 3’ du locus IgH constituée de 4 activateurs transcriptionnels (hs3a, 1.2, 3b, 4).  



Figure 19 – Structure de la 3’RR.

Représentation schématique à l’échelle de la 3’RR du locus IgH. Les 3 premiers activateurs
transcriptionnels hs3a, hs1,2 et hs3b avec les séquences répétées inversées (IR) constituent le
palindrome. hs3a et hs3b ont 97% d’homologie avec une orientation inverse. hs1,2 constitue
le centre de symétrie du palindrome. hs4 est en dehors du palindrome.
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a. Structure et évolution de la 3’RR 

Son séquençage a permis de mettre en évidence une structure unique. La 3’RR est 

divisée en deux sous-unités différentes : palindrome d’une part et hs4 d’autre part (Birshtein, 

2014; Pinaud et al., 2011). L’architecture palindromique s’étend sur les premiers 25kb 

englobant les 3 premiers activateurs transcriptionnels (hs3a, hs1.2 et hs3b). hs1.2 constitue le 

centre de ce palindrome avec, de part et d’autre, des séquences répétées inversées IR (pour 

Inverted repeat) de 10 à 12kb (IR1, IR2 et IR 3) dont certaines sont en tandem. Ces séquences 

sont limitées par hs3a et hs3b. Ces deux sites d’hypersensibilité à la DNase I sont disposés en 

sens inverse avec 97% d’homologie de séquences prolongeant ainsi le palindrome. L’élément 

hs4, se situant en dehors du palindrome, constitue le dernier élément avec une activité enhancer 

de la région 3’RR (Figure 19) (Chauveau et al., 1998; Saleque, S., Singh, M., Little, R.D., 

Giannini, S.L., Michaelson, J.S., and Birshtein, B.K., 1997). 

Une recombinaison Sµ-3’RR similaire à la CSR dite LSR (pour Locus Suicide 

Recombination) a été identifiée suite à la découverte de séquences répétitives similaires aux 

régions « switch » nommées LS (pour Like-switch) dans la 3’RR. Ces séquences sont ciblées 

par AID ce qui aboutit à la délétion de l’ensemble des gènes constants, et par la suite, à 

l’apoptose des cellules B matures incapables de survivre sans l’expression du BCR (Figure 20) 

(Péron et al., 2012). 

Une 3’RR se trouve, chez l’homme, dans chacun des deux blocs de gènes constants. 

Chaque bloc posséde sa propre 3’RR qui contient trois enhancers (hs1.2, hs3 et hs4) présentant, 

comme chez la souris, une structure palindromique, avec hs1.2 flanqué des séquences IR 

(Saleque, S., Singh, M., Little, R.D., Giannini, S.L., Michaelson, J.S., and Birshtein, B.K., 

1997; Sepulveda et al., 2005). La structure palindromique de cette région est conservée chez 

tous les mammifères (D’Addabbo et al., 2011). Contrairement aux séquences hs3a, hs1.2, hs3b 

et hs4, les séquences IR sont peu conservées entre les espèces. Ceci suggère une fonction très 

importante de cette architecture palindromique au-delà de la simple séquence nucléotidique.  

Un même profil d’activation, au cours du développement B, est observé entre la 3’RR 

humaine et murine faisant de la souris un modèle d’étude pertinent pour l’analyse de ses 

fonctions régulatrices (Chen and Birshtein, 1997; Mills et al., 1997; Pinaud et al., 1997). 



Figure 20 – Représentation schématique de la recombinaison LSR (pour Locus Suicide

Recombination).

Les régions LS possédant une structure proche des régions « switchs» peuvent être ciblées par
AID induisant une recombinaison similaire à la CSR dite LSR. L’intégralité des gènes constants
est délétée par cette réaction entraînant ainsi l’apoptose des cellules B matures dont le BCR est
indispensable pour leur survie.
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b. Structure fonction de la 3’RR 

Pour résumer la revue ci-dessous décrivant les dernières avancées sur la 3’RR, une série 

de modèles KO a décripté la cinétique d’action de la 3’RR ainsi que sa fonction. Elle s’active 

du stade B immature au stade B mature. Au stade B immature, elle joue un rôle dans la synthèse

de l’Ig et donc l’expression du BCR. Au stade B mature, elle est essentielle pour la transcription 

du locus IgH, CSR et les SHM. Pour ces fonctions, un rôle important de la structure 

palindromique a été mis en évidence. 
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Docteur Jekyll et Mister 
Hyde de la lymphopoïèse/
lymphomagenèse B
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Hussein Issaoui, Yves Denizot

> Les quatre activateurs transcriptionnels locali-
sés dans la région régulatrice 3’ (3’RR) du locus 
des chaînes lourdes d’immunoglobulines (IgH) 
contrôlent les phases tardives de la maturation 
lymphocytaire B et, en particulier, la transcrip-
tion du locus IgH. Docteur Jekyll lors de la matu-
ration B, la région 3’RR se transforme en Mister 
Hyde en cas de translocation oncogénique au 
locus IgH, en prenant sous son contrôle trans-
criptionnel l’élément transloqué. Cette revue a 
pour but de montrer cette dualité à partir des 
dernières avancées scientifiques portant sur la 
structure/fonction de la région 3’RR et de sou-
ligner le possible ciblage de cette région comme 
approche thérapeutique potentielle pour les lym-
phomes B matures. < enhancer, selon la terminologie anglo-saxonne) est défini comme une 

séquence d’ADN capable de stimuler à distance la transcription d’un 
gène, notamment en servant de site de fixation à des facteurs de trans-
cription. Le locus IgH murin en comprend deux principaux : l’activateur 
intronique Eμ, localisé entre les segments JH et le gène Cμ, et la région 
régulatrice située en 3’ du locus (3’RR) en aval du gène C. C’est cette 
dernière qui coordonne toutes les phases tardives de la maturation B 
que sont la transcription du locus IgH, l’hypermutation somatique et la 
recombinaison de classe, assurant ainsi le fonctionnement optimal du 
lymphocyte B. La région 3’RR peut également contrôler la transcription 
d’oncogènes transloqués au locus IgH à la faveur des cassures chromo-
somiques, ce qui aboutit au processus de lymphomagenèse. Voilà donc 
le double visage de la région 3’RR…

La région 3’RR

Eμ fut le premier activateur découvert au sein du locus IgH. Il est orga-
nisé sous forme d’un élément central (core Eμ ou cEμ) flanqué de deux 
régions d’attachement à la matrice nucléaire (MAR, pour matrix atta-

chement region). La délétion d’Eμ perturbe fortement les réarrange-
ments V(D)J au locus IgH mais n’a guère d’impact sur la transcription 
du locus, l’hypermutation somatique et la recombinaison de classe [2, 
3]. D’autres éléments régulateurs pour le contrôle de ces processus 
ont donc été recherchés au sein du locus. Quatre nouveaux activateurs 
transcriptionnels, répartis dans une région régulatrice d’environ 30 kb, 
ont ainsi été identifiés en 3’ du gène constant C et nommés, de 5’ 
vers 3’, hs3a, hs1,2, hs3b et hs4 [1]. Le séquençage de cette région 
correspondant à la région 3’RR, a permis de mettre en évidence des 
caractéristiques structurales étonnantes. Une première  particularité 

UMR CNRS 7276, Université de 
Limoges, rue Pr Descottes, 
87025 Limoges, France.
*Adresse actuelle : Inserm U1236, 
université Rennes 1, 
35000 Rennes, France.
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yves.denizot@unilim.fr

Les différents événements géniques qui s’effectuent 
lors de la lymphopoïèse B (établissement du répertoire 
antigénique via les recombinaisons V(D)J1, maturation 
d’affinité par le processus d’hypermutations soma-
tiques, et modification des fonctions effectrices de 
l’immunoglobuline (Ig) par la recombinaison de classe) 
requièrent une régulation extrêmement fine, à la fois 
dans le temps et l’espace (Figure 1) [1]. Leur déroule-
ment séquentiel, qui nécessite la génération de cassures 
doubles brins de l’ADN, est assuré par différents méca-
nismes permettant de modifier l’accessibilité des diffé-
rentes régions cibles des recombinaisons : régulation de 
la transcription, condensation de la chromatine, locali-
sation des locus au sein du noyau, etc. La coordination 
de ces mécanismes est assurée principalement par des 
éléments cis-régulateurs2 répartis tout au long des 
locus d’Ig, particulièrement au locus des chaînes lourdes 
(IgH) (Figure 2) [1]. Un activateur  transcriptionnel (ou 

Vignette (Photo © Bertrand Nadel).
1 Quatre régions géniques interviennent pour la formation des immunoglobulines 
(Ig) : la région V pour variable, la région D pour diversité (uniquement pour IgH), 
la région J pour jonction et la région constante C qui varie selon la classe d’Ig (C, 
C, C, etc.).
2 Séquences régulatrices situées (sur le même chromosome) en amont ou en aval 
du site d’initiation.
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l’apoptose des lymphocytes B matures qui ne peuvent 
survivre sans exprimer de BCR (B cell receptor) [7, 8]. 
Ce processus permettrait l’élimination des clones auto-
réactifs.
Chez l’homme, on retrouve également une région 
régulatrice en 3’ qui possède certaines particularités 
propres à la structure du locus IgH humain. En effet, les 
gènes constants y sont dupliqués et forment deux blocs 
distincts séparés d’environ 30 kb. Chaque bloc possède 
sa propre région 3’RR, localisée en aval des gènes C1 
et C2. Chaque 3’RR ne contient que trois activateurs 

(hs1,2, hs3 et hs4) mais, comme chez la souris, pré-
sente une structure palindromique, hs1,2 étant flanqué 
de séquences répétées inversées [1, 9]. De manière 
intéressante, les homologies de séquences sont limi-
tées entre espèces, tant pour les activateurs que pour 
les séquences IR, mais la structure palindromique de 
la région 3’RR est conservée chez tous les mammifères 
[10]. La conservation d’une telle structure malgré le 
polymorphisme dans les séquences, suggère donc une 
pression de sélection importante et un rôle fonctionnel 
de cette architecture palindromique.

provient de son architecture palindromique qui couvre les trois pre-
miers activateurs transcriptionnels, soit environ 25 kb (Figure 3) [4]. 
En effet, hs1,2 est flanqué de deux séquences répétées inversées 
(IR, pour inverted repeat), dont certaines sont en tandem (TR, pour 
tandem repeat) ; hs3a et hs3b forment les limites de ces séquences 
répétées inversées. Leurs séquences présentent 97 % d’homologie et ils 
sont disposés en orientation inverse, prolongeant ainsi le palindrome. 
L’élément hs4, quant à lui, se situe en dehors du palindrome et consti-
tue la limite 3’ de la région 3’RR. La 3’RR serait divisée en deux unités 
distinctes : le palindrome et ses trois activateurs, hs1,2, hs3a et hs3b, 
d’une part, et hs4, d’autre part [5, 6]. Une étude plus fine, réalisée 
au laboratoire, a récemment révélé que les éléments transcription-
nels de la 3’RR étaient, d’autre part, flanqués 
de séquences répétitives similaires aux régions S 
(switch) qui sont essentielles à la recombinaison 
de classe [7, 8] (➜).
De façon surprenante, ces séquences, baptisées séquences LS (pour 
like-switch) sont la cible de l’enzyme AID (activation-induced cytidine 

deaminase), ce qui permet une recombinaison similaire à la recombi-
naison de classe entre la séquence Sμ et la région 3’RR. Cette recom-
binaison, nommée LSR (pour locus suicide recombination), aboutit à 
la délétion de l’ensemble des gènes constants (C), ce qui conduit à 

Phases précoces du développement B :
Création d’un répertoire d’Ig fonctionnelles

Phases tardives
du développement B

Recombinaisons V
H
DJ

H
Recombinaison isotypique

et hypermutation somatique

Éléments
V

H

Éléments
D

Éléments
J

H

RAG AID

AID

RAG

V
H
DJ

H

Moelle osseuse

Cμ CμSμ Sγ1 Cγ1

Cμ

Cμ

SHM
Cγ1

Organes lymphoïdes
secondaires

(➜) Voir la Dernière 
heure de S. Péron 
et al., m/s n° 5, 
mai 2012, page 551

Figure 1. Représentation schématique des événements de recombinaison au locus IgH lors de la lymphopoïèse B. Lors des phases précoces qui 

précèdent la rencontre avec l’antigène, les réarrangements V
H
DJ

H
 permettent, avec les réarrangements des chaines légères, l’expression d’une 

immunoglobuline (Ig) fonctionnelle. Les cassures chromosomiques créées pour ces réarrangements reposent sur l’activité de l’enzyme RAG 

(recombination-activating gene). Au cours des phases tardives du développement B, qui s’effectuent en présence de l’antigène, les phénomènes 

d’hypermutations somatiques et de recombinaison isotypique visent à optimiser l’affinité du récepteur pour l’antigène et à modifier l’isotype 

d’Ig exprimée. Ces processus nécessitent l’intervention de l’enzyme AID (activation-induced cytidine deaminase). SHM : somatic hypermutation.
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apoptose et prolifération de ces cellules sera à l’origine 
de l’apparition de leucémies ou de lymphomes. Une cel-
lule B ayant subi une transformation maligne conserve 
certains traits phénotypiques de sa cellule d’origine, 
ce qui permet d’identifier le précurseur à l’origine 
du lymphome et ainsi de le classer. Les lymphomes B 
représentent ainsi un groupe hétérogène comprenant 
plus de 40 sous-types, dont la majorité dérivent de 
cellules B matures [21]. La transformation d’une cel-
lule fait intervenir plusieurs évènements oncogéniques 
qui modifient des fonctions en lien avec la proliféra-
tion cellulaire, l’apoptose ou encore l’interaction avec 
l’environnement. Dans le cas des lymphomes, il s’agit, 
d’une part, de lésions génétiques majoritairement 
aléatoires et, d’autre part, de translocations pouvant 
apparaître au gré des recombinaisons qui ponctuent 
l’ontogénie B [22, 23] (➜).
Le développement des techniques 
de séquençage et de biologie 
moléculaire a permis de caracté-
riser des translocations contribuant au développement 
de différentes tumeurs et s’avérant récurrentes. Plus 
récemment, les techniques de séquençage haut débit 
et de TC-seq (translocation capture-sequencing) ont 
permis une étude plus exhaustive des translocations 
et des mutations à l’origine de nombreux cancers, dont 
les lymphomes [22]. Ainsi, différents types de translo-
cations sont retrouvés lors des lymphoproliférations B 
(Figure 4) et les plus fréquents conduisent à l’insertion 

La région 3’RR semble être l’élément régulateur apparu le plus récem-
ment lors de l’évolution du locus IgH. Elle serait issue de la duplication 
de la région contenant les exons Cμ qui, ensuite, se serait elle-même 
dupliquée, formant ainsi la structure palindromique. Son apparition 
semble corrélée à celle de la recombinaison de classe chez les tétra-
podes. Il est donc possible que son évolution, et les duplications suc-
cessives, aient été facilitées par une pression de sélection imposant 
la mise en place d’une région régulatrice assurant le contrôle de ce 
mécanisme complexe [11].
Diverses publications ont rapporté le rôle de la région 3’RR dans son 
ensemble, mais aussi celui de chaque élément transcriptionnel, ainsi 
qu’une éventuelle synergie ou redondance entre ces éléments [1]. Sché-
matiquement (Figure 3), la 3’RR n’est pas impliquée dans les phases 
précoces de la lymphopoïèse B (contraction du locus IgH, recombinaison 
DJH et VHDJH) [12, 13]. Sa structure palindromique est, par contre, essen-
tielle au processus d’hypermutation somatique [14-16]. Ce sont ses 
activateurs transcriptionnels qui contrôlent son effet sur la recombinai-
son de classe [16-18] et la transcription des gènes constants du locus 
IgH [19]. La synergie entre les quatre éléments transcriptionnels est 
notable pour ces deux activités non seulement in vitro mais aussi in vivo. 
Enfin, au stade de B mature, la 3’RR prend l’activateur transcriptionnel 
E sous sa domination transcriptionnelle, faisant de cette région, l’élé-
ment clef unique contrôlant tous les processus de transcription (sens, 
anti-sens, codant et non codant) au locus IgH [20].

L’origine des lymphoproliférations B

Le développement et la prolifération des lymphocytes B sont des phé-
nomènes étroitement contrôlés. Un déséquilibre de la balance entre 

Région 5’
pVH

Région
intergénique

V
H
-D

DQ52 E� Promoteurs I 3’RR

Éléments V
H

Éléments D Éléments J
H

Gènes constants

μ ε αδ γ3 γ1 γ2b γ2a

5’hs1 2 32 4 5 6 MAR cEμ MAR hs3a hs3b hs4hs1,2PDQ523a 3b V-Dhs1

Figure 2. Représentation schématique du locus IgH et de ses éléments cis-régulateurs chez la souris. La ligne supérieure représente le locus IgH 

murin en conformation germinale. Les éléments régulateurs sont représentés en rouge et sont détaillés sur la ligne inférieure. Les sites hs (pour 

hypersensibilité à la DNaseI) sont représentés par des cercles et des ovales, les MAR (matrix attachment regions) par des rectangles, et les 

séquences répétées inversées par des flèches blanches. hs3a et hs3b (cercles rouges de la ligne inférieure) possèdent 97 % d’homologies mais sont 

en orientation inversée. hs1,2 (cercle bleu) est l’élément central du palindrome constituant la région 3’RR. hs4 (cercle jaune) est situé en dehors 

du palindrome. Seuls Eμ et la 3’RR présentent une activité pro-transcriptionnelle importante. pVH : promoteur des régions variables.

(➜) Voir la Synthèse 
de S. Gisselbrecht, 
m/s n° 2, février 2003, 
page 201
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 permettent de contourner différents points de contrôle 
en affectant le cycle cellulaire, la résistance à l’apop-
tose, la signalisation intracellulaire, la reconnaissance 
par le système immunitaire, etc. [24], ne sont pas 
spécifiques des lymphoproliférations et sont retrouvées 
dans de nombreux types de cancers. C’est le cas, par 
exemple, de celles touchant le gène TP53, qui code la 
protéine suppresseur de tumeur p53, qui sont retrou-
vées dans près de la moitié des tumeurs chez l’homme. 
Ce facteur de transcription, parfois appelé « gardien du 
génome », contrôle l’arrêt du cycle cellulaire ou l’apop-
tose en réponse à un stress (lésion de l’ADN, défaut de 

au locus IgH de séquences codantes intactes de proto-oncogènes. Les 
exemples les plus connus sont la translocation du gène codant c-myc, 
associée au lymphome de Burkitt, de celui codant la cycline D1, dans 
le lymphome du manteau3, et celui codant Bcl2 (B-cell lymphoma 2), 
dans le lymphome folliculaire. Ces translocations sont généralement 
l’un des évènements les plus précoces de la transformation maligne. 
Elles ne sont toutefois pas suffisantes pour conduire à un cancer. 
Plusieurs évènements géniques (ou « hit ») seront nécessaires pour 
aboutir à une cancérisation complète de la cellule. Ces mutations qui 

3 Le lymphome à cellules du manteau est une forme rare de lymphome malin non-hodgkinien qui affecte les 
lymphocytes B situés dans la zone du manteau, une région située sur le bord externe du ganglion lymphatique.
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Figure 3. Modèles murins de délétion de la région 3’RR. Différents modèles murins de délétions de la région 3’RR ont été générés et analysés. La 

délétion d’un seul activateur transcriptionnel n’a que peu ou pas d’effet, confirmant la redondance et la synergie d’activité entre les différents 

éléments de la 3’RR. La délétion de plusieurs activateurs perturbe fortement la recombinaison de classe, l’hypermutation somatique et la synthèse 

d’Ig. La suppression du palindrome a un effet notable sur l’hypermutation somatique. Cercles rouges : hs3a et hs3b ; cercles bleus : hs1,2 ; cercle 

jaune hs4 ; flèches blanches : régions répétées inversées du palindrome de la 3’RR. Le point d’interrogation (?) indique un paramètre non étudié. 

Le nombre de flèches vers le bas indique l’intensité de la baisse sur le paramètre étudié.
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le premier événement oncogénique consiste en une 
translocation plaçant le proto-oncogène BCL2 au sein 
du locus IgH. Cette translocation a généralement lieu 
lors du stade pro-B, mais elle n’entraînera le déve-
loppement d’un lymphome que lors des stades tardifs 
du développement, durant lesquels l’expression de 
BCL2 est normalement réprimée [25]. C’est pour ces 
raisons que le terme « contrepartie normale » d’une 
cellule cancéreuse est souvent préféré à « cellule 
d’origine ».

Les altérations oncogéniques au cours 
des lymphomes

La plupart des lymphomes B se caractérisent par 
l’existence d’une translocation déplaçant un proto-
oncogène au sein des locus d’immunoglobulines (Ig). 
Il sera alors transcrit de façon constitutive, sous le 
contrôle des éléments régulateurs propres à ces locus. 
La fréquence élevée de ces altérations géniques s’ex-
plique par l’induction de cassures doubles brins inter-
venant au cours des  réarrangements qui  ponctuent la 

réplication, etc.). Sa mutation est susceptible de créer un environne-
ment permissif au développement de tumeurs.
La majorité des lymphomes humains semblent issus de la trans-
formation de cellules du centre germinatif (CG)4 ou post-CG. Cette 
observation peut sembler surprenante puisque les lymphocytes B 
ne résident que peu de temps dans cette zone du ganglion lym-
phatique, et que les lymphocytes B naïfs représentent plus de la 
moitié de l’ensemble des cellules B. Cela s’explique cependant par 
la prolifération intense des cellules du CG et par le déroulement de 
l’hypermutation somatique et de la recombinaison de classe, qui 
majorent considérablement le risque de mutations oncogéniques. La 
notion de cellule d’origine du lymphome doit cependant être nuan-
cée. La cancérisation d’une cellule s’effectue en plusieurs étapes, 
pouvant affecter différents stades de développement de la cellule. 
Il est ainsi difficile de déterminer les stades de maturation auxquels 
les différentes altérations ont été acquises et l’impact qu’elles ont 
pu avoir sur le développement du lymphocyte B avant sa transfor-
mation maligne. Par exemple, dans les lymphomes folliculaires, 

4 Le centre germinatif est une structure se formant dans le ganglion et conduisant à la maturation, la pro-
lifération et la sélection des lymphocytes B. Ils sont organisés en deux zones : claire, où a lieu le processus 
de sélection, et sombre où les lymphocytes B prolifèrent.
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orange) et impliquer différents proto-oncogènes. RAG : recombination-activating gene ; AID : activation-induced cytidine deaminase ; SHM : 

somatic hypermutation.
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ponsive factor] composant de la nucléoline) peuvent 
influencer l’activation des proto-oncogènes qui ont été 
transloqués [30, 31].

La 3’RR et la lymphomagénèse

La translocation d’un proto-oncogène au locus IgH 
entraîne sa surexpression. Son contrôle transcriptionnel 
apparaît donc sous la dépendance des éléments régula-
teurs du locus IgH qui l’accueille. L’activateur intronique 
Eμ a été initialement soupçonné d’être l’acteur critique 
de cette induction d’expression des proto-oncogènes. 
Cependant, des souris transgéniques exprimant un trans-
gène Eμ-c-Myc ne développent que des tumeurs de phé-
notypes immatures, différentes des lymphomes de Burkitt 
matures, retrouvés chez l’homme, ayant pour origine une 
translocation de c-Myc dans le locus IgH [32]. Ces résul-
tats et le fait qu’Eμ puisse être éliminé lors des translo-
cations c-Myc-IgH associées à des lymphomes de Burkitt 
sporadiques, ont conduit à suggérer que la région 3’RR 
puisse être responsable de la modulation d’expression du 
proto-oncogène transloqué.
Cette implication de la 3’RR a en effet été validée dans 
des modèles murins : la transfection d’un transgène 
constitué d’une cassette c-Myc-3’RR [33], l’insertion 
d’une cassette 3’RR en 5’ du c-Myc endogène [34], 
ou l’insertion de c-Myc en divers points du locus IgH 
(en amont de E ou de C, ou dans C) [35-37], 
induisent l’apparition de lymphomes B similaires aux 
lymphomes de Burkitt humains et aux plasmocytomes. 
Le modèle de souris transfectées avec la cassette 
c-Myc-3’RR a révélé l’influence sur la lymphomagenèse, 
de mutations additionnelles (touchant TP53 ou CDK4 
[cyclin-dependent kinase-4]) [38] et de l’isotype du 
BCR que les cellules expriment [39]. La confirmation 
définitive du rôle de la région 3’RR dans l’apparition 
des lymphomes a été apportée, chez la souris, par des 
expériences de délétions touchant les activateurs hs3b 
et hs4 qui favorisent leur développement : la 3’RR est 
en effet indispensable au développement de lymphomes 
matures mais pas de lymphomes pro-B [40]. Des études 
in vitro ont également prouvé que la 3’RR était respon-
sable de la dérégulation de l’expression de BCL2 dans 
des lymphomes associés à une translocation BCL2-IgH 
[41]. Des expériences de capture 
de la conformation des chromo-
somes (3C)6 [46] (➜) ont de plus 
permis de montrer la proximité 

6 La technique 3C (chromosome conformation capture) permet de détecter la proxi-
mité spatiale de deux fragments de chromatine. Ces deux fragments peuvent être à 
des distances plus ou moins grandes sur le même chromosome, ou appartenir à des 
chromosomes différents.

lymphopoïèse et qui font des locus d’Ig des points chauds de trans-
locations. Lors de certaines translocations, le point de cassure au 
sein du locus IgH peut être adjacent aux segments D ou J. La translo-
cation résulte dans ce cas d’une erreur qui survient lors des réarran-
gements V(D)J. C’est le cas notamment des translocations BCL2-IgH 
ou CCND1 (le gène codant la cycline D1)-IgH [24]. Ces translocations 
nécessitent l’induction de deux cassures doubles brins (l’une dans 
le locus d’Ig, l’autre, à proximité du proto-oncogène). La cassure 
au locus IgH fait intervenir, dans la quasi-totalité des cas, l’enzyme 
RAG (recombination-activating gene) chargée d’induire les cassures 
doubles brins lors des recombinaisons V(D)J. La cassure à proximité 
du proto-oncogène peut, elle aussi, être induite par RAG (action 
hors cible), la translocation est alors due à un réarrangement VDJ 
illégitime. Cette cassure peut également être indépendante de RAG, 
l’extrémité du proto-oncogène allant alors envahir le complexe
synaptique5 formé lors d’une recombinaison V(D)J légitime.
Pour certaines translocations, les points de cassures se situent au sein, 
ou à proximité, de l’exon VDJ réarrangé. C’est, par exemple, le cas de la 
translocation c-MYC-IgH associée au lymphome de Burkitt endémique. 
Ce type de translocation implique l’enzyme AID et est caractéristique 
d’une erreur de réparation lors de l’hypermutation somatique. En effet, 
bien qu’elles ne soient pas nécessaires, des cassures doubles brins 
sont souvent induites au cours de l’hypermutation somatique, ce qui 
favorise l’apparition de translocations. Certaines translocations ciblent 
les régions S qui précèdent les exons codant les domaines constants. 
Elles proviennent de réparations illégitimes lors de la recombinaison de 
classe. C’est le cas par exemple des translocations c-MYC-IgH ou c-MAF-
IgH, cette dernière étant associée aux myélomes multiples [22, 23, 25].
Une translocation requiert l’induction simultanée de deux cassures 
double brins. Si celles au locus IgH sont dues à l’action physiologique 
d’AID, celles à proximité du proto-oncogène peuvent provenir d’une 
activité hors cible de l’enzyme. En effet, malgré une régulation très 
stricte, AID peut agir sur certaines régions du génome de façon non 
spécifique. L’organisation spatiale nucléaire semble également jouer 
un rôle important, les translocations étant plus fréquentes entre des 
gènes localisés en cis ou des gènes situés à proximité, au sein du noyau 
[26, 27]. Dans le cas des lymphomes B, une proximité chromosomique 
importante a été décrite entre le gène CCND1 ou c-Myc et le locus IgH. 
Ce rapprochement des gènes varie au cours des différentes étapes de 
la maturation lymphocytaire B. Ainsi, dans les lymphocytes B naïfs, 
CCND1 est proche du locus IgH. Lors des étapes de maturation que 
sont l’hypermutation somatique et la recombinaison isotypique, c’est 
c-Myc qui est proche du locus IgH [28, 29]. La localisation nucléaire 
du chromosome transloqué est également modifiée. En effet, dans 
les cellules de lymphomes de Burkitt et du manteau, les locus c-Myc-
IgH et CCND1-IgH sont relocalisés de la périphérie nucléaire (zone de 
faible transcription) vers la région centrale péri-nucléaire (zone de 
forte transcription) [30] où plusieurs protéines (dont LR1 [LPS-res-

5 Complexe synaptique (ou complexe de jonction) : par analogie très lointaine aux neurones, ce terme (assez 
impropre) représente la zone de contact comprenant toute la machinerie cellulaire (protéines, enzymes, 
co-facteurs, ARN régulateurs, ADN cis-regulateurs, etc.) nécessaire à la réparation des deux parties du 
chromosome devant se rabouter.

(➜) Voir la Synthèse 
de David Umlauf, 
m/s n° 3, mars 2015, 
page 304
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de drogues épigénétiques pour le traitement de certains 
lymphomes B matures n’était jusqu’ici que peu docu-
menté. Leur effet négatif sur l’activation transcription-
nelle de la 3’RR dans le lymphocyte B pathologique avec, 
pour corolaire, la diminution de l’hypertranscription 
oncogénique, pourrait permettre d’expliquer les activités 
de ces drogues dans le traitement des lymphomes. ‡

SUMMARY
The IgH 3’RR: Doctor Jekyll and Mister Hyde of B-cell 
maturation and lymphomagenesis
The four transcriptional enhancers located in the 3’  
regulatory region (3’RR) of the IgH locus control the 
late phases of B-cell maturation, namely IgH locus 
transcription, somatic hypermutation and class switch 
recombination. Doctor Jekyll by nature, the 3’RR acts as 
Mister Hyde in case of oncogenic translocation at the 
IgH locus taking under its transcriptional control the 
translocated oncogene. The aim of this review is to show 
this duality on the basis of the latest scientific advances 
in the structure and function of the 3’RR and to hIghlight 
the targeting of the 3’RR as a potential therapeutic 
approach in mature B-cell lymphomas. ‡
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spatiale (via des boucles d’activation de plusieurs méga-bases) entre 
les éléments activateurs de la 3’RR et le promoteur du BCL2 transloqué.
L’ensemble de ces études a donc confirmé l’importance de la région 
3’RR dans la lymphomagenèse B. Il montre également la pertinence des 
modèles murins pour l’étude de leur développement.
Faisant suite à une translocation oncogénique au locus IgH, le « super-
enhancer » 3’RR peut donc prendre sous sa dépendance transcription-
nelle, l’oncogène transloqué. Afin de remédier à la dérégulation de son 
expression ainsi générée, seul le ciblage pharmacologique de l’oncogène 
avait, jusqu’à présent, été envisagé [42, 43] (➜).
Cibler spécifiquement dans la cellule B, l’activité 
transcriptionnelle de la 3’RR (qui repose sur ses 
activateurs), pourrait se révéler une straté-
gie thérapeutique prometteuse dans le cas des 
lymphomes B matures. L’activation de la 3’RR 
est sous le contrôle d’une histone déacétylase 
(HDAC) qui se lie spécifiquement sur l’activateur 
hs1,2. Les inhibiteurs d’HDAC (HDACi) régulent négativement l’activité 
de la 3’RR [32]. Ils apparaissent ainsi être une piste potentiellement 
intéressante en thérapeutique. Certaines de ces molécules capables, 
en théorie, de réprimer l’expression du locus IgH en agissant sur la 
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folliculaires ou diffus à grandes cellules). Elles présentent une cyto-
toxicité importante pour les cellules cancéreuses [44, 45].
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Conclusion

Les progrès à venir dans le traitement des lymphomes B reposeront, en 
grande partie, sur une meilleure connaissance de leur mode de déve-
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celui-ci paraissant être directement impliqué dans l’amplification de 
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nation programmée de centaines de kilobases de matériel génétique.
Si l’importance de cette fonction de la 3’RR dans la génération des 
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dernières années, sa contrepartie délétère, lors de la lymphomagenèse B, 
apparaît de plus en plus évidente. Le rôle central de la 3’RR sur la trans-
cription du locus IgH ne peut en effet qu’avoir des conséquences sur la 
transcription du proto-oncogène transloqué. Le rationnel de l’utilisation 
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c. Les super-enhancers 

Ces régions sont supposées contrôler l’expression d’un important nombre de gènes et 

sont essentielles à l’engagement des cellules souches pluripotentes dans des lignées spécifiques. 

Alors que plus de 10000 enhancers potentiels ont été détectés par type cellulaire (Pott and Lieb, 

2015), les auteurs ont suggéré que les super-enhancers sont beaucoup moins nombreux. Cinq 

caractères définissent un enhancer : [1] Une hypersensibilité à la DNase I ; [2] la capacité de 

réguler à distance la transcription d’un gène ; [3] l’existence de sites de fixation pour des 

facteurs de transcription; [4] la présence de marques épigénétiques ; [5] la capacité à former des 

boucles facilitant son contact avec les gènes qu’il régule. Un super-enhancer est défini non 

seulement comme étant enrichi en histone acétyl-transférases (p300), en facteurs de 

transcription, en protéine participant à la formation des boucles de chromatines dites Med1 

(faisant partie de complexe du médiator) et en certaines marques épigénétiques (H3K27ac, 

H3K4me2, H3K4me1), mais aussi par une longueur de plusieurs kb (contre 700 pb en moyenne 

pour les enhancers « classiques ») (Pott and Lieb, 2015; Whyte et al., 2013). La 3’RR, 

répondant à tous ces critères, peut être définie comme un « super-enhancer ».  

d. Régulation de la 3’RR par des facteurs trans 

Plusieurs facteurs de transcription (activateurs ou répresseurs) agissent en trans pour 

réguler l’action séquentielle des divers enhancers de la 3’RR. Comme déjà décrit, ce super-

enhancer contient énormement de sites de fixation pour des facteurs spécifiques ou non au 

lignage B (Pinaud et al., 2011).  

Trois sites de fixation octamères ont été trouvés dans les séquences de hs3a et hs3b liant 

ainsi Oct 1 et Oct2 (Matthias and Baltimore, 1993). Elles présentent aussi des sites de fixation 

pour les protéines de la famille E2A, comme µE2 et µE5 (Chauveau and Cogné, 1996; 

Greenbaum and Zhuang, 2002). Egalement, des sites de fixation des protéines inhibitrices Maf, 

SMRT, et Bach2, dites MARE (pour MAf Recognition Element) ont été identifiés. Ces 

protéines sont essentielles aux stades précoces de la lymphopoïèse B pour inhiber toute 

transcription avant terme de la chaîne lourde d’Ig (Muto et al., 1998). 

Pour hs1.2, l’élément le plus étudié, un site octamère est décrit permettant son activation 

suite à la fixation des protéines Oct-2 et OCA-B au stade plasmocytaire (Tang and Sharp, 1999). 

Plusieurs sites de fixation de protéines essentielles pour l’engagement en LB, tel que E12 et 
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E47, ont été identifiés dont les sites µE2 et µE5. Cette fixation est régulée, aux stades précoces 

du développement B ou dans les LB matures au repos, par les protéines inhibitrices Id1, Id2 et 

Id3. Ceci permet de freiner l’activation de la 3’RR (Kadesch, 1992; Meyer et al., 1995; 

O’Riordan and Grosschedl, 1999; Sun, 1994). Egalement un site de fixation pour NFκB a été 

identifié jouant un rôle de répression (stades précoces) et d’activation (stades tardifs) 

(Michaelson et al., 1996). Deux sites de fixation pour la protéine Pax5 sont identifiés. Cette 

dernière interagit avec les facteurs Oct et NFκB pour la répression d’hs1.2. Au stade 

plasmocytaire, l’expression de Pax5 est inhibée, ce qui permet l’activation d’hs1.2 et la synthèse 

de la chaîne lourde du locus IgH (Neurath et al., 1995, 1994; Singh and Birshtein, 1996). La 

fixation de PU.1 et d’autres facteurs de la famille ETS à ce stade, accentue cette activation 

(Neurath et al., 1995).  

L’enhancer hs4 possède des sites de fixation similaires aux autres enhancers, bien qu’il 

soit activé dès les stades précoces de l’ontogenèse B suggérant une régulation différente. Le 

site NFκB est actif tout au long de l’ontogenèse B. C’est Oct1 qui active hs4 du stade pré-B 

jusqu’au stade B mature. Cependant c’est Oct2 en interaction avec OCA-B qui l’active au stade 

B mature. Pax5 est inhibiteur aux stades précoces et activateur aux stades matures (Michaelson 

et al., 1996; Tang and Sharp, 1999; Wakatsuki, 1994). 

Une étude, réalisée par Henseler et coll, a démontré que la 3’RR peut être activée in 

vitro par divers agents chimiques tels que le ligand du récepteur d'hydrocarbure arylique 

(Henseler et al., 2009). Les HDACs (Histone Desacetylase) ont été étroitement liés à l'inhibition 

de la transcription des gènes (Fischle et al., 2003). Cependant, Lu et coll ont suggéré que 

HDAC1 stimule l'activité des activateurs du locus IgH et donc sa transcription. Des expériences 

d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) ont motré que HDAC1 est recruté sur 

l’enhancer hs1.2 de la 3’RR. Les inhibiteurs d’HDAC (HDACi) régulent ainsi négativement 

l’action de la 3’RR. Certains de ces inhibiteurs chimiques sont déjà utilisés en thérapeutique 

(Lu et al., 2005; Waibel et al., 2015). Des analyses de gènes rapporteurs ont montré une 

diminution significative de l’activité des enhancers du locus suite au traitement par des HDACi. 

Ainsi une expression transitoire de l’HDAC1 augmente surtout l’activité de la 3’RR.  

Plusieurs types d’HDACi sont entrés en clinique pour le traitement de certains 

hémopathies malignes en association avec des chimiothérapies. Cependant, la base rationnelle 

de cette utilisation n’est pas claire. Les mécanismes d'action des HDACi ne le sont pas 

également. Une des raisons qui fait de cette thérapie une stratégie favorable est que les cellules 

saines sont relativement résistantes au traitement, alors que les cellules cancéreuses sont plus 
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réactives. Ces dernières subissent une inhibition de leur croissance et de leur différenciation et 

entrent en apoptose. 

Plusieurs HDACi ont été testés dans des tumeurs lymphoïdes tel que le SAHA. Ce 

dernier a été approuvé par la FDA (Food and Drug Administration) en 2006 pour l’usage 

clinique chez les patients atteints de lymphome cutané à cellules T (Bolden et al., 2006; Grant 

et al., 2007). Le SAHA est également testé dans le lymphome de Hodgkin, folliculaire de la 

zone marginale et du manteau. Il y a montré des résultats prometteurs (Kirschbaum et al., 2011; 

Ogura et al., 2014). L’acide valproique, un autre HDACi, est un inhibiteur très puissant et 

sélectif de STAT3 (Chateauvieux et al., 2010). Une étude préclinique sur les leucémies 

lymphoïdes chroniques a montré que l’acide valproique induit la mort cellulaire en déclenchant 

des voies apoptotiques (Bokelmann and Mahlknecht, 2008). Le traitement des souris atteintes 

de leucémie PML-RAR induite, avec cette molécule, augmente leur survie tout en induisant 

l’apoptose des cellules leucémiques (Insinga et al., 2005). Les effets les plus documentés des 

HDACi sont liés à l’apoptose (expression de gènes pro-apoptotiques et diminution de 

l'expression de gènes anti-apoptotiques). De nombreuses autres études seront nécessaires pour 

comprendre l’action de ces molécules afin de profiter de ces puissants médicaments 

anticancéreux. L'effet épigénétique des HDACi sur l’organisation de la chromatine dans des 

régions de translocations (comme dans la majorité des lymphomes B) dans les LB est 

insuffisamment étudié. Ceci est nécessaire pour mieux comprendre leurs mécanismes d’actions. 
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Chapitre III Recombinaisons secondaires et 

Translocation oncogénique au locus IgH 

1. Recombinaisons secondaires : CSR et SHM 

Pour générer des Ac adaptés et de hautes affinités vis-à-vis de l’Ag, deux mécanismes 

prennent place lors de la maturation tardive des LB du GC : les SHM et le « switch ».  

 La CSR modifie l’isotype M de l’Ig par l’un des autres (G, E ou A). Cette recombinaison 

consiste à remplacer le gène Cµ exprimé par défaut à la surface de l’Ig par un autre situé en 

aval pour changer sa fonction effectrice, tout en gardant la même spécificité. La SHM consiste 

en l’induction de mutations dans un segment V(D)J préalablement réarrangé codant pour la 

partie variable des chaînes légères et lourdes d’Ig afin d’augmenter son affinité à l’Ag. Bien 

que ces deux événements soient différents, ils nécessitent tous les deux l’implication de 

l’enzyme AID (pour Activated Induced Deaminase). Elle est surtout exprimée dans les GC 

(Muramatsu et al., 1999). Son absence n’a aucun effet sur le développement B, mais empêche 

la SHM et la CSR (Muramatsu et al., 2000).  

 AID appartient à la famille des APOBEC (APOlipoprotein B RNA-Editing catalytic 

Component). Elle a été découverte en 1999 par Honjo et coll (Muramatsu et al., 1999). C’est 

une petite protéine de 26kDa (198 acides aminés) codée par le gène Aicda. Cette protéine agit 

principalement dans le noyau des cellules B activées bien qu’elle soit maintenue dans le 

cytoplasme, d’où son nom de protéine « navette » (Ito et al., 2004; Patenaude and Di Noia, 

2010). La protéine kinase-A (c-AMP-dependent Protein Kinase A) régule sa fonction par 

phosphorylation (Basu et al., 2005). L’activité d’AID doit être régulée d’une façon particulière 

et limitée aux loci d’Ig des LB activées. AID est exprimée là où la SHM et la CSR ont lieu, 

c.à.d. dans les LB du GC et dans les régions extrafolliculaires des organes lymphoïdes 

secondaires (Cattoretti et al., 2006; Muto et al., 2000). Pour limiter son activité, le protéasome 

la dégrade très rapidement (Aoufouchi et al., 2008).  

 Bien qu’elle appartient à la famille des APOBEC, AID agit en désaminant l’ADN et 

non pas l’ARN. La désamination d’une cytosine (C) en uracil (U) sur l’ADN simple brin (Di 

Noia and Neuberger, 2007), va engendrer un mésappariement dU:dG (Chaudhuri et al., 2003; 

Chaudhuri and Alt, 2004; Dickerson et al., 2003; Pham et al., 2003). AID possède des hotspots 

ou points chauds précis. Ce sont les motifs WRCY (W =weak=dA/dT, R =purine=dA/dG et 

Y=pyrimidine=dT/dC) (Hwang et al., 2015). Plusieurs systèmes de réparation prennent en 



Figure 21– Hypermutation somatique au sein des loci d’Ig.

En rose sont indiqués le profil et la fréquence de mutations au loci IgH et Igκ sur des segments
V(D)J déjà recombinés. Les mutations s’accumulent surtout de 100 à 200 pb en aval du site
d’initiation et peuvent s’étendre jusqu’à 2kb en aval de ce dernier. Les zones de ciblage d’AID

sur l'exon VDJ et VJ au locus IgH et Igκ, respectivement, sont représentées par les traits
oranges. Les enhancers Eμ et Eκ ainsi que les parties constantes Cμ et Cκ sont hors de portée
de la région ciblée. L pour Leader; SR pour Switch Region. D’après Peled et al., 2008.
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charge le mésappariement ainsi créé. Ceci produit des mutations ponctuelles dans la région 

variable de l’Ig lors de la SHM ou génère des cassures dans les régions « switch » lors de la 

CSR (Alt et al., 2013; Di Noia and Neuberger, 2007). La différence principale entre ces deux 

mécanismes est donc la région ciblée par AID et le traitement des mésappariements. 

i. Les hypermutations somatiques (SHM) 

Après la génération du répertoire antigénique primaire suite aux recombinaisons V(D)J, 

les Ig subissent des mutations (fréquence de l’ordre de 10 mutations pour 1000 pb) dans des 

gènes V, pour augmenter leur affinité vis à vis de l’Ag. Ce mécanisme définit les SHM (Figure 

21) (pour revue : Seki et al., 2005). Ces mutations se trouvent surtout dans les régions 

hypervariables CDRs (Complementary Determining Region). Une interaction CD40:CD40L 

avec les LT est indispensable. Les mutations proviennent de la réplication après la réparation 

des résidus U (Rada et al., 1998, p. 199) 

Trois différentes voies de réparation peuvent prendre en charge le mésappariement 

créé (Peled et al., 2008). Soit l’U est ignorée par l’ADN polymérase, soit excisée par la protéine 

Ung (Uracil DNA-Glycosylase), soit elle est reconnue par la machinerie de réparation dite 

MMR (Mismatch Repair). Ces voies lors de la SHM doivent être infidèles pour générer des 

mutations à haute fréquence, contrairement aux voies conventionnelles fidèles et nécessaires au 

maintien de l’intégrité du génome. 

Dans le premier cas, une mutation de type transition prend place. L’U est considérée 

comme une Thymine et l’ADN contenant le mésappariement est simplement répliqué. Dans le 

deuxième cas c’est une mutation de type transition ou transversion qui peut apparaître au site 

abasique créé suite à l’excision du U. Ce site est pris en charge par la voie dite BER (pour Base 

Excision Repair), faisant intervenir des polymérases non fidèles qui insèrent une base au hasard 

pour remplacer le dU (Pérez-Durán et al., 2012; Rada et al., 2002). Enfin, dans le troisième cas, 

c’est la voie MMR qui intervient générant plusieurs mutations de types transversions ou 

transitions. L’hétérodimère Msh2/Msh6 (pour Mus Homologue 2 et 6) détecte le 

mésappariement et recrute le complexe protéique Mlh1/Pms2 (pour Mut Homologue 1 et Post 

Meiotic Segregation 2) et élimine le fragment d’ADN encadrant le mismatch grâce au 

recrutement de l’exonucléase I (Exo1). Un nouveau brin est ensuite synthétisé par des 

polymérases infidèles (Hwang et al., 2015; Rada et al., 1998). 



VH D JH Eµ γ1 γ2b γ2a ε α 3’RR

Induction des DSB dans les régions switch par AID

Réparation des DSB

Figure 22 – Représentation schématique de la recombinaison isotypique au stade tardif de la

lymphopoïèse B (CSR vers IgG1).

La recombinaison a lieu entre deux régions switch (ovale) qui précèdent les gènes constants (carré)
dont une donneuse (Sµ) et une acceptrice (ici Sγ1) qui sont ciblées par AID. Cette dernière induit
des DSB (cassures double brin) dans ces régions, qui seront dans un secons temps réparées et
ligaturées. La séquence d’ADN intermédiaire sera circularisée et éliminée sous forme d’épisome.
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Seules les cellules B avec une affinité plus forte à l’Ag suite aux SHM seront 

sélectionnées positivement et survivront dans les GC. Par contre, celles dont l’affinité diminura 

seront éliminées par apoptose (MacLennan, 1994).  

ii. La recombinaison des classes (CSR) 

La CSR consiste à changer l’isotype de l’Ig sans toucher sa spécificité à l’Ag. C’est 

l’environnement cytokinique des LB qui le stimule vers un isotype précis. Deux étapes 

caractérisent la CSR. La première est l’induction de DSB suite aux mutations introduites par 

AID dans les régions « switch » localisées devant les gènes constants. La deuxième est la 

réparation de ces cassures en raboutant les deux régions en question entre elles. L’ADN compris 

entre elles sera circularisé en « épisome » et éliminé (Figure 22) (Xu et al., 2012). 

Les régions « switch » sont caractérisées par des séquences répétées riches en G/C, 

variantes en longueur de 1kb à 12kb. La transcription germinale de ces régions (une donneuse 

Sµ et une acceptrice dite Sx) est indispensable pour les exposer à l’enzyme AID (Chaudhuri 

and Alt, 2004). AID induit ainsi des mésappariements dU:dG qui aboutiront à des DSB du fait 

de la grande densité des cibles d’AID présentes dans les régions « switch ». Ces DSB sont 

ensuite pris en charge par les machineries de surveillance de l’ADN, créant ainsi une synapse 

entre les deux régions « switch », suivie de la réparation des cassures majoritairement par la 

voie NHEJ (Non-Homologous End Joining pathway). Une autre voie de réparation nommée 

AEJ (pour Alternative End-Joining Pathway) existe, utilisant des protéines indépendantes de 

celles du NHEJ (Boboila et al., 2012; Matthews et al., 2014; Vaidyanathan et al., 2014). Les 

jonctions générées par cette voie présentent surtout des micro-homologies, alors que celles 

induites par la voie NHEJ sont principalement directes (Stavnezer and Schrader, 2014; Yan et 

al., 2007). Cette micro-homologie dépend également de la similarité entre les régions « switch » 

donneuses et acceptrices impliquées (Pan-Hammarström et al., 2005). 

La voie de réparation NHEJ est préférentiellement utilisée par rapport à la voie AEJ lors 

de la CSR. Plusieurs facteurs favorisent ce choix : la position du locus dans le noyau, l’intensité 

de la transcription, la fréquence de déamination par AID (Aymard et al., 2014; Cortizas et al., 

2013; Lemaître et al., 2014) et la plus grande efficacité de NHEJ lors des réarrangements à 

distance. Pour sa part, la voie AEJ, en raison de la résection des extrémités qu’elle prend en 

charge favoriserait ainsi le risque de translocations oncogéniques (Boboila et al., 2010, 2012). 

L’induction des lésions de l’ADN (cassures et mutations) est donc inherente aux 

remaniements géniques que subit le LB tout au long de son développement que ce soit lors des 
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recombinaisons V(D)J, des SHM et du « switch ». Ces lésions sont ainsi réparées par des voies 

non conventionnelles plus ou moins fidèles, ce qui rend le locus IgH particulièrement sensible 

aux translocations virtuellement oncogéniques; l’oncogène pouvant passer sous le contrôle 

transcriptionnel des éléments cis-régulateurs du locus IgH, aboutissant ainsi au déclenchement 

des lymphomes B.  

2. Les altérations oncogéniques au cours de la lymphopoïèse 

Malgré le fort contrôle des événements de recombinaisons qui touchent le locus IgH lors 

de la lymphopoïèse B, l’induction de mutations et de DSB le rend très sensible à des événements 

de translocations chromosomiques non souhaités. 

i. Translocations lors des recombinaisons VDJ  

Les translocations observées lors des réarrangements VDJ peuvent être classées en deux 

catégories selon l’induction des DSB par le complexe Rag ou non. Dans la première catégorie, 

les DSB induites dans le locus d’Ig et celles à proximité de l’oncogène sont dépendantes de 

l’enzyme Rag. C’est une activité dite « off-target » de Rag. Elle touche deux types de cible. 

Soit des sites très similaires aux séquences RSS dits « cryptiques » soit des sites dans des 

segments d’ADN capables de recruter le complexe Rag comme lors des translocations de Bcl2 

(B-Cell Lymphoma 2) dont la partie dite Bcl2-Mbr (Bcl2 major breakpoint) est souvent exposée 

sous forme de simple brin. Dans l’autre catégorie, Rag n’induit des DSB que dans le locus d’Ig. 

Ceux dans l’oncogène sont dépendants d’autres mécanismes (Mani and Chinnaiyan, 2010). 

Dans ce cas, le complexe synaptique résultant de la recombinaison VDJ est envahi par 

l’éxtrémité de l’oncogène (Figure 23).  

ii. Translocations lors des réarrangements impliquant l’enzyme AID 

Ces translocations sont caractéristiques d’une erreur de réparation lors de la SHM dans 

ou à proximité de l’exon VDJ réarrangé (comme lors du lymphome de Burkitt (BL pour Burkitt 

Lymphoma) endémique où Myc est transloqué au locus IgH). Elles peuvent aussi survenir dans 

des régions « switch » en amont des exons constants lors de la réparation illégitime des cassures 

au cours des recombinaisons isotypiques. C’est le cas des translocations Myc-IgH dans les 

lymphomes de Burtkitt sporadiques ou c-maf-IgH lors des myélomes multiples (Figure 23) 

(pour revue : Robbiani and Nussenzweig, 2013; Seifert et al., 2013).  

 



Figure 23 – Translocations oncogéniques au locus IgH liées aux mécanismes de

remaniements géniques au cours du développement B.

Lors de son développement, un LB subit divers mécanismes de remaniements géniques qui
induisent des lésions d’ADN (cassures et mutations) rendant le locus IgH sensibles à des
translocations oncogéniques. Ces translocations peuvent impliquer divers oncogènes et avoir
lieu dans les régions variables ainsi que dans les régions constantes, tout dépend du
mécanisme en question.
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3. La modulation de l’expression de l’oncogène transloqué 

La plupart des lymphomes B matures sont caractérisés par des translocations 

oncogéniques au locus IgH. Ceci fut mis en évidence grâce au développement des techniques 

de cytogénétiques dans les années 1970 (Rowley et al., 1973a;1973b). Dans les années 1980,

les nouvelles procédures de biologie moléculaire ont permis de caractériser ces translocations. 

Ainsi différentes études ont pu cloner l’oncogène Myc transloqué au locus IgH (Adams et al., 

1983; Cory et al., 1983; Crews et al., 1982; Dalla-Favera et al., 1982; Hamlyn and Rabbitts, 

1983; Taub et al., 1982). Le séquençage haut débit et la TC-seq (translocation capture-

sequencing) ont permis de mieux étudier les mutations et les translocations à l’origine de divers 

cancers dont les lymphomes (Campbell et al., 2008; Cancer Genome Atlas Research Network 

et al., 2013; Greenman et al., 2007; pour revue : Wartman et al., 2011).  

Fréquemment, cette translocation conduit à mettre l’oncogène sous le contrôle des 

enhancers du locus IgH (Küppers, 2005). C’est le cas lors du BL où l’oncogène Myc est inséré 

au locus IgH sous le contrôle d’Eµ et/ou de la 3’RR. Ainsi le lymphome résulterait d’une 

augmentation constitutive de l’expression de Myc par les activateurs transcriptionnels du locus 

(Adams et al., 1985). Plusieurs lymphomes B matures humains sont marqués par des 

translocations récurrentes d'oncogènes au locus IgH (Sewastianik et al., 2014). Les 

translocations de Bcl-2 et de cycline D1, trouvées respectivement dans le lymphome folliculaire 

(FL pour Follicular Lymphoma) et le lymphome du manteau (MCL pour Mantle Cell 

Lymphoma), se produisent pendant les recombinaisons V(D)J. La translocation Myc, 

caractéristique du BL, est liée à la CSR ou à la SHM. L’insertion des cyclines D1 / D3, Myc ou 

c-maf dans le myélome sont clairement liées à la CSR (Figure 23) (Saintamand et al., 2015c). Il 

est à noter que la transcription du locus IgH est sous le contrôle de ses éléments cis-

régulateurs (Henderson and Calame, 1998; Pinaud et al., 2011). Ces activateurs de transcription 

interviennent évidemment dans la dérégulation de l'oncogène au cours de la lymphomagenèse 

B. Durant la dernière décennie, les rôles et les mécanismes d'action de divers éléments cis-

régulateurs du locus IgH ont été clarifiés. Parallèlement, différents modèles de souris 

transgéniques ont été développés pour mimer la lymphomagenèse B mature humaine. Un 

certain nombre d'entre eux utilisent Myc comme oncogène avec Eµ ou la 3’RR comme 

dérégulateurs. 

Ces translocations ne suffisent pas pour la cancérisation complète mais en constituent 

le premier « hit ». Plusieurs autres événements seront nécessaires pour aboutir à un lymphome 



Figure 24 – Schéma représentant les différents événements aboutissant à la

cancérisation d’une cellule.

Les translocations oncogéniques ne suffisent pas pour la cancérisation complète. Plusieurs
altérations géniques affectant l’homéostasie de la cellule seront accumulées par la cellule
pour aboutir à sa dérégulation. D’après Hanahan et Weinberg, 2011.
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comme échapper aux mécanismes de contrôle du cycle cellulaire et de l’apoptose (Figure 24) 

(Hanahan and Weinberg, 2011; Vogelstein and Kinzler, 1993). Ces dérégulations génétiques 

ne sont pas spécifiques aux lymphomes, mais communes à plusieurs types de cancers. Par 

exemple le gène suppresseur de tumeur p53 est retrouvé muté dans la moitié des tumeurs chez 

l’homme. Sa mutation permet d’avoir un environnement intracellulaire favorable au 

développement tumoral (Goh et al., 2011).  

Ainsi, des cellules B porteuses de translocations chromosomiques impliquant les loci 

d'Ig peuvent être trouvées à une basse fréquence chez des individus sains (hommes et 

souris). Par exemple, des LB portant une translocation bcl-2/IgH sont détectés à une fréquence 

d'environ 1 sur 10 4 à 10 6 chez des individus sains (Limpens et al., 1991; Summers et al., 2001). 

Les translocations myc /IgH se produisent à une fréquence de l’ordre de 1 sur 10 6 cellules chez 

des souris saines et chez 2% des hommes en bonne santé (Müller et al., 1995; Roschke et al., 

1997). Ces résultats sont cohérents avec un processus de transformation en plusieurs étapes au 

cours de la lymphomagenèse des LB. Les translocations chromosomiques impliquant les loci 

d’Ig jouent un rôle nécessaire mais pas suffisant dans la lymphomagenèse B. Ainsi, les souris 

transgéniques surexprimant bcl-2 ou c- myc dans leur LB développent des lymphomes 

monoclonaux, impliquant que seules de rares cellules exprimant le transgène, donneront 

naissance à un lymphome, fort probablement, après l'acquisition d'événements transformants 

supplémentaires (Adams et al., 1985; McDonnell and Korsmeyer, 1991). 

4. Rôle de la conformation spatiale des chromosomes 

La plupart des translocations sont formées par la jonction de deux DSB (Stephens et al., 

2011). Plusieurs facteurs mécaniques peuvent influencer ces translocations parmis lesquels la 

fréquence des DSB aux loci de translocation, les protéines qui favorisent la juxtaposition 

physique des DSB et la formation des synapses ainsi que les processus qui inhibent les voies 

de réparation des DSB favorisants des jonctions normales (pour revue : Zhang et al., 2010). Les 

DSB sont les principaux moteurs de translocations (Klein et al.,2011; Tsai and Lieber, 2010; 

pour revue : Zhang et al., 2010).  

Les translocations récurrentes aux loci d’Ig dans les lymphomes reflètent, à la fois la 

haute fréquence des DSB programmés dans ces loci, ainsi que la capacité de leurs enhancers à 

activer les oncogènes transloqués (Gostissa et al., 2009). Les sources de DSB chez les 

partenaires de translocation non-Ig sont moins bien caractérisées (Tsai and Lieber, 2010). Des 

études chez la souris (Robbiani et al., 2008) ainsi que chez l’homme suggèrent que des 
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collaborations entre les enzymes AID et Rag sont à l’origine des DSB conduisant à des 

translocations oncogéniques (Tsai et al., 2008). D’autres études de séquençage ont montré que 

des points chauds de translocations endogènes sont générés par des DSB induits par AID dans 

des gènes dits hors cible ou « off-target ». Un ensemble plus large de translocations à l'échelle 

du génome était associé aux sites de départ de la transcription (TSS pour Transcription Start 

Sites) (Chiarle et al., 2011; Klein et al., 2011). Au-delà de la transcription, des facteurs 

cellulaires intrinsèques, tels que le métabolisme oxydatif et le stress de réplication, ou facteurs 

extrinsèques, tels que les rayonnements ionisants (IR) ou les agents chimiothérapeutiques, 

peuvent générer des DSB (Tsai and Lieber, 2010). 

 La fusion de deux DSB pour générer des translocations nécessite leur 

rapprochement. Les chromosomes occupent des territoires nucléaires distincts (Cremer and 

Cremer, 2010) et sont souvent organisés en domaines de chromatines ouverts et fermés dans 

différents compartiments nucléaires (Gilbert et al., 2004; Lieberman-Aiden et al., 2009). La 

position nucléaire non aléatoire des gènes et des chromosomes a conduit à penser que la 

proximité spatiale de deux séquences génomiques favoriserait leur translocation préférentielle 

(Meaburn et al., 2007). Les études cytogénétiques ont montré que plusieurs gènes contribuant 

aux translocations étaient, en moyenne, relativement proches les uns des autres (Neves et al., 

1999; Osborne et al., 2007; Roix et al., 2003; Wang et al., 2009). Des études d'imagerie sur 

cellules vivantes ont montré que les DSB étaient relativement immobiles (Soutoglou et al., 

2007). Zhang et coll ont montré que l’organisation 3D du génome ainsi que la proximité spatiale 

entre les loci influencent fortement les modèles de réarrangements chromosomiques et les 

translocations à l’échelle du génome (Zhang et al., 2012a).  

i. Régulation spatiale du locus IgH 

Tout au long du développement B, le locus IgH modifie sa conformation spatiale pour 

permettre une régulation efficace des événements séquentiels qui le touchent ainsi que celle des 

recombinaisons longues distances qui y prennent place; ceci grâce à une coordination de 

l’expression des gènes et promoteurs qui le constituent. Cette conformation spatiale se traduit 

par la formation de boucles de chromatines afin d’approcher les gènes distants et par le 

changement de la position du locus dans le noyau. 

Des études ont aussi montré qu’une relation existe dans l’autre sens. La transcription de 

certaines séquences régulerait la conformation 3D du génome. Les lncRNA (pour long non 

coding RNA) ne codant pour aucune protéine (Hung and Chang, 2010; Yang et al., 2014) ainsi 
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que les eRNA, issus de la transcription des régions régulatrices, semblent être impliqués. Ces 

deux types de transcrits présentent une taille comparable d’au moins 200 nucléotides et sont 

maintenus dans le noyau. Seule différence, les eRNA sont les moins stables et n’ont pas de 

queue poly-A (Kim et al., 2015; Li et al., 2014). De tels transcrits ont été décris pour la 3’RR 

(Péron et al., 2012). Outre leur rôle dans l’activation ou la répression de la transcription par le 

recrutement de facteur nucléaires au locus, ces transcrits, grâce à leurs intercations avec la 

cohésine ou le complexe du médiator, contribuent à la mise en place de la conformation 3D du 

locus. Un rôle des eRNA est suggéré dans les interactions promoteurs/enhancers très 

importantes lors de la CSR (Li et al., 2014; Quinodoz and Guttman, 2014). Le rôle exact de ces 

divers transcrits lors du développement B reste toujours à déterminer. 

5. L’oncogène Myc 

L’oncogène Myc, situé sur le bras cours « q » du chromosome 8 (8q24) chez l’homme 

et sur le chromosome 15 chez la souris, est l'un des gènes les plus fréquemment impliqués dans 

la carcinogenèse humaine. Le gène Myc a été initialement identifié comme étant l'analogue 

cellulaire de l'oncogène v-myc dans le virus de la leucémie aiguë aviaire (MC29) en 1978 

(Sheiness et al., 1978; Vennstrom et al., 1982). La découverte directe de l’implication du Myc 

dans le cancer chez l’homme est venue de son identification en 8q24 et de sa translocation sur 

le locus IgH (chromosome 14) dans BL (Dalla-Favera et al., 1982; Neel et al., 1982; Taub et 

al., 1982). Des études ultérieures ont démontré que le gène Myc, associé aux enhancers μ ou κ 

chez des souris transgéniques, était hautement leucémogène et entraînait le développement de 

lymphomes B (Adams et al., 1985). Au cours des trois dernières décennies, il a été démontré 

que le Myc est un facteur de transcription global essentiel, régulant 10 à 15% des gènes humains 

(Knoepfler, 2007). Il contrôle diverses fonctions cellulaires, y compris la progression du cycle 

cellulaire, la croissance cellulaire, la survie, le métabolisme et la biosynthèse cellulaire, 

l'adhérence et la fonction mitochondriale (Dang et al., 2006). Les taux de protéines Myc sont 

faibles et insuffisants pour favoriser la prolifération cellulaire sans signaux régulateurs positifs 

appropriés. L’activité transformante de celui-ci est neutralisée par sa capacité à induire 

l’apoptose dans les conditions normales (Pelengaris et al., 2002). Dans les tumeurs induites par 

Myc, ce délicat équilibre de régulation est perdu. Cependant, contrairement aux autres proto-

oncogènes, le Myc n'est pas activé par des mutations oncogéniques dans sa séquence 

codante. Le Myc transforme les cellules via une surexpression non régulée de la protéine Myc 

intacte et ceci à travers trois mécanismes principaux : la mutagenèse par insertion, 



Figure 25 – Schéma représentant le gène Myc.

La première ligne représente l’ADN. Les exons 1, 2 et 3 symbolisés, respectivement, par des
rectangles bleu, orange et vert. Les promoteurs (P0 n’existant que chez l’homme) sont
représentés par des flèches noires, les sites de fixation de NFκB (URE et IRE) par des flèches
oranges et les introns par des traits fins. La deuxième ligne représente l’ARN. D’après Ryan
et Birnie, 1996.
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l'amplification génique et la translocation chromosomique. La mutagenèse par insertion est 

observée dans les tumeurs induites par les rétrovirus, telles que les tumeurs hématopoïétiques 

induites par le virus ALV pour (Avian Leucosis Virus), dans lesquelles le stimulateur proviral 

est intégré en amont du gène Myc et conduit à sa surexpression (Dudley et al., 2002). Une 

amplification de Myc est également détectée partenaire dans des tumeurs hématopoïétiques ou 

non, y compris les cancers du poumon, du sein et du colon (Alitalo et al., 1983; Augenlicht et 

al., 1997; Collins and Groudine, 1982; Little et al., 1983; Mariani-Costantini et al., 1988; 

Münzel et al., 1991). Les translocations chromosomiques juxtaposant le gène Myc au 

chromosome 8q24 avec les gènes d'Ig aux chromosomes 14q32, 2p11 et 22q11 ou d'autres 

gènes partenaires, sont de loin les plus courantes et les mieux étudiées. Ces translocations 

entraînent une expression dérégulée de Myc (Erikson et al., 1983). Myc fonctionne en tant 

qu’amplificateur universel des gènes déjà exprimés dans la cellule plutôt que comme activateur 

de gènes silencieux (Lin et al., 2012; Nie et al., 2012). Dans les tumeurs malignes 

hématopoïétiques, les anomalies génomiques impliquant le gène Myc sont presque toujours 

observées dans les lymphomes B. Les altérations génétiques de Myc sont rarement rapportées 

dans les lymphomes T.  

i. Sa structure 

a. Le gène Myc 

Le gène Myc est formé de trois exons (le premier non fonctionnel) et régulé par quatre 

promoteurs P0 (uniquement chez l’homme), P1, P2 et P3 (Figure 25). P0 se trouve dans la 

région 5’ UTR non traduite du gène, P1 et P2 dans l’exon 1 et P3 dans l’intron I. P1 et P2 

possède chacun une boîte TATA et constitue les points d’initiation majeurs des transcrits du 

gène Myc. 75 à 90% des transcrits sont initiés à partir de P2, 10 à 25% à partir de P1 et moins 

de 5% à partir de P0 et P3 dans les cellules normales. Deux sites d’initiation de la traduction, 

l’un à l’extrémité 3’ de l’exon 1 (CTG) et l’autre à l’extrémité 5’ de l’exon 2 (ATG), existent. 

Ils codent soit la protéine Myc1 (67kDa) soit la protéine Myc2 (64kDa), transcrits initiés 

respectivement à partir de P1 ou P2 (pour revue : Facchini and Penn, 1998; Ryan and Birnie, 

1996; Wierstra and Alves, 2008). Myc code pour un facteur de transcription de type « hélice-

boucle-hélice » (HLH) ayant un domaine « Leucine-Zipper » (LZi). Ce gène est régulé par des 

mécanismes complexes au niveau transcriptionnel et post-transcriptionnel (Spencer and 

Groudine, 1991). Le mRNA et la protéine Myc ont des demi-vies très courtes dans les cellules 

normales (de l’ordre de 10 et 25 min respectivement). Ceci permet une adaptation rapide aux 
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Figure 26 – Organisation protéique de Myc.

Trois domaines essentiels constituent la protéine Myc. Le premier, dans la partie N-
terminale, contient les deux régions MBI et MBII (MYC Box). Le deuxième, central, contient
MBIII et MBIV ainsi que le signal de localisation nucléaire (NLS). Le troisième, dans la
partie C-terminale, contient une région basique et les deux séquences HLH « hélice-boucle-
hélice » et Lzi « leucine-zipper ».
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stimulations développementales et environnementales (Ciechanover et al., 1991; Hann and 

Eisenman, 1984; Herrick and Ross, 1994). Les cellules en progression du cycle cellulaire 

expriment Myc alors que son taux diminue dans celles au repos ou différenciées. 

Myc possède deux sites de fixation à NFκB (Nuclear Factor kappa B) dits URE en 

amont du promoteur P1 et IRE (Upstream Regulatory Element et Internal Regulatory Element) 

dans l’exon 1. Il est régulé par ce dernier suite aux stimulations par différentes voies de 

signalisation telles que le CD40 (Schauer et al., 1996), l’IL-1(Duyao et al., 1992) et le Tnf 

(Kirillova et al., 1999). Plusieurs autres facteurs de transcription se lient aux promoteurs de 

Myc le réprimant tels que Blimp1(B lymphocyte-induced maturation protein-1) et Ctcf. Suite à 

sa fixation aux promoteurs, Blimp1 agit en recrutant des HDACs qui désacétylent les histones 

H3 associées au promoteur de Myc (Lin et al., 1997; Yu et al., 2000). Cette répression provoque 

l’apoptose des cellules. Ctcf se fixe sur différents sites présents sur les promoteurs, réprimant 

Myc et diminuant la croissance cellulaire (Filippova et al., 1996).  

b. La protéine Myc 

La protéine Myc dispose de trois grands domaines caractéristiques des facteurs de 

transcritpion (Figure 26). Le premier, dans sa partie N-terminale, est un domaine d’activation 

de la transcription. Il contient deux régions hautement conservées dites MBI et MBII (pour 

MYC Box I et II). Ces deux boites sont indispensables pour la transactivation et la 

transrépression des gènes cibles. Le deuxième, plus central, est un domaine de localisation 

nucléaire qui permet le passage de la protéine Myc nouvellement synthétisée du cytoplasme au 

noyau. Le troisième, dans la partie C-terminale, est constitué d’une région basique assurant la 

reconnaissance et la liaison à des séquences spécifiques de l’ADN : une région HLH et une LZi 

impliquée dans l’association de Myc avec son partenaire Max (pour Myc Associated factor X). 

Deux autres boites ont été plus récemment décrites dans la partie centrale dont MBIII impliquée 

dans la tumorogenèse (Herbst et al., 2005) et MBIV régulant la liaison à l’ADN et l’arrêt du 

cycle cellulaire en phase G2 (Cowling et al., 2006). Ces deux boites régulent aussi l’apoptose 

et la transformation cellulaire.  

ii. Régulation de l’expression et de l’activité de Myc 

L’expression et l’activité de Myc sont finement régulées. Elles sont en corrélation avec 

le potentiel prolifératif de la cellule. En effet, une expression rapide et adaptée est indispensable 

en réponse aux signaux internes et externes (pour revue : Facchini and Penn, 1998; Hann, 2006; 
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Figure 27 – Activité transcriptionnelle de Myc.

A- La fixation de l’hétérodimère Myc/Max sur l’E-box (CACGTG) active la transcription du
gène cible par la RNA polymérase II.
B- La fixation du complexe Mad/MAX sur l’E-box réprime la transcription du gène cible par
le recrutement de répresseurs transcriptionnels (Sin3, N-Cor et HDAC).
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Wierstra and Alves, 2008). Deux niveaux de régulation existent. La régulation 

transcriptionnelle se traduit par une multitude de voies de signalisation qui ciblent Myc soit 

positivement soit négativement (notant que Myc peut également réprimer son propre 

promoteur). La régulation post-traductionnelle est assurée par des mécanismes directs ou 

indirects. Les phosphorylations, glycosylations et ubiquitinations constituent les directs, alors 

que les indirects se font par l’interaction avec des partenaires qui vont moduler son activité. 

 Plusieurs sites hypersensibles à la DNase I ont été identifiés en 5' et dans le gène 

c- myc (Bentley and Groudine, 1986; Dyson et al., 1985; Dyson and Rabbitts, 1985). Arcinas 

et coll ont montré que plusieurs facteurs de transcription se lient in vivo à un certains 

nombres de ces sites dans les promoteurs Myc (Arcinas and Boxer, 1994). En plus de 

l'initiation de la transcription, l’élongation joue un rôle important dans la régulation de 

l'expression de c- myc. Ainsi, la diminution de l'ARNm de c- myc, au cours de la 

différenciation de différents types de cellules, est le résultat d’un blocage de l'élongation de 

la transcription (Bentley and Groudine, 1986; Eick and Bornkamm, 1986; Nepveu and Marcu, 

1986).  

iii. Facteurs de transcription de Myc : Activation et répression 

transcriptionelle 

Divers groupes de gènes sont activés par l’hétérodimère Myc/MAX formé par 

l’association du domaine centrale (hélice-boucle-hélice Zipper ou bHLHZ) de Myc avec un 

domaine bHLHZ que possède également MAX (Blackwood and Eisenman, 1991). Cet 

hétérodimère reconnait et se fixe sur une E-box; une séquence d’ADN spécifique possédant la 

séquence CACGTG (Figure 27A) (Blackwell et al., 1990). Mais il peut aussi se fixer à des 

séquences variantes (Blackwell et al., 1993).  

Myc est globalement considéré comme un activateur de la transcription en modulant la 

structure de la chromatine (Grandori et al., 2000). En effet, l’activité transcriptionnelle des 

gènes cibles de Myc est augmentée suite au recrutement des HAT (Histone AcetylTransferase) 

qui induisent un remodelage chromatinien. Cependant des répressions géniques médiées par 

Myc existent. L’exemple le mieux étudié est celui de MIZ-1 (pour Myc Interacting Zinc finger 

protein I). L’hétérodimère Myc/MAX empêchent l’interaction de MIZ-1 avec p300, permettant 

le recrutement de l’ADN-méthyltransférase Dnmt3a qui induit le silence des promoteurs cibles 

de MIZ-1 (Brenner et al., 2005). La répression de la transcription par Myc résulte de son 
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interaction avec des éléments initiateurs de la région promotrice des gènes cibles (Li et al., 

1994).  

Deux sites de phosphorylation dans la région N-terminale sont impliqués dans la 

stabilité de la protéine. La phosphorylation de la Serine 62 (S62) par ERK (pour Extracellular-

regulated kinase) augmente la stabilité de Myc. La phosphorylation de la Threonine 58 (T58) 

par GSK-3β cible Myc pour sa dégradation. La T58 est localisée dans une région « hotspot » 

trouvée fréquemment mutée dans plusieurs tumeurs incluant le BL. Ces mutations inhibent la 

phosphorylation de la T58, améliorant ainsi la stabilité de la protéine (Bahram et al., 2000). De 

plus, des points de mutation affectant cette région sont connectés à des altérations dans le 

potentiel apoptotique de Myc (Hemann et al., 2005).  

Il est à noter que MAX peut conduire à la formation d’homodimères qui se fixent sur 

les E-Box entrant ainsi en compétition avec Myc. MAX peut également former des dimères 

avec des protéines tel que Mad1, Mix1, Mad3, Mad4 et Mnt. Ces derniers sont capables de se 

fixer sur les mêmes E-boxes et réprimer la transcription en recrutant des HDACs. Ainsi, dans 

les cellules en prolifération les hétérodimères Myc/MAX sont dominants (Figure 27B). Par 

contre, dans les cellules en quiescence ou au repos, ce sont les hétérodimères Mad/MAX et 

Mnt/MAX qui se trouvent majoritaires (Adhikary and Eilers, 2005).    

iv. Sa fonction 

  La protéine Myc est un facteur de transcription qui régule divers processus cellulaires 

jouant ainsi un rôle majeur dans le développement. Notamment, il régule la croissance et la 

prolifération cellulaires, la progression du cycle cellulaire et le métabolisme, la transcription, la 

différenciation, l'apoptose et la motilité cellulaire (Figure 28) (Dang, 1999; Vita and 

Henriksson, 2006). Les modèles murins KO pour Myc montrent qu’il est létal au stade 

embryonnaire (Davis et al., 1993). 

a. Prolifération, cycle cellulaire, croissance, métabolisme et Myc 

Myc est impliqué dans la transition des cellules de la phase de repos Go vers G1 et la 

traversée des cellules dans G1, dans laquelle les cellules augmentent leur métabolisme pour la 

synthèse d'ADN (Roussel, 1998). Des régulateurs du cycle cellulaire tels que des cyclines, des 

Cdk (Cyclin-dependent kinase), des inhibiteurs de Cdk, des protéines de réplication et autres 

constituent les cibles de Myc. Myc stimule la progression du cycle cellulaire en induisant 

directement ou indirectement l’activation de certains gènes (tels que les cyclines D1, D2, E, et 
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Figure 28 – Représentation schématique des divers fonctions biologiques contrôlées par

Myc.

A- Fonctions biologiques contrôlées par Myc dans des conditions normales.
B- Fonctions biologiques contrôlées par Myc au cours des lymphoproliférations.
D’après Vita et Henriksson, 2006.
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A ; Cdk4 et Cdc25a) et en inhibant des facteurs impliqués dans les points de contrôle du cycle 

cellulaire (tels que gadd45 et gadd153) et des inhibiteurs de Cdk (tels que p15, p21 et p27) 

(Dang et al., 2006; Grandori et al., 2000; Oster et al., 2002). Ainsi le gène Cdc25a, cible de 

Myc (Galaktionov et al., 1996), code pour une protéine qui élimine les groupements phosphates 

inhibiteurs que portent Cdk2 et Cdk4 (Steiner et al., 1995). L’activité de p27 est diminuée par 

Myc, empêchant son effet inhibiteur sur l’activité kinase du complexe Cdk2-cycline E (Vlach 

et al., 1996; Yang et al., 2001). En prévenant l’action de l’inhibiteur du complexe cycline 

D/Cdk4 (p16INK4a), Myc dérégule l’expression de la cycline E. Il est à noter que Myc est 

directement impliqué dans la réplication de l’ADN (Dominguez-Sola et al., 2007). Des études, 

sur l’hypofonctionnement de Myc se traduisent chez la drosophile par une petite taille 

corporelle (Gallant et al., 1996; Schreiber-Agus et al., 1997). Ceci ne résulte pas de moins de 

cellules, mais de cellules plus petites (Johnston et al., 1999). Ceci suggère un rôle de Myc dans 

l’accroissement de la masse cellulaire et le métabolisme. En favorisant la croissance cellulaire, 

Myc augmente également le potentiel prolifératif de la cellule en fournissant des réserves et en 

augmentant la synthèse protéique (Arabi et al., 2005; pour revue : Dang et al., 2006; Gomez-

Roman et al., 2003; Grandori et al., 2005; Grewal et al., 2005; Schmidt, 2004, 1999). Des 

expériences sur une lignée cellulaire fibroblastique, portant une inactivation de Myc sur les 

deux allèles, ont montré une prolongation des phases G1 et G2 du cycle cellulaire, mais une 

phase S normale, montrant ainsi l’importance de Myc dans la prolifération cellulaire (Mateyak 

et al., 1997).  

b. Myc et apoptose 

Outre son rôle d’inducteur de prolifération, la protéine Myc a également un rôle pro-

apoptotique (Askew et al., 1991; Evan et al., 1992; Shi et al., 1992). En effet, Askew et coll ont 

montré que les cellules hématopoétiques qui surexpriment Myc rentrent en apoptose. C’est 

aussi le cas des fibroblastes privés de serum et exprimant d’une manière constitutive Myc. Les 

cellules B primaires déficientes pour Myc résistent à l’apoptose induite par le CD95 ou la 

staurosporine (de Alborán et al., 2004). L’apoptose induite par Myc peut passer par diverses 

voies : la voie mitochondriale, la voie dépendante ou non de la p53 ou les récepteurs de mort 

tels que le CD95 (Hoffman and Liebermann, 2008; Pelengaris et al., 2002). 

 Brièvement le Myc augmente de façon indirecte ARF1 (ADP Ribosylation Factor 1) un 

supresseur de tumeur, par l’intermédiaire de FOXO (Bouchard et al., 2007). Cette surexpression 

inhibe Mdm2 (Murine double minute 2) qui est un régulateur négatif de la p53. P53 s’active et 
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induit l’arrêt du cycle cellulaire ou l’apoptose (Zindy et al., 1998). De plus, la surexpression de 

Myc in vivo active la voie ATM (Ataxia-Telangiectasia Mutated), de réponse aux cassures 

double brin de l’ADN qui active la p53 et ainsi promeut l’apoptose (Pusapati et al., 2006). 

L’apoptose induite par Myc peut passer par la voie mitochondriale en activant des protéines 

pro-apoptotiques (Bak, Bax, Bim) ou en réprimant des protéines anti-apoptotiques (Bcl 2, Bcl-

XL) (Eischen et al., 2001; Soucie et al., 2001). Les récepteurs de mort tels que DISC (Death-

Inducing Signaling Complex) (Klefstrom et al., 1997), CD95/CD95L, Trail/Trail-Récepteur 

(Tnf Related Apoptosis-Inducing Ligand) constituent également une voie d’induction 

d’apoptose par Myc (Hoffman and Liebermann, 2008). 

c. Myc et différentiation cellulaire 

Dans la plupart des cas Myc est associé à une inhibition de la différenciation. La 

répression de Myc résulte en une expression constitutive de MAX ou de mutants dominants 

négatifs de Myc, induisant une différenciation cellulaire (Griep and Westphal, 1988; Holt et al., 

1988; Prochownik et al., 1988). Par contre, son expression ectopique inhibe la différenciation 

cellulaire (Prochownik and Kukowska, 1986).  

v. Myc et développement B normal 

 Myc est essentiel au développement précoce des LB dans la moelle osseuse par 

l'activation d’un facteur de transcription vital au maintien de l'identité des cellules B, Ebf1 

(Vallespinós et al., 2011). Le rôle de Myc dans le développement des GC est resté obscur pour 

longtemps car il n'était pas détecté dans les cellules B en forte prolifération (Klein et al., 

2003). En fait, Myc n’est pas exprimé par les centroblastes de la DZ, mais par un petit groupe 

de B dans la LZ (Calado et al., 2012; Dominguez-Sola et al., 2012) grâce à des interactions avec 

des Ag et des cellules TFH. L'activation transitoire de récepteurs de surface tels que le BCR, le 

CD40 et celui de l’IL2 supprime l'activité de BCL6 (B-Cell Lymphoma 6) allégeant sa 

régulation négative de Myc. Cela va permettre aux cellules B du GC de subir les premiers cycles 

de division cellulaire (pour revue : De Silva and Klein, 2015; Oestreich et al., 2012). Dans les 

cellules Myc+, la voie du NFκB s’active. Ceci conduit à l'augmentation transcriptionnelle 

de Myc et Irf4 (Interferon Regulatory Factor 4), fournissant ainsi un rétrocontrôle positive pour 

l'expression de Myc. A ce stade, BCL6 et Myc semblent être co-exprimés dans les LB de la 

LZ. Dans ces cellules, Myc entraîne une prolifération dépendante de la cycline D2. Les cellules 

TFH induisent les cellules B Myc+ à entrer dans la DZ pour des cycles supplémentaires de 
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sélection positive en proliférant et pour subir les SHM. L'expression de Myc est indispensable 

à cette re-entré pour soutenir la formation de GC. BCL6 est ensuite régulée positivement 

supprimant la transcription de c- myc en se liant directement à ses promoteurs (Basso et al., 

2010; Ci et al., 2009; Nahar et al., 2011). 

Myc est complètement inhibé dans les centroblastes en prolifération de la DZ. La 

prolifération dépendante de la cycline D3 et E2F2 remplace celle dépendante de la cycline D2 

dans les cellules B Myc+ du GC, grâce à l’expression de facteur de transcription Tcf3 (E2A Ig 

enhancer binding factors) (pour revue : De Silva and Klein, 2015). BCL6 induit également une 

progression du cycle cellulaire indépendante de Myc en se liant au facteur MIZ-1. C’est un 

partenaire de Myc en tant qu’inhibiteur des Cdk (Phan et al., 2005; Shaffer et al., 2000). Le 

Myc doit être activement réprimé dans la DZ du GC pour limiter le nombre de divisions 

cellulaires avant chaque cycle de sélection basé sur l'affinité antigénique (Oprea and Perelson, 

1997) et pour permettre une maturation d'affinité normale. Les cellules Myc dans la LZ quittent 

le GC et deviennent des cellules B mémoires ou des plasmablastes. L'activation de la protéine 

Blimp1 dans les plasmablastes précoces post-GC, inhibe l'expression de Myc et induit la 

différenciation en cellules plasmatiques.  

  



Fig translocation 
Robbianni et 
Nussensweig

Figure 29 – Translocations récurrentes dans les lymphomes B.

L’ensemble du génome humain est représenté par le diagramme circulaire. Les partenaires
impliqués dans des réarrangements chromosomiques récurrents lors des lymphoproliférations
B malignes sont rejoints par des arcs. Les arcs colorés en rouge, en bleu et en vert indiquent
respectivement, les translocations concernant les locus IgH, Igλ et Igk. D’après Robbiani et
Nussenzweig, 2013.
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Chapitre IV Myc et Lymphomes B matures 

Un déséquilibre de la balance entre prolifération et apoptose des cellules B aboutit à 

l’apparition de lymphomes. La lymphomagenèse B constitue ainsi un détournement de la 

physiologie de la maturation B, avec 1) la mise en jeu anormale des processus de remaniement 

et de mutation des gènes d’Ig aboutissant à la dérégulation d’oncogènes comme Myc, cycline 

D1, cycline D3 et bcl-2 ; et 2) la dérégulation de facteurs transcriptionnels impliqués dans 

l’apoptose ou le contrôle de la prolifération. Une majorité des lymphomes B de l'adulte porte 

les stigmates d'une dérégulation des processus physiologiques avec notamment des 

recombinaisons aberrantes affectant les régions VDJ et « switch » (et promouvant des 

translocations d'oncogènes), des phénomènes d'instabilité génomique et des remaniements ou 

cassures de l’ADN liés aux SHM mais impliquant d’autres gènes que ceux des récepteurs à 

l'Ag. Plus de 40 sous-types de lymphomes ont été détectés, dont la majorité dérive de cellules 

B matures. Malgré le fait que les LB ne passent que peu de temps dans le GC, la plupart de ces 

lymphomes provient des cellules GC ou post GC. Ceci s’explique par la prolifération intense 

de ces cellules, ainsi qu’aux mécanismes de diversification secondaire (SHM et CSR) qu’elles 

y subissent. Plusieurs translocations récurrentes ont été découvertes et étudier exhaustivement 

dans les LB cancéreux grâce au développement des techniques de séquençage (Figure 29) 

(Robbiani and Nussenzweig, 2013). 

Ainsi au cours du BL, la translocation chromosomique t(8;14) associe l’oncogène Myc 

(porté par le chromosome 8 chez l’homme) et la région de jonction (J) du locus IgH (porté par 

le chromosome 14 chez l’homme). Au cours du lymphome folliculaire on retrouve la 

translocation t(14;18) de l’oncogène bcl-2 dans les régions DJH. Les translocations t(11;14) de 

la cycline D1, t(6;14) de la cycline D3, t(14;16) de c-maf ou t(4;14) du FGFR3 sont retrouvées 

dans les régions « switch » lors des myélomes. Dans tous les cas de figure, on note une 

surexpression des oncogènes transloqués. Ceci serait due à leur passage sous le contrôle des 

« super-enhancers » présents dans le locus IgH. L’étude de ces derniers en 5’ et en 3’ du locus 

IgH pourrait se révéler importante dans la compréhension de nombreuses hémopathies 

malignes. 

La dérégulation et les mutations de Myc ont été rapportées dans de multiples lymphomes 

B matures tels que le BL, le myélome et le lymphome plasmocytaire. Après translocation dans 

le locus IgH, Myc serait exprimé de manière constitutive sous le contrôle de ses éléments cis-
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activateurs parmi les activateurs transcriptionnels actifs à ce moment. Notons que la 3'RR est 

l’élément chef de contrôle de la transcription IgH. La structure de la 3’RR murine et humaine 

présente une forte homologie (D’Addabbo et al., 2011). Les modèles murins explorant le rôle 

de la 3’RR dans les lymphomes B devraient fournir des données intéressantes et relevantes 

concernant le développement des lymphomes B humains. Au cours de la dernière décennie, de 

nombreuses démonstrations convaincantes de la contribution de cette région à la 

lymphomagenèse mature induite par le Myc ont été rapportées. Ceci non seulement avec l'aide 

de modèles transgéniques murins porteurs d’un Myc dérégulé mais également par des KI de 

Myc directement en divers points du locus IgH. 

La revue ci-dessous décrit : [1] Les différents modèles transgéniques et de KI publiés 

jusqu’à maintenant ; [2] leur phénotype ; [3] l’hypothèse du rôle de la 3’RR dans la dérégulation 

d’un oncogène transloqué au locus IgH. 

C’est l’ensemble de cette bibliographie qui nous a conduit à tenter de mieux comprendre 

les interactions de Myc avec les deux « super-enhancer » les plus puissants du locus IgH : Eµ 

et 3’RR. 
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ABSTRACT

Deregulation and mutations of c-myc have been reported in multiple mature B-cell 

malignancies such as Burkitt lymphoma, myeloma and plasma cell lymphoma. After 

translocation into the immunoglobulin heavy chain (IgH) locus, c-myc is constitutively 

expressed under the control of active IgH cis-regulatory enhancers. Those located 

in the IgH 3’ regulatory region (3’RR) are master control elements of transcription. 

Over the past decade numerous convincing demonstrations of 3’RR’s contribution to 

mature c-myc-induced lymphomagenesis have been made using transgenic models 

with various types of IgH-c-myc translocations and transgenes. This review highlights 

how IgH 3’RR physiological functions play a critical role in c-myc deregulation during 

lymphomagenesis.

INTRODUCTION

The immunoglobulin heavy chain (IgH) 

locus undergoes numerous changes during B-cell 

differentiation, affecting transcription, V(D)J accessibility 

to recombination, class switch recombination (CSR) 

and somatic hypermutation (SHM) [1, 2]. Ongoing 

recombination and mutation throughout B-cell 

development, via Rag1/Rag2 and AID targeting [1, 

2], make the IgH locus a hotspot for translocations. 

Several human mature B-cell lymphomas are marked by 

oncogene translocations into the IgH locus [3]. Bcl-2 and 

cyclin D1 translocations found respectively in follicular 

lymphomas (FL) and mantle cell lymphomas (MCL), 

occur during V(D)J recombination. c-myc translocation, 

the typical hallmark of Burkitt lymphoma (BL), is linked 

to either CSR or SHM. Cyclin D1/D3, c-myc or c-maf 

translocations found in myeloma are clearly related to 

CSR [4]. Transcription of the IgH locus is under control 

of cis-regulatory elements [1, 2]. These transcriptional 

enhancers obviously intervene in oncogene deregulation 

during B-cell lymphomagenesis. During the past decade 

the roles and mechanism of actions of various IgH cis-

regulatory enhancers have been clariied. At the same time 

various transgenic mice models have been developed in 

order to mimic human mature B-cell lymphomagenesis. 

A number of them use c-myc as a deregulated oncogene 

and the IgH 3’ regulatory region (3’RR) as an oncogene 

deregulator. Indeed, c-myc is well known to be both an 

important regulator of cell growth and apoptosis through 

its action on cell cycle progression, cell metabolism, cell 

differentiation, cell death receptor signaling and DNA 

damage recovery [3]. This review describes how IgH 3’RR 

physiological functions might play a critical role in c-myc 

oncogene deregulation during mature B-cell lymphomas 

and why 3’RR targeting would be an interesting promising 

strategy in human lymphomagenesis.

IGH CIS-REGULATORY ELEMENTS

IgH cis-regulatory elements are major locus 

regulators (Figure 1). Two important regions have been 

identiied. The intronic 5’ Eµ enhancer is mandatory for 

VDJ recombination and thus plays a key role during early 

steps of B-cell development [2, 5]. VDJ recombination 

is initiated by Rag1/Rag2 nucleases. The resulting Rag-

induced DNA double-strand breaks are ideal sites for 

oncogene translocation. The IgH 3’RR promotes SHM

[6, 7], CSR [8-10], µ transcription [11] but not VDJ 

recombination [12]. In germinal centers, SHM and CSR 

are AID-mediated modiications. SHM mainly occurs in 

VDJ exons for high afinity antibody generation. CSR 

is required for synthesis of non IgM Ig. Although these 

events imply different mechanisms, they both require the 

Review
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initiation of simple- or double-strand breaks by AID, which 

dramatically increase the risk of oncogene translocation. 

The 3’RR, as the principal AID-dependent recombination 

regulator, is the major player during late B-cell maturation 

stages. The mouse 3’RR is downstream from the IgH Cαc 

gene and shares a strong structural homology with 3’RR 

located downstream from each human IgH Cα gene (Cα1 

and Cα2) [13] (Figure 2). 3’RR structural homology has 

been conserved during vertebrate evolution highlighting 

its importance during B-cell lymphopoiesis. The mouse 

3’RR contains four transcriptional enhancers (hs3a, 

hs1,2, hs3b and hs4). hs1,2 is lanked by inverted repeat 

sequences and is the center of a 25-kb palindrome bound 

by two inverted copies of hs3 enhancers (hs3a and hs3b) 

[14]. hs4 is downstream from the palindrome. Each 3’RR 

enhancer has weak in vitro activity, but a synergistic 

and potent global effect in transgenes, especially when 

the palindromic 3’RR architecture is maintained [15]. 

Recently, sequential activation and distinct functions were 

reported for distal (hs4) and proximal (hs3a-hs1,2- hs3b) 

modules within the 3’RR [16]. Transgenic mice have 

shown that the 3’RR palindrome is of key importance for 

eficient SHM [17]. Together, the four enhancer elements 

are suficient for eficient germline transcription, CSR and 

Ig transcription [7]. These transcriptional enhancers might 

thus play a role during the oncogene deregulation found in 

several types of mature B-cell lymphomas. 

Transgenic and knock-in models of c-myc 

lymphomagenesis

The cis-regulatory Eµ element was irst suspected 

to be the c-myc deregulator in BL. However, Eµ-c-myc 

transgenic mice developed immature B-cell lymphomas 

[18] clearly different from a human BL which has a mature 

B-cell signature [19]. In human BL, c-myc translocation 

breakpoints are found in the VDJ (i.e., endemic BL with 

Eµ and 3’RR at the IgH locus) or in the switch µ region 

(i.e., sporadic BL with Eµ deletion and 3’RR at the IgH 

locus). Thus, a 3’RR was progressively suspected to be 

a good candidate for oncogene deregulation. Mouse 

and human 3’RRs share a strong structural homology 

[13]. Mouse models exploring the 3’RR role in B-cell 

malignancies should provide interesting data concerning 

human B-cell lymphoma development.

The irst model investigating the role of IgH 3’RR in 

c-myc deregulation was in knock-in mouse in which 3’RR 

was inserted 5’ to the endogenous c-myc locus (3’RR-myc-

knock-in mice) [20]. After ten months, mice developed 

clonal BL-like B-cell lymphomas with a B220+IgM+IgDlow/

Figure 1: Murine and human IgH locus. Upper panel: Schematic diagrams of the murine IgH locus. Locations of Eµ (with its 

lanking matrix attachment regions, MARs) and 3’RR (encompassing four transcriptional enhancers with lanking inverted repeats) are 

highlighted. Lower panel: Schematic diagrams of the human IgH locus. Locations of EµMARs and the two 3’RR (encompassing three 

transcriptional enhancers with lanking inverted repeats) are highlighted.



Oncotarget7061www.impactjournals.com/oncotarget

neg phenotype. In these mice, 3’RR stimulated endogenous 

c-myc transcription triggering both cell proliferation and 

apoptosis in pre-malignant spleen B-cells. Lymphoma 

development required multiple “hits” in addition to c-myc 

deregulation. Mutations in the p53-ARF-Mdm2 apoptotic 

pathways occurred during lymphoma development. Thus, 

only recently, has 3’RR been shown to be suficient for 

c-myc deregulation leading to BL-like lymphomas.

Results with 3’RR-myc-knock-in mice were 

conirmed using mice having a c-myc-3’RR transgene 

[21]. Pre-malignant spleen B-cells from c-myc-3’RR 

mice proliferated more rapidly in response to mitogen 

signals and showed a higher apoptosis rate. At twelve 

weeks, c-myc-3’RR mice developed BL-like lymphomas 

or diffuse anaplastic plasmacytomas. BL-like lymphomas 

were B220+IgM+IgD+ with a “starry sky” appearance. 

Transcriptome analysis indicated alterations in the growth 

program and Ras-p21 pathway. Compared to 3’RR-

myc-knock-in mice, the c-myc-3’RR mice developed 

two different phenotypes of B-cell lymphomas with two 

different kinetics of appearance and lacked mutations 

for the p53-ARF-Mdm2 apoptotic pathways [21]. In the 

3’RR-myc-knock-in model, these differences imply 3’RR 

targeting the endogenous c-myc locus directly. The 3’RR 

would affect c-myc locus by destroying with its insertion 

some positive/negative endogenous cis-regulatory 

elements or by inluencing their activation through the 

3’RR long range transcriptional activity. 

Interestingly, the occurrence of lymphoproliferations 

in c-myc-3’RR mice was sensitive to genetic background. 

C57Bl/6 mice developed BL-like lymphomas, while none 

occurred in a Balb/c background [22] known to have an 

allelic variant in the coding region of the p16INK4a tumor 

suppressor gene that produces a protein with impaired 

activity. The regulation of cell cycle progression is 

managed by cyclins and cyclin dependent kinases 

Figure 2: Knock-in and transgenic models of 3’RR induced c-myc lymphomogenesis. A schematic representation of 

the various knock-in (upper panel) and transgenic models (lower panel) reporting that the 3’RR deregulates c-myc leading to B-cell 

lymphomogenesis. Bibliographic references are in brackets.
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(Cdk). Cdk4 and Cdk6 are chief catalytic subunits of 

the cyclin D family of proteins that govern G
1
/S phase 

progression. The tumor suppressor protein p16INK4a and 

all members of the INK4 family bind speciically to 

Cdk4 or Cdk6 and inhibit the cyclin D-Cdk4 and cyclin 

D-Cdk6 complexes formation. Breeding Cdk4R24C mice 

(a knock-in strain expressing a Cdk4 resistant to p16INK4a 

inhibition and other Ink4 family members [23]) with 

c-myc-3’RR mice (that developed aggressive BL) led 

to the development of clonal indolent blastoid MCL-

like lymphoma (CD19+IgM+CD5+CD43+CD23- cells) in 

c-myc-3’RR/Cdk4R24C mice [24]. Large amounts of Cdk4/

cyclin D1 complexes were the main hallmark of these 

lymphomas. Although silent in non-malignant B-cells, 

a defect in the Ink4-Cdk4 checkpoint could contribute 

to lymphomagenesis in conjunction with additional 

alterations of cell cycle control, a situation which is 

reminiscent of the development of human blastoid MCL.

p53 is a transcription factor that triggers growth 

inhibition and apoptosis [25]. p53 inactivation is the most 

common feature of human tumors. The frequent loss of 

p53 function in human lymphomas underscores its critical 

role in suppressing the emergence of incipient tumors 

[26]. A genetic anomaly initially restricted to c-myc 

deregulation clearly selects tumors with a homogeneous 

high proliferating signature and has no need for additional 

alteration of apoptotic pathways. Breeding of c-myc-

3’RR mice with p53-deicient mice conirmed the 

hypothesis that early alteration of apoptosis in a model of 

deregulated proliferation (i.e., 3’RR-driven c-myc over-

expression in B-cells) induced tumor onset in a higher 

number of animals. Furthermore, these double mutant 

mice developed not only highly proliferative BL but 

also less proliferative types of lymphomas as observed 

in human patients where c-myc deregulation frequently 

occurs in pathologies such as MCL and plasmablastic cell 

lymphomas (PCL). While c-myc-3’RR mice developed 

non-activated CD43- BL, a wider pattern of lymphomas 

occurred in c-myc-3’RR/p53- mice including CD43- BL, 

CD43+ BL, MCL-like lymphoma (IgM+CD5+CD43+CD23- 

cells) and PCL (IgM-/lowIgD-/lowCD138+ cells) [27, 28]. This 

spectrum of tumors provided strong evidence that in the 

natural progression of lymphomagenesis, an initial defect 

in apoptosis can endow a 3’RR-mediated deregulation of 

c-myc to induce the occurrence of various types of mature 

B-cell lymphomas. This model thus accurately mimics the 

effect of c-myc translocation as seen in multiple human 

lymphomas. 

Some B-cell lymphomas are associated with IgM or 

non IgM expression. B-cell receptor (BCR) signaling is 

essential for B-cell survival and response to antigens. BCR 

signaling varies not only among B-cell compartments but 

also among BCR classes. This suggests that different 

BCR signaling would affect lymphomagenesis. Breeding 

c-myc-3’RR mice in a genetic background (α1-knock-in 

mice) [29] where IgA replaced IgM (IgA inducing stronger 

tonic BCR signaling than IgM) led to the generation of 

more differentiated CD138+ and less proliferative B-cell 

lymphomas [30]. BCR class-speciic signals thus affect 

experimental c-myc-induced lymphomagenesis. The 

class of the BCR often correlates with the maturity of 

human B-cell tumors. IgM is thus associated with less 

differentiated malignancies [31, 32]. IgA tumors in α1-

knock-in-c-myc-3’RR double mutant animals indicated 

that a class-switched BCR signal resulted in cell 

transformation with a more differentiated phenotype (and 

the occurrence of plasma cell lymphoma), then reminiscent 

of human plasma cell proliferations that overwhelmingly 

produce class-switched Ig. This could also be pertinent to 

observations made in patients, where IgM+ malignancies 

are frequently more aggressive than related class-switched 

proliferations. Finally these results conirm the expression 

of the 3’RR at the plasma cell stage.

The most convincing data for the essential 3’RR role 

in c-myc lymphomagenesis were brought by transgenic 

mice with IgH-c-myc translocations [33-37]. c-myc 

knock-in in the mouse IgH locus just 5′ Eμ (iMycEµ 

mice), modeling human endemic BL, induced B-cell 

lymphoma development after six months. Lymphomas 

in iMycEµ mice had alterations in the p19Arf-Mdm2-p53 

tumor suppressor axis, a key pathway during c-myc-

induced apoptosis [33]. Authors reported complex 

alterations with overexpressed p19Arf or lost p19Arf due 

to biallelic deletion of the Ink4a locus associated with 

overexpression of Mdm2 in some tumors and sometimes 

elevation of a presumably dysfunctional p53. NFκB/

STAT3/PI3K signaling crosstalk was later demonstrated to 

maintain c-myc-driven lymphomagenesis in iMycEµ mice 

[34]. The mouse plasmacytoma T(12;15) translocation 

is a well-known cancer-associated chromosomal 

translocation in mice that join c-myc (in chromosome 

15) with the IgH locus (in chromosome 12) [38]. iMycEµ 

mice also mimic the T(12;15) translocation resulting in 

c-myc activation in murine plasmacytomas and thus also 

developed plasmacytomas [35]. In iMycEµ mice, c-myc 

is under transcriptional control of both the 3’RR and Eµ. 

Eµ and 3’RR have activation kinetics clearly different 

with Eµ acting in early B-cell development and the 3’RR 

in mature B-cell stages [2]. The deinitive proof of an 

involvement of the 3’RR in B-cell lymphomagenesis 

was brought by iMycCµ mice carrying a c-myc knock-

in in the IgH locus just 5′ of Cμ with deletion of Eµ. 

The 3’RR alone (without Eµ and/or putative Eµ-3’RR 

transcriptional crosstalk) is suficient to deregulate c-myc 

expression in the B-cell lineage [36]. Plasmablastic 

neoplasms were rare in iMycCµ but markedly increased 

after breeding with transgenic Kaposi Sarcoma-associated 

herpes-virus IL6 (vIL6) mice [36]. In this study authors 

validated their hypothesis that vIL6 mice may be a driver 

of transformation of B-cells to malignant cells. Finally 

knock-in insertion of c-myc directly into Cα just 5’ to the 

3’RR (iMycCα mice) produced infrequent plasma cell 
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neoplasms (about 10%) [37]. In contrast, after breeding 

with transgenic mice bearing the bcl-X
L
 gene under the 

transcriptional Ig κ light chain 3’ enhancer, these double 

transgenic mice quickly developed plasma cell tumors. 

Bcl-X
L
 is a well-known anti-apoptotic molecule and the 

Ig κ light chain 3’ enhancer is of importance to drive Bcl-

X
L
 expression speciically in the B-cell compartment from 

pre-B to mature B-cell stages. Taken altogether these 

knock-in models carrying c-myc at the IgH locus are prone 

to B-cell neoplasias of various penetrance, kinetics, and 

fate of knock-in bearing lymphocytes, highlighting the key 

role of IgH cis-regulatory enhancers (especially the 3’RR) 

for lymphoma progression. They also highlight the need 

for additional mutations in addition to c-myc deregulation 

to accelerate B-cell lymphoma development and that these 

“hits” target both proliferative, apoptotic and cytokine 

pathways.

3’RR knock-out models of c-myc 

lymphomagenesis

To elucidate 3’RR function, mice with genomic 

mutations were generated. Individual deletion (knock-

out mice) of hs3a [39], hs1,2 [39], hs3b [40] or hs4 

[41] has no effect on B-cell lymphopoiesis. In contrast 

deconstruction of the 3’RR palindrome structure [17] 

or deletion of two [17, 42], three [16] or four [8] of the 

3’RR enhancers severely impaired B-cell lymphopoiesis. 

Mutant 3’RR mice were used in a few number of studies 

together with c-myc. 3’RR deleted mice showed that 3’RR 

was dispensable for the development of immature pro-B-

cell lymphomas related to VDJ recombination-initiated 

c-myc translocations in double p53/Lig4 deicient mice 

[43]. 3’RR was not essential for the generation of IgH-

c-myc translocations in double p53/Xrcc4 deicient mice. 

However it had an important role in c-myc transcription 

after IgH-c-myc translocation thus leading to mature 

B-cell tumors [43]. These results are in agreement with 

the long distance effect of 3’RR on IgH transcription 

at mature B-cell stages. Transcriptional enhancers of κ 
and λ light chain loci eficiently deregulate c-myc. Mice 

carrying the c-myc gene under the transcriptional control 

of Igλ enhancers (Igλ-myc mice) developed BL [44]. 

Breeding Igλ-myc mice in a 3’RR-deicient background 

deviated B-cell lymphomagenesis toward less mature 

B-cell lymphomas most probably through a 3’RR action 

during B-cell development [45]. Indeed during B-cell 

development the 3’RR is crucial for µ chain transcription 

and density of BCR expression at the B-cell membrane 

[11]. Together results from these 3’RR knock-out models 

indicate that deletion of 3’RR markedly reduces the 

development of mature B-cell lymphomas highlighting the 

key role of this IgH cis-regulatory region for lymphoma 

progression.

Targeting the 3’RR: a promising therapeutic 

approach for c-myc induced B-cell lymphomas

The 3’RR is essential for high-rate Ig transcription 

[8, 11]. Therefore, it may be a key stimulator of IgH-

translocated oncogene transcription. Breakpoints for 

oncogene translocations are sometimes several hundred 

kb away from the 3’RR. Data have reported that 

long-range interactions, through a loop structure, are 

implicated in both normal and abnormal regulation of 

3’RR-induced gene transcription [46-48]. Of interest, 

physical interactions are also documented in resting 

and activated B-cells between Eµ and 3’RR [46]. This 

structure facilitates switch-switch synapsis by approaching 

the switch µ region (proximal to Eµ) and a downstream 

switch region (targeted by the 3’RR). Such loop structure 

is reported of importance for gene requiring a rapid 

transcriptional activation [46]. This suggests cooperative 

transcriptional effects between IgH cis-regulatory 

transcriptional enhancers that may explain why Eµ 

deletion between iMycEµ mice and iMycCµ mice has 

such an important effect on B-cell lymphoma development 

[33, 36]. Therefore, as previously reported by us and 

others [4, 43], 3’RR targeting would in theory provide a 

potential strategy for the treatment of some mature B-cell 

lymphomas. Reinforcing this hypothesis, transgenic mice 

carrying IgH transgenes with the 3’RR (and independently 

of transgene chromosomal location, length, number 

and orientation) have been shown to undergo myc 

translocation into the transgene; these translocations 

generating plasmacytomas [49]. Thus the IgH constant 

region includes all elements necessary for both myc 

translocation and deregulation. Data also indicate that 

translocation/knock-in of c-myc to another chromosome 

changes its nuclear localization. In human BL cells the 

c-myc locus is relocalized from the nuclear periphery to 

the central, perinucleolar position [50]. In this setting, 

nucleolar proteins such as nucleolin (a polypeptide of 106 

KDa constituting a part of the LR1 DNA binding protein 

which regulates transcription and switch recombination 

in mammalian B-cells) [51] may play a role in c-myc 

activation along with IgH cis-regulatory elements.

Translocations in B-cell lymphomas induce 

epigenetic changes [52]. This observation provides the 

opportunity to use new classes of anti-cancer agents, 

epigenetic drugs (EDs), that target histone acetylation 

(inhibitors of histone deacetylases, HDACi) and histone 

methylation (EZH2 inhibitors) to treat several B-cell 

lymphoid malignancies, such as MCL, FL, BL and others 

[53]. These drugs gave promising initial results in various 

clinical trials [54]. For example, preclinical data support 

the use of HDACi in combination with other antimyeloma 

agents [55, 56]. Surprisingly, the scientiic basis to 

treat B-cell lymphomas with EZH2i and HDACi is not 

clear. How EDs act on B-cell lymphoma remain largely 

speculative. Is it via the role of the 3’RR on oncogene 
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transcription? Data have documented that 3’RR activation 

and transcription can be down-regulated by several 

chemicals, including isothiocyanates (known to have anti-

carcinogenic properties) [57] and HDACi [58]. Studies 

have reported, in a model of BL translocations, that the 

3’RR vastly remodelled large (up to 450 kb) domains 

of translocated chromatin through epigenetic mark 

reprogramming [59]. We recently reported that 3’RR-

induced effects are largely mediated through activation 

of speciic epigenetic marks in a 3’RR targeted DNA 

[10] reinforcing that targeting the IgH 3’RR would be of 

interest in the down-regulation of oncogene transcription. 

Moreover, 3’RR absence only weakly impacts chronic 

inlammatory ascites formation (penetrance, kinetic 

of development, cellular and pro-/ anti-inlammatory 

cytokine compositions) onto BALB/c mice in response 

to pristine [60]. 3’RR-deicient B-cells remain eficient 

to develop oil granulomas in response to pristine with no 

differences for granuloma numbers, cellular composition 

and ability to express mRNA transcripts for several pro- 

and anti-inlammatory cytokines [61]. Altogether these 

results suggest a normal role for 3’RR-deicient B-cells in 

the development of an acute and chronic B-cell-mediated 

inlammatory response to pristine. These data reinforce the 

hypothesis which considers 3’RR as an interesting target 

for anti-lymphoma drug therapy with only low adverse 

effects on normal inlammatory and immune responses.

CONCLUSIONS

The 3’RR is of key importance for SHM, CSR and 

µ chain transcription. It follows that it is potentially of 

key importance as a deregulator for IgH-translocated 

oncogenes, even when breakpoints are hundreds 

of thousands bp away from the 3’RR. Long-range 

interactions through loop chromatin structures are common 

mechanisms of both normal and abnormal 3’RR-mediated 

gene transcription. Data have documented interactions 

between the 3’RR, Eµ and the IgH locus in both normal 

B-cells and lymphomas. Mice transgenic for IgH-c-myc 

translocations have highlighted the important contribution 

of 3’RR in the development of mature B-cell lymphomas. 

Data obtained with these mice are transferable to human 

lymphomagenesis with respect to the high structural 

homology between mouse and human 3’RR. Thus, 3’RR 

targeted inhibition may be a potential therapeutic strategy 

for mature B-cell lymphoma treatments. Mouse models 

described herein may be useful tools for both in vitro 

and in vivo studies of 3’RR down-regulation treatments. 

Future studies will be necessary to clarify the rationale for 

treatment of B-cell lymphomas with HDACi and EZH2i: 

1) by studying the biological functions and mechanisms 

of action of Eµ and 3’RR and their cross-talk in the c-myc 

deregulation during experimental lymphomagenesis; 2) by 

identifying changes in the epigenome network occurring 

in lymphoma cells throughout the IgH locus; 3) by in 

vivo and in vitro testing of the role of various HDACi 

and EZH2i in the development of B-cell lymphomas; 4) 

by identifying genetic and epigenetic changes occurring 

in lymphoma cells upon acquisition of drug resistance 

during ED treatments; and 4) by identifying molecular 

mechanisms of these changes. Over the past decade 

convincing demonstrations of the 3’RR contribution to 

mature c-myc-induced lymphomagenesis have been made 

using transgenic models. They may become now useful 

models for the study of treatment of B-cell lymphomas.
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1. Coopérations transcriptionnelles entre les enhancers Eμ et 

3’RR du locus IgH. 

Pour comprendre le rôle des enhancers du locus IgH sur un oncogène transloqué, il nous 

fallait analyser quel était leur impact sur la transcription de ce locus, leur cinétique d’action et 

leurs éventuelles coopérations transcriptionnelles. 

De vieilles études avaient montré qu’un transgène Eµ-GFP s’exprimait aux stades pro-

B/pré-B (Guglielmi et al., 2005) alors qu’un transgène GFP-3’RR le faisait des stades B 

immatures à matures (Guglielmi et al., 2003b). Nous avons revisité ces études avec les 

technologies de maintenant. 

Pour ce faire nous avons utilisé 3 lignées murines: une lignée sauvage ; une lignée 

déficiente pour l’activateur transcriptionnel Eµ et une déficiente pour la 3’RR. Les résultats de 

ces études ont fait l’objet des 3 publications suivantes (*contribution équivalente) 

Article 1 
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Eµ and 3’RR IgH enhancers show hierarchic unilateral dependence in mature 

B-cells. 

 

SAINTAMAND A, VINCENT-FABERT C, MARQUET M, GHAZZAUI N, MAGNONE V, 
PINAUD E, COGNE M, DENIZOT Y. 
 
Scientific Report 2017; 7: 442. 

 

3’RR and 5'Eµ immunoglobulin heavy chain enhancers are independent engines 

of locus remodelling. 

 

GHAZZAUI N*, ISSAOUI H*, BOYER F, MARTIN OA, SAINTAMAND A, DENIZOT Y. 
 
Cellular and Molecular Immunology (sous presse). 
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Article 3 

 

 

 

 

 

 

 

Les analyses transcriptomiques (par RNAseq) et de remodelage chromatinien (par 

ChIP) au locus IgH montrent, qu’au stade B mature, seule la 3’RR est impliquée dans la 

transcription des gènes constants. A ce stade, Eµ est sans influence. Sa délétion ne perturbe pas 

la transcription du locus IgH. Enfin, l’activation de la 3’RR est révélée par la mise en évidence 

d’eRNA (enhancer RNA) dont la présence ne nécessite pas un Eµ fonctionnel. 

Les expériences au stade pro-B ont nécessité le développement d’animaux portant les 

délétions d’Eµ ou de la 3’RR dans un fond génétique déficient pour Rag (blocage de la 

maturation B dès les recombinaisons DJ). Au stade pro-B, la délétion de l’activateur 

transcriptionnel Eµ se traduit par une baisse de la transcription sens autour des segments JH et 

Cµ (transcrits µo partant de l’élément DQ52 et Iµ partant de Eµ) confirmant l’activité et le rôle 

de cet élément aux stades immatures de la lymphopoïèse B. Au stade pro-B, aucun eRNA de la 

3’RR n’est détectable montrant son absence d’effet transcriptionnel. Très curieusement, sa 

délétion se traduit par l’apparition d’une très forte transcription anti-sens de segments D et J 

révélant un mystérieux effet « silenceur » de la 3’RR au stade pro-B (déjà décrit par Braika et 

al., 2015). 

L’analyse des données RNAseq, sur des souris déficientes pour la 3’RR, a révélé un 

autre résultat surprenant : un effet silencer en trans de celle-ci sur le locus Igκ (mais pas Igλ). 

Des interactions physiques entre les chromosomes portant les locus IgH et Igκ avaient déjà été 

mises en évidence. Au stade pré-B, le locus Igκ se rapproche du locus IgH. Les activateurs 

transcriptionnels κ jouent alors un rôle silencer pour l’exclusion allélique d’un des deux 

chromosomes IgH. Nos résultats sont, à notre connaissance, la première mise en évidence d’un 

effet silencer en trans de la 3’RR. Il est intéressant de noter que cet effet n’est pas observable 

 

Trans-silencing effect of the 3’RR immunoglobulin heavy chain enhancer on Igκ 

transcription at the pro-B cell stage. 

 

GHAZZAUI N*, ISSAOUI H*, MARTIN OA, SAINTAMAND A, COOK-MOREAU J, DENIZOT 
Y, BOYER F. 
   
Cellular and Molecular Immunology (sous presse). 
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dans les LB matures (activées ou non) ni au locus Igλ. Il existe des différences notables entre 

Igκ et Igλ. Ainsi Igκ s’active en premier lieu. Igλ ne sera utilisé que si les recombinaisons sur 

Igκ sont infructueuses. On peut émettre l’hypothèse que le silencing de la 3’RR sur le locus κ 

au stade pro-B est nécessaire pour bloquer temporairement son activation jusqu’au stade pré-B 

et ainsi éviter l’expression d’une chaîne légère avant la création d’une chaîne lourde 

fonctionnelle.  

L’ensemble de nos résultats confirme l’hypothèse d’un rôle séquentiel des éléments Eµ 

et 3’RR sur la transcription oncogénique au locus IgH : Eµ lors des stades précoces et 3’RR 

lors des stades tardifs. Nos résultats RNAseq sont en concordance avec une ancienne 

publication rapportant l’expression d’un transgène Eµ-GFP-3’RR du stade pro-B au stade B 

mature (Guglielmi et al., 2003a). 

 

Perspectives 

Le mode d’action de l’effet « silencer » de la 3’RR sur la transcription DJ et le locus Igκ, au 

stade pro-B, est encore totalement énigmatique. On peut émettre l’hypothèse de la 

séquestration, par la 3’RR, de divers facteurs nucléaires impliqués dans la transcription des 

segments V, D et J. Celle ci doit être précisément régulée pour éviter qu’elle ne se déroule de 

façon anarchique dans les cellules non B. Elle doit l’être également pour permettre la séquence : 

synthèse de la chaîne lourde puis synthèse de la chaîne légère, nécessaire à la maturation du 

LB. Il est évident que la résolution de ce mécanisme est un challenge excitant pour parfaire 

notre compréhension des recombinaisons V(D)J et des étapes initiales de la lymphopoïèse B.   
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eμ and 3′RR IgH enhancers show 
hierarchic unilateral dependence in 
mature B-cells
A. saintamand1,3, C. Vincent-Fabert1, M. Marquet1, N. Ghazzaui1, V. Magnone2, E. pinaud1, M. 

Cogné1 & Y. Denizot1

enhancer and super-enhancers are master regulators of cell fate. While they act at long-distances on 

adjacent genes, it is unclear whether they also act on one another. The immunoglobulin heavy chain 

(IgH) locus is unique in carrying two super-enhancers at both ends of the constant gene cluster: the 

5′eμ super-enhancer promotes VDJ recombination during the earliest steps of B-cell ontogeny while 

the 3′ regulatory region (3′RR) is essential for late diferentiation. Since they carry functional synergies 

in mature B-cells and physically interact during IgH locus DNA looping, we investigated if they were 

independent engines of locus remodelling or if their function was more intimately intermingled, their 

optimal activation then requiring physical contact with each other. Analysis of chromatin marks, 

enhancer RNA transcription and accessibility in Eμ- and 3′RR-deicient mice show, in mature activated 

B-cells, an unilateral dependence of this pair of enhancers: while the 3′RR acts in autonomy, Eμ in 

contrast likely falls under control of the 3′RR.

Super-enhancers (SEs) are master regulators of cell fate which difer from basic enhancers by their ten-fold higher 
load of chromatin marks, their binding of mediator, their long length and their impact on nuclear organisation1, 2. 
he immunoglobulin heavy chain (IgH) locus undergoes multiple changes along B-cell diferentiation, afecting 
transcription and accessibility for V(D)J recombination, somatic hypermutation (SHM) and class switch recom-
bination (CSR)3. he IgH locus is somehow unique in carrying two SEs, Eμ and the 3′ regulatory region (3′RR) at 
both ends of the constant gene cluster, which control locus remodelling along B-cell diferentiation3. In mature 
B-cells, the IgH locus assumes an enigmatic loop conformation in which these two SEs are brought in close prox-
imity despite their 200 kb distance on the chromosome (Fig. 1a)4. Two mechanistic hypothesises may explain 
the function of this 3D chromatin structure: a bidirectional crosstalk between these two SEs allowing reciprocal 
activation, or a simple chromatin arch assembly that brings enhancers, promoters and switch (S) regions into 
close proximity to facilitate transcription, accumulation of RNA pol II, AID targeting and S junction machinery. 
In a third hypothesis, the Eμ-3′RR interaction might lack any mechanistic role by passively witness transitional 
links, with Eμ on one side promoting Sμ-Sx synapsis and the 3′RR stimulating the Ix-Sx transcriptional unit. We 
investigated if these two IgH SEs were independent engines of locus remodelling simply combining their proper 
actions or if their functions were more strongly intermingled and required physical contact with each other. SEs 
are potent clusters of transcriptional enhancers and regulate the expression of key cell lineage speciic genes. he 
5′Eμ SE has clearly such a role in early developmental stages of B-cells through its key role on V(D)J recombina-
tion. Since 5′Eμ may be considered as a SE only in pro-B/pre-B-cells but not in mature ones, we used the qualiier 
of enhancer to name 5′Eμ at the mature B-cell stage during this study.

Results
eμ and CSR. During CSR, a chromatin loop is found with Eμ and 3′RR in close proximity3, 4. It is generally 
accepted that Eμ is dispensable for CSR, although some studies suggest that its deletion impacts at minor levels 
CSR eiciency5–7. In this study, low cytometry analysis shows normal proportion of Eμ-deicient γ3- and γ2b-ex-
pressing B-cells in response to LPS stimulation (Fig. 1b and c). In contrast, the signiicant decrease of Eμ-deicient 
γ1-expressing B-cells in response to LPS + IL4 (Fig. 1c and d) could mostly be attributed to the lack of follicular 
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Figure 1. Eμ and CSR. (a) Schematic 3D conformation of the IgH locus during LPS-induced CSR. 3C 
experiments indicated that Eμ and the 3′RR are in close proximity in resting B cells. Ater appropriated 
stimulation the activated S acceptor region gets closer the Sμ donor region. Adapted from Wuerfel et al.4. (b) 
Flow cytometry analysis of IgG3 and IgG2b CSR in Eμ-deicient B-cells. Cells were stimulated 4 days with LPS. 
Cells were labelled with anti-B220-BV421, anti-IgG3-FITC, anti-IgG2b-PE and anti-IgM-PC7 antibodies. Cells 
were gated on B220+ B-cells. One representative experiment out of four is shown. (c) Quantitative analysis of 
IgG1, IgG3 and IgG2b CSR. Results are reported as mean ± SEM of 4 independent experiments. *p < 0.05, Mann-
Whitney U-test. (d) Flow cytometry analysis of IgG1 CSR in Eμ-deicient B-cells. Cells were stimulated 4 days 
with LPS + IL-4. Cells were labelled with anti-B220-BV421, anti-IgG1-PE and anti-IgM-PC7 antibodies. Cells 
were gated on B220+ B-cells. One representative experiment out of four is shown. (e) H3K4me3 epigenetic 
mark in Sμ and Sγ1 during IgG1 CSR ChIP assays were performed with CD43− splenic B-cells from Eμ-deicient 
and wt mice. Cells were stimulated with LPS + IL-4 for 2 days. Background signals from mock samples with 
irrelevant antibody were subtracted. Values were normalized to the total input DNA. Data are the mean ± SEM 
of 3 independent experiments with 2 mice. (f) H3K4me3 epigenetic mark in Sμ and Sγ3 during IgG3 CSR. Cells 
were stimulated with LPS for 2 days. Same protocol as in part E.
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B-cells previously reported in this model7. hese results are in accordance with the lowered serum IgG1 levels 
but normal IgG3/IgG2b levels in this model7. Speciic epigenetic mark enrichment in S regions is a prerequisite 
for CSR8, 9. During CSR, the 3′RR SE fosters H3K4me3 histone modiications in the S acceptor but not Sμ donor 
region10, suggesting another cis-transcriptional enhancer for this role. his role is not devolved to Eμ since its dele-
tion did not afect H3K4me3 histone modiications in Sμ and Sγ1 in response to LPS + IL-4 stimulation (Fig. 1e) 
nor in Sμ and Sγ3 in response to LPS stimulation (Fig. 1f). Altogether, these data indicate that the Eμ enhancer is 
mostly dispensable for CSR and did not poise Sμ for CSR. he cis-transcriptional enhancer that poised Sμ for CSR 
is currently unknown. One might suggest the enigmatic transcriptional enhancer located between Cγ1 and Cγ2b 
found to interact with both Eμ and 3′RR in pro-B cells2, 11, 12.

eμ, 3′RR and respective epigenetic marks. Epigenetic changes in Eμ and 3′RR are of importance during 
CSR13. In this study we have focussed on H3K4me3, H3K9ac and H3K27ac epigenetic marks that are associated 
with active regulatory regions14. Lack of the Eμ enhancer did not afect H3K4me3, H3K9ac and H3K27ac epige-
netic marks in the four 3′RR transcriptional enhancers (hs3a; hs1,2; hs3b; hs4) during LPS-induced B-cell CSR 
(Fig. 2a). In turn, if deletion of the 3′RR SE had no efect on H3K4me3 and H3K27ac marks of Eμ (Fig. 2b), a 
signiicant decrease was found for H3K9ac. his diference between epigenetic marks may be explained by the 
proposed model of sequential histone modiications. Indeed, several studies suggest that tri-methylation of H3K4 
is the earliest modiication, and that H3K4me3 then facilitate H3 acetylation and thus establishment of chromatin 
openness. All these marks together may then positively regulate transcription and enhancer activation15, 16. At the 
mature B-cell stage, data suggest the lack of Eμ-dependence for the 3′RR SE during CSR, and the inluence of the 
3′RR on the Eμ enhancer, a result that its well with their diferent kinetics of activation, i.e., at the immature and 
mature B-cell stages for Eμ and 3′RR, respectively3.

Mutual activation of transcription of Eμ and 3′RR ses. The 3′RR SE controls CSR by acting on 
germline transcription and histone modiications8, 17, that are hallmarks of CSR accessibility. We investigated the 
efect of the lack of the Eμ enhancer or of the 3′RR SE on IgH constant gene transcription units (CH) in response 
to LPS-induced stimulation in vitro. RNAseq experiments showed that, except for Cμ, CH sense and antisense 
transcripts were dramatically reduced in 3′RR-deicient mice (Fig. 3a and Supplementary Figs 1–3). In contrast, 
Eμ deletion had no efect on CH transcription at the IgH locus. RNASeq data are presented in a quantitative way 

Figure 2. Epigenetic marks in Eμ and 3′RR during CSR. (a) H3K4me3, H3K9ac and H3K27ac epigenetic 
marks in the four enhancers (hs3a, hs1,2, hs3b and hs4) of the 3′RR in LPS-stimulated B-cells of Eμ-deicient 
and wt mice. Cells were stimulated with 5 μg/ml LPS for 2 days. Data are the means ± SEM of 3 independent 
experiments with 2 mice. (b) H3K4me3, H3K9ac and H3K27ac epigenetic marks in Eμ in LPS-stimulated 
B-cells of 3′RR-deicient and wt mice. Same experimental protocol as in part (a). Data are the means ± SEM of 3 
independent experiments with 2 mice. *p < 0.05 (Mann-Whitney U-test).
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with statistics in the Supplementary Fig. 4. Non coding RNAs (ncRNAs) play an important role in the target-
ing of the CSR machinery and contribute to chromosomal looping10, 18. Among these ncRNAs, enhancer RNA 
(eRNA) are transcribed from DNA sequences of enhancer including the 3′RR and contribute to their enhancer 
function19, 20, and chromosomal looping4. RNAseq experiments did not highlight any efect of Eμ deletion on 
both sense and antisense 3′RR eRNA levels (Fig. 2a). In contrast both sense and antisense transcription around 
the Eμ enhancer were consistently lowered in 3′RR-deicient activated B-cells. his decrease is reminiscent of 
the notable efect of the 3′RR SE deletion on μ transcription evidenced with quantitative PCR in resting mature 
B-cells21. Physical Eμ-3′RR interactions were also documented in resting B-cells4. RNAseq data comparing splenic 

Figure 3. Inluence of Eμ and 3′RR on IgH transcription during CSR. (a) IgH transcription on LPS-stimulated 
B-cells of wt, Eμ-deicient and 3′RR-deicient mice. CD43-depleted splenocytes were cultured for 2 days with 
5 μg LPS. RNAseq experiments were done ater depletion of rRNA. Data are the mean of two independent 
experiments with 3 mice per genotype. (b) IgH transcription on resting B-cells of wt, Eμ-deicient and 3′RR-
deicient mice. RNAseq experiments were done with CD43-depleted splenocytes ater depletion of rRNA. Data 
are the mean of two independent experiments with 3 mice per genotype. Precise locations of Iμ, Sμ, Cμ, Cδ, Iγ3, 
Sγ3, Iγ2b and Sγ2b are reported in Supplementary Figs 1–3.
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resting B-cells indicate that enhancer activity was, at this stage, already dominated by the 3′RR: while Eμ deletion 
showed no obvious efect on CH transcription and 3′RR eRNAs, the 3′RR deletion does not modiies Eμ eRNA 
but still decreases μ transcripts and abrogates basal transcription of all downstream CH (Fig. 2b). his conirmed 
a passive role for Eμ at the resting stage while H chain production originated from pVH mostly rely on 3′RR, and 
more precisely on hs422.

Discussion
Studies highlighted diferent roles and kinetics of activation for IgH SEs during B-cell development. he Eμ SE 
regulates V(D)J recombination in pro-B cells6, 7, but is not crucial for SHM and CSR in mature B-cells23. he 3′RR 
SE regulates SHM24, and conventional CSR in mature B-cells10, 25, 26, but is dispensable for V(D)J recombination27. 
GFP transgenic mice reported that the Eμ SE is active at pro-B/pre-B cell stages28, while the 3′RR SE is active at 
immature/mature B-cell stages29. Despite diferent roles and kinetics, the IgH locus assumes in resting B-cells 
and CSR an enigmatic loop conformation with the Eμ enhancer and the 3′RR SE in close proximity4, suggesting 
a potential transcriptional cross-talk between these two enhancer entities. Present results strongly suggest that 
cross-talk is unidirectional. he 3′RR SE stands as a fully autonomous module in mature B-cells. he Eμ enhancer 
by contrast appears mostly dispensable at this stage, its deletion neither abrogating CSR-required sense/antisense 
germline transcription or 3′RR SE eRNA expression and activation-associated epigenetic mark enrichment. If 
the Eμ enhancer has no role on 3′RR activation during CSR, it itself shows at least partial 3′RR-dependence. 
Deletion of the 3′RR SE impacts Eμ H3K9ac activation-associated epigenetic marks and sense/anti-sense eRNA 
transcription.

During CSR the IgH locus assumes a loop conformation. While this conformation has obviously a major 
interest to simultaneously bring enhancer, SE, S regions and promoters into close proximity, our data suggest 
another unknown functional role, which is to place Eμ under the authority of the 3′RR SE. he Eμ/Sμ/Sx/3′RR hub 
might have several successive purposes to facilitate CSR. his hub brings the Sx acceptor region in close proximity 
to the 3′RR SE, allowing for its eicient activation by acting notably on transcription and AID targeting10. It sup-
port physical/functional interactions between 3′RR elements hereby building their synergy3, and inally facilitates 
Sμ-Sx synapsis, increasing the probability of a legitimate junction between donor and acceptor S regions and, in 
the meantime, reducing the risk of potentially oncogenic translocation30–32. Previously reported phenotypes of 
Eμ- and 3′RR-deicient mice, now completed by the present study, show that both IgH enhancers can behave as 
completely autonomous elements with regards to chromatin marks, eRNA transcription and accessibility, with Eμ 
solely controlling early rearrangements of immature B-cells, and the 3′RR being both necessary and suicient for 
late B-cell remodelling events. However in mature B-cells, this ends with Eμ falling under the control of the 3′RR 
SE and then undergoing 3′RR-dependent transcription and chromatin remodelling as almost all basic promoters 
of the locus. Finally, three SEs have been reported in pro-B cells: Eμ, 3′RR and an enigmatic region between Cγ1 
and Cγ2

2, 11, 12. Despite that 3′RR has little role on V(D)J recombination except for silencing early transcription in 
pro-B cells33, investigation of the cross-talk between these three SEs in pro-B cells would be of interest to reinforce 
our knowledge of their role at the immature B-cell maturation stage.

Material and Methods
Mice. 129 wt mice (from Charles Rivers Laboratories, France), EμMAR-deicient mice7, and 3′RR-deicient 
mice25 were used. EμMAR-deficient mice and 3′RR-deficient mice were in a 129 background. Our research 
has been approved by our local ethics committee review board (Comité Régional d’Ethique sur l′Expérimen-
tation Animale du Limousin, Limoges, France) and carried according the European guidelines for animal 
experimentation.

Spleen cell cultures for B-cell activation. Single-cell suspensions of CD43− spleen cells of wt, 
EμMAR-deicient mice and 3′RR-deicient mice (8–12 week old, male and female) were cultured at 1 × 106 cells 
per ml in RPMI 1640 with 10% fetal calf serum with 5 μg per ml LPS with or without 20 ng/ml IL-4. Two days 
LPS-stimulated cells were used for RNAseq and Sμ/Sγ3 ChIP experiments. Two days LPS + IL4 stimulated cells 
were then used for Sμ/Sγ1 ChIP experiments. Four days LPS- and LPS + IL4 stimulated cells were used for γ3, γ2b 
and γ1 CSR low cytometry analysis, respectively.

Flow cytometry analysis. Cultured splenic B-cells were labelled with anti-B220-BV421, anti-IgG1-PE, 
anti-IgG3-FITC, anti-IgG2b-PE and anti-IgM-PC7 antibodies for 30 min at 4 °C. Labelled cells were analyzed on a 
Fortessa LSR2 (Beckman Coulter) with Kaluza.

ChIP experiments. ChIP experiments were done on LPS- and LPS + IL4 stimulated CD43− spleen cells 
as previously described10. In brief, 20 × 106 B-cells were cross-linked at room temperature for 15 min in 15 ml 
PBS with 1% formaldehyde. he reaction was quenched with 0.125 M glycine. Ater lysis, chromatin was soni-
cated to 0.5–1 kb using a Vibracell 75043 (hermo Fisher Scientiic). Ater dilution in ChIP bufer (0.01% SDS, 
1.1% Triton X-100, 1.2 mM EDTA, 16.7 mM Tris-HCl, pH 8.1, and 167 mM NaCl), chromatin was precleared by 
rotating for 2 h at 4 °C with 50 ml of 50% protein A/G slurry (0.2 mg per ml sheared salmon sperm DNA, 0.5 mg 
per ml BSA, and 50% protein A/G; Sigma). 1 × 106 cell equivalents were saved as input, and 10 × 106 cell equiva-
lents were incubated overnight with anti-H3K4me3, anti-H3K9ac, anti-H3K27ac or control antibodies. Immune 
complexes were precipitated by the addition of protein A/G. Cross-linking was reversed by overnight incuba-
tion (70 °C) in TE bufer with 0.02% SDS and chromatin was phenol/chloroform extracted. Anti-H3K4me3 and 
antu-H3K9ac were obtained from Millipore (ref: 07473 and 06942) and anti-H3K27ac was obtained from Abcam 
(clone ab5131). PCR probes were the following: Eμ-forward: GGGAGTGAGGCTCTCTCATA; Eμ-reverse: 
ACCACAGCTACAAGTTTACCTA; hs3a-forward: GGGTAGGGCAGGGATGCTCACAT; hs3a-reverse: 
GCTCTGGTTTGGGGC ACCTGTGC; hs1,2-forward: AGCATAGGCCACTGGGACTGG; hs1,2-reverse: 
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CTCTCA CTTCCCTGGGGTGTT; hs3b-forward: TGGTTTGGGGCACCTGTGCTGAG; hs3b-reverse: 
GGGTAGGGCAGGGATGTTCACAT; hs4-forward: CCATGGGACTGAAAC TCAGGGAACCAGAAC; 
hs4-reverse: CTCTGTGACTCGTCCTTAGG. PCR probes for Sμ Cμ, Sγ1, Cγ1, Sγ3 and Cγ3 have been reported in 
a previous study10.

RNAseq experiments. CD43− splenocytes were obtained from 4 wt, 4 3′RR-deficient mice and 4 
EμMAR-deicient mice before and ater 48 h of in vitro stimulation (1 × 106 cells per ml in RPMI 1640 with 10% 
fetal calf serum) with 5 μg per ml LPS. RNA was extracted using miRNeasy kit from QIAGEN, according to the 
manufacturer instructions. Two pooled RNA (with two samples) were obtained for each genotype. RNA libraries 
were obtained using TruSeq Stranded Total RNA with Ribo-Zero Gold (Illumina), according to the manufac-
turer instruction. Libraries were sequenced on a NextSeq500 sequencer, using NextSeq 500/550 High Output 
Kit (Illumina). Illumina NextSeq500 paired-end 2 × 150 nt reads were mapped with STAR release v2.4.0a versus 
mm10 with gene model from Ensembl release 77 with default parameters. he long length of the reads allowed for 
their precise mapping on switch regions, previously reported as error prone with shorter reads due to the highly 
repetitive structure of these sequences34. Quantiication of genes was then performed using feature Counts release 
subread-1.4.6-p1-Linux-x86_64 with “–primary -g gene_name -p -s 1 -M” options based on Ensembl GTF release 
77 annotations.

Accession number. Data were deposited in Gene Expression Omnibus under the accession number 
GSE90760.
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By their impact on nuclear organization, enhancers are master
regulators of cell fate.1 The immunoglobulin heavy chain (IgH)
locus undergoes numerous changes as B cells differentiate.
Among them, transcription and accessibility for V(D)J recombina-
tion, class switch recombination (CSR), and somatic hyper-
mutation (SHM) are the most notable.2 The IgH locus carries two
potent enhancers that are separated by 200 kb of distance. Eμ and
the 3′ regulatory region (3′RR), at both ends of the constant gene
cluster, control locus remodeling as B cells differentiate.2 Previous
studies reported long-range interactions (of still unclear functional
significance) between the Eμ and 3′RR enhancers during B-cell
maturation.3–5 The question of a mutual transcriptional cross talk
between these two enhancer entities remains open. We thus
investigated if they were independent engines of locus remodel-
ing or if their functions were more intimately intermingled. In this
study, we developed ΔEμ-RAG-deficient and Δ3′RR-RAG-deficient
mice to investigate the potential transcriptional cross talk
between Eμ and 3′RR enhancers at the immature B-cell maturation
stage.
RAG-deficient mice, double Eμ6-RAG-deficient mice, and double

3′RR7-RAG-deficient mice were developed in our animal facility
(free of specified pathogenic organisms). Our research was
approved by our local ethics committee review board (Comité
Régional d’Ethique sur l’Expérimentation Animale du Limousin,
Limoges, France) and carried out according to the European
guidelines for animal experimentation. Femoral pro-B cells were
recovered with the EasySepTM mouse B-cell isolation Kit (STEM-
CELL Technologies, France), which was designed to isolate B cells
from single-cell suspensions by negative selection. Cells from RAG-
deficient, ΔEμ-RAG-deficient, and Δ3′RR-RAG-deficient mice
(8–12 weeks old, males and females) were used. RNA was
extracted using Trizol (ThermoFisher Scientific) according to the
manufacturer’s instructions. Two pooled RNA (with four to six
mice) were obtained for each genotype. RNA libraries were
obtained using TruSeq Stranded Total RNA with Ribo-Zero Gold
(Illumina), according to the manufacturer instructions. Libraries
were sequenced on a NextSeq 500 sequencer, using NextSeq 500/
550 High Output Kit (Illumina). Illumina NextSeq 500 paired-end
2 × 150 nt reads were mapped with STAR release v2.4.0a versus
mm10 with gene model information from Ensembl release 77 with
default parameters. RNAseq experiments were done in the
genomics platform of Nice Sophia Antipolis, as previously

reported.8–10 Data were deposited in Gene Expression Omnibus
under the accession number, GSE117449.
Femoral pro-B cells were isolated from RAG-deficient, ΔEμ-

RAG-deficient, and Δ3′RR-RAG-deficient mice to investigate the
potential transcriptional cross talk between Eμ and 3′RR
enhancers in immature B cells. A schematic representation of
the IgH locus is reported in Fig. 1a. Non-coding RNAs (ncRNAs)
contribute to chromosomal looping.11 Among these ncRNAs,
enhancer RNAs (eRNAs) are transcribed from enhancer DNA
sequences, including the 3′RR, and contribute to their
enhancer function.12,13 RNAseq experiments did not highlight
any 3′RR eRNA in the pro-B cells of RAG mice (Fig. 1b),
confirming results from a previous study with specific reverse
trascription-quantitative PCR (RT-QPCR).14 The absence of 3′RR
eRNA in pro-B cells is in agreement with studies reporting that
3′RR has no direct role in V(D)J recombination.4,15,16 As a
positive control, 3′RR eRNA was evident in lipopolysaccharide-
stimulated B splenocytes (Fig. 1b). Excepted for Cμ (Fig. 1c), the
RNAseq experiments showed no transcription in the Cγ, Cε, and
Cα constant genes of the IgH locus (data not shown). If genomic
deletion of the Eμ enhancer reduced sense transcription
around its location (including Cμ transcription), genomic
deletion of the 3′RR paradoxically enhanced both sense and
especially antisense transcription of the D and J segments, as
well as Eμ and Cμ transcription (Fig. 1c, d). Peak transcription
levels were specifically found to originate from the DQ52

promotor (D4-1) and the Eμ enhancer (known as μo and Iμ sense
transcripts, respectively). The concept of the 3′RR-mediated
transcriptional silencing activity was first reported by Braikia
et al.,14 with RT-QPCR analysis. In contrast, with the present
study, the μo and Iμ sense transcripts were not reportedly
altered by the 3′RR deletion.
Deletion of the 5′Eμ enhancer markedly lowered B-cell V(D)J

recombination without affecting SHM and CSR.6 In contrast,
deletion of the 3′RR enhancer affects B2 B-cell fate,17 SHM,18 and
conventional CSR.7–9,19 If the 3′RR deletion also affects B1 B-cell
fate16 and SHM,20 then it has no evident effect on B1 B-cell IgA
CSR.21 If the roles of these two IgH enhancers have been observed
during B-cell fate and maturation, then few data were available
concerning their synergy, cooperation, and transcriptional cross
talk. Analysis of chromatin marks, eRNA, and accessibility in the
ΔEμ and Δ3′RR mice shows in mature activated B cells that the 3′
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RR acts in autonomy and controls IgH transcription.8 The present
study shows that despite physical interactions (with a still
hypothetical meaning) during IgH locus DNA looping,3–5 the 5′
Eμ and 3′RR enhancers are independent engines of locus
remodeling, and their function is not intimately intermingled
and their optimal activation does not require physical contact with
each other. Our results reinforce the concept that Eμ-3′RR
interactions may affect Eμ-mediated recombination control rather
than transcription.14 Finally, they also highlight that if the 3′RR acts
as a transcriptional enhancer in mature B cells, it acts as a
transcriptional silencer at the immature B-cell stage. Clearly,

determining how the 3′RR mediates its transcriptional silencing
within the D and J domains will be an exciting challenge to
resolve.
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Due to their impact on nuclear organization, enhancers are master
regulators of cell fate.1,2 The immunoglobulin heavy chain (IgH)
locus undergoes numerous changes (such as transcription,
accessibility, DNA breaks, and mutations) throughout B-cell
differentiation. Several of these events are controlled by the IgH
3′ regulatory region (3′RR). The 3′RR is the master control element
of mature B-cell IgH transcription,3 somatic hypermutation
(SHM),4,5 conventional classQ1 switch recombination (CSR),4,6–10

and locus suicide recombination (LSR).11 In contrast, the 3′RR is
expected to be dispensableQ2 for V(D)J recombination.12,13 During B-
cell development, the heavy and light chain loci are poised for
their VDJ and VJ rearrangements, respectively. The IgH locus
rearranges first, with D-J joiningQ3 at the pro-B-cell stages, followed
by V-DJ joining at the pre-B-cell stage. The Igk locus is poised for
VJ rearrangements at the pre-B cell stage. A transient association
(trans-mediated by Igκ enhancer elements) between IgH and Igk
loci has been demonstrated at the pre-B cell stage.14,15 Recently,
unexpected and novel findings have shown that the 3′RR acts as a
cis transcriptional silencer of sense and antisense germinal V, D,
and J transcription at the pro-B cell stage.16,17 In light of these
intriguing 3′RR features, we undertook the current study to
determine if such a trans silencing effect could also be found for
Igk transcription.Q4

Our research has been approved by our local ethics committee
review board (Comité Régional d’Ethique sur l’Expérimentation
Animale du Limousin, Limoges, France) and carried out according
to the European guidelines for animal experimentation. Pro-B cell
experiments were performed with RAG-deficient (RAG−/−) and
double 3′RR6-RAG-deficient (Δ3′RR–RAG−/−) mice developed in
our animal facility. Femoral pro-B cells were recovered with the
EasySepTM Mouse B-cell Isolation Kit (STEMCELL Technologies,
France). RNA was extracted using TRIzol reagent (Thermo Fisher

Q5 Scientific) according to manufacturer’s instructions. Two pooled
RNA samples (from four to six mice) were obtained for each
genotype. RNA libraries were obtained using TruSeq stranded
total RNA with Ribo-Zero Gold (Illumina) according to the
manufacturer’s instructions. RNAseq experiments were performed
using the Nice Sophia Antipolis genomics platform as previously
reported.7,8,17 Data were deposited in Gene Expression Omnibus
under the accession number GSE117449. Mature B-cells (CD43−

splenocytes) were obtained from four 129 wt mice (Charles Rivers
Laboratories, France) and four Δ3′RR mice (in a 129 background)
before and 48 h after in vitro stimulation (1 × 106 cells per ml in

RPMI 1640 with 10% fetal calf serum) with 5 μg/ml LPS. Two
pooled RNA samples (from two mice each) were obtained for each
genotype. RNAseq experiments were performed as above and
RNAseq data were deposited under the accession number
GSE90760.
Femoral pro-B cells were isolated from RAG−/− and Δ3′RR-

RAG−/− mice to explore potential transcriptional cross-talk
between IgH and Igκ loci in immature B-cells. A schematic
representation of these two loci is reported in Fig. 1a. RNAseq
experiments led to an unexpected novel finding: deletion of the
IgH 3′RR enhancer markedly enhanced sense and antisense
transcription of the Igk locus in trans in pro-B cells (Fig. 1b). This
effect was not found in mice deficient for the IgH Eμ enhancer
(ΔEμ-RAG−/− mice); the Eμ enhancer (located in blue in Fig. 1a)
being the major control element for IgH VDJ recombination (data
not shown).2 As a positive control, we found no such trans effect
on the Igλ locus. We next examined if this effect could be detected
in mature B-cells. Deletion of the 3′RR had no trans silencer (nor
activator) effect on Igk (and Igλ) transcription in resting and LPS-
stimulated splenocytes (Fig. 1c, d). These results are expected
since a close association between the Igk and IgH loci has not
been reported in mature B cells.
The concept of pro-B 3′RR cis-mediated transcriptional silencing

activity was first reported (using RT-QPCR) by Braikia and
colleagues16 and recently confirmed (using RNAseq analysis) by
our group.17 The current study is the first report of a trans
silencing effect of the 3′RR. This effect is found at the Igk locus
known to have a feedback inhibition effect on the establishment
of allelic exclusion of the IgH locus in pre-B cells. The present study
reinforces the Q6concept of mutual crosstalk through enhancer/
silencer effects between the IgH and Igk loci during immature B-
cell stages. It is possible that the trans silencer effect of the 3′RR on
Igκ transcription would use the same mechanism as that of its cis
silencing effect on the transcription of the V, D, and J segments of
the IgH locus. The 3′RR trans silencing on the Igκ locus would be of
interest to prevent its usage until the end of IgH D–J recombina-
tion. Clearly, the resolution of how the 3′RR mediates trans
transcriptional silencing on the Igκ locus is an exciting challenge
to meet.
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Fig. 1 Influence of the 3′RR enhancer on Igκ transcription in pro-B cells. a Schematic representation of the IgH, Igκ, and Igλ loci (not to scale).
b Igκ and Igλ sense (top) and antisense (bottom) transcription in pro-B cells of RAG−/− and RAG−/−Δ3’RR mice. c Igκ and Igλ sense and
antisense transcription in resting splenocytes of 129 wt mice and Δ3′RR mice. d Igκ and Igλ sense and antisense transcription in LPS-
stimulated splenocytes of 129 wt mice and Δ3′RR mice. The same mice as in c. e Quantitative representation for Cκ and Cλ transcription (in
reads per million). The error bars show the extreme values of two independent experiments. The same samples as in c and d
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2. Activateurs transcriptionnels du locus IgH et lymphomagenèse 

Cette partie de ma thèse en est encore au stade des expériences. Je décrirai les résultats 

les plus significatifs que nous avons obtenus sous forme de questions/réponses (publication 

prévue dans un an). 

Notre objectif était de déterminer, en la modélisant chez la souris, l’impact d’une 

translocation de Myc au locus IgH sur la lymphomagenèse B. Nous nous sommes procurés 3 

lignées murines possédant une insertion de Myc au locus IgH. Dans la première, Myc est inséré, 

comme lors du BL endémique, derrière un segment VDJ recombiné et devant Eµ (souris Myc-

Eµ). Dans la seconde, Myc est inséré, comme lors du BL sporadique, devant Cµ et avec délétion 

de l’élément régulateur Eµ (souris Myc-Cµ). Dans la troisième, Myc est inséré dans Cα mimant 

les stigmates d’un myélome (Figure 1). L’étude, pendant 2 ans, de ces lignées nous a permis de 

répondre aux questions suivantes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Représentation schématique (non à l’échelle) des 3 lignées murines étudiées.  

Le site d’insertion de Myc au locus IgH est indiqué. Ligne 1 : locus sauvage (wt). Ligne 2 : 
souris Myc-Eµ. Ligne 3 : souris Myc-Cµ. Ligne 4 : souris Myc-Cα. 

 

Question 1 : Existe-il une différence de prolifération lymphocytaire B pour ces 3 lignées 

(contribution d’Eµ et de la 3’RR sur l’expression de Myc) ?  

VH JH D 
Eµ 3’RR 

µ δ γ3 γ1 γ2b γ2a ε α 

µ δ γ3 γ1 γ2b γ2a ε α Myc 

µ δ γ3 γ1 γ2b γ2a ε α Myc 

µ δ γ3 γ1 γ2b γ2a ε Myc 

Gènes constants 
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Méthodes : Etude de la prolifération lymphocytaire B (CellTiter 96® One Solution Cell 

Proliferation Assay) en réponse à diverses doses de LPS et anti-CD40, analyse des transcrits 

Myc par PCR quantitative et de la protéine Myc par Western blot. 

Réponse 1: Les 3 lignées murines avec Myc au locus IgH expriment plus de transcrits Myc 

dans les B de la rate que des souris wt (Figure 2, haut gauche). Aucune différence n’est 

observable entre les souris Myc-Eµ, Myc-Cµ et Myc-Cα. Cette augmentation de transcription 

se traduit par une élévation de la traduction et plus de protéine Myc par rapport aux wt (Figure 

2, haut droit). Une capacité accrue de prolifération est observée en réponse à de faibles doses 

de LPS plus anti-CD40 (Figure 2, bas gauche).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cependant une analyse transcriptomique complète des cellules B de ces souris (cellules non 

stimulées ou en réponse à un traitement de 2 jours avec 5µg/ml de LPS) ne montre aucune 

différence qualitative et quantitative notable (résultats non montrés). Ces résultats confortent 

l’hypothèse que la translocation de Myc au locus IgH n’est, à elle seule, pas suffisante pour 

induire des modifications conduisant à la lymphomagenèse.  
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Figure 2 : Haut gauche : Expression des transcrits 
Myc dans les souris wt (n=8), Myc-Eμ (n=4), Myc-
Cµ (n=5) et Myc-Cα (n=3). Expériences de Q-
PCR avec la GAPDH comme gène de ménage. 
Haut droite : Analyse par Western blot de la 
protéine Myc dans les cellules B de rate des souris 
Myc-Cα (n=4) par rapport aux souris wt (n=3). La 
GAPDH est utilisée comme contrôle de dépôt. Bas 
gauche : Augmentation de la prolifération dans des 
souris wt (n=18), Myc-Eµ (n=4), Myc-Cµ (n=8) et 
Myc-Cα (n=7). Test MTT après 3 jours de 

stimulation par LPS (0,1 µM) + anti-CD40 (0,5 
µM). Les significativités sont obtenues par le test 
de Mann-Whitney. 
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Question 2: Existe-il une sensibilité différente à l’apoptose pour ces 3 lignées ?  

Méthode : Etude de l’apoptose B par cytométrie en flux (annexine V et 7-AAD). 

Réponse 2: Une augmentation notable de l’apoptose est observée dans les lymphocytes B de 

nos trois lignées. Ceci est en accord avec le lien entre apoptose et expression de Myc. Ces 

expériences ont été réalisées sur des souris de 2 mois avant développement de tous signes de 

lymphomes (Figure 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Question 3: L’absence d’Eµ et le site d’insertion de Myc modifient-t-ils la cinétique 

d’apparition des lymphomes B ? 

Méthode : Evaluation de la survie des souris Myc-Eµ, Myc-Cµ et Myc-Cα sur une période de 

18 mois. 

Réponse 3: L’absence d’Eµ au locus IgH perturbe la cinétique d’émergence des lymphomes 

(souris Myc-Eµ vs Myc-Cµ) (Figure 4). Il existerait donc une coopération Eµ-3'RR aux stades 

immatures de la lymphopoïèse augmentant le risque de survenue de mutations oncogéniques 

dans les lymphocytes B durant les diverses étapes de leur maturation. Le site d’insertion de 

Myc au locus IgH perturbe également la cinétique d’émergence des lymphomes (souris Myc-

Eµ vs Myc-Cα). Ces résultats renforcent le rôle de la 3’RR, au stade B mature, dans le contrôle 

de la transcription de Myc et l’importance de mutations additionnelles dans la survenue de 

mutations oncogéniques pour les lymphocytes B. 

  

Figure 3 : Le pourcentage de cellules vivantes est 
analysé par cytométrie en flux (annexine V + 
7AAD) après 24 heures de stimulation avec 0,01 
µM de H2O2. Souris wt (n=13), Myc-Eµ (n=4), 
Myc-Cµ (n=6) et Myc-Cα (n=6). Significativité 
par le test de Mann-Whitney. 
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Question 4: L’absence d’Eµ et le site d’insertion de Myc modifient-t-ils le phénotype du 

lymphome (pro-B/pré-B, B immature, B mature, plasmocytaire) ?  

Méthode : Analyse phénotypique par cytométrie en flux (anticorps anti-CD117, anti-CD25, 

anti-CD5, anti-CD138, anti-B220, anti-IgM et anti-IgD). 

Réponse 4: Aucune différence notable dans la localisation tumorale (Figure 5, gauche) ou son 

caractère immature/mature (Figure 5, droite) ne sont mis en évidence. L’absence d’Eµ dans les 

souris Myc-Cµ ne conduit pas à l’émergence de moins de lymphomes B immatures. L’insertion 

de Myc dans Cα (sous la dépendance unique de la 3’RR aux stades tardifs de la maturation B) 

ne conduit pas à l’émergence de plus de lymphomes B matures. Ces résultats confirment 

l’hypothèse que seule la 3’RR est utile pour l’hyper-transcription du Myc inséré au locus IgH 

lors des stades matures de la lymphopoïèse B.  
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Figure 4 : Cinétique de mortalité et 
pénétrance des lymphomes. Souris 
Myc-Eµ (n=26), Myc-Cµ (n=21) et 
Myc-Cα (n=42). 

Significativité par le test Gehan-
Breslow-Wilcoxon ; p<0.0001 
pour souris Myc-Eµ et Myc-Cµ ; 
p<0.0001 pour souris Myc-Eµ et 
Myc-Cα ; p>0.05 pour souris Myc-
Cµ et Myc-Cα. 

Figure 5 : Gauche : Localisation des tumeurs chez les souris Myc-Eµ (n=26), Myc-Cµ (n=22) et 
Myc-Cα (n=44) (plusieurs sites possibles par souris). Droite : Caractère immature/mature des 
tumeurs chez ces mêmes souris. 
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Question 5: L’absence d’Eµ et le site d’insertion de Myc modifient-t-ils l’index de prolifération 

du lymphome?  

Méthode : Etude de l’antigène Ki67 par cytométrie en flux. 

Réponse 5: Non seulement l’absence d’Eµ (souris Myc-Cµ) mais également la localisation de 

Myc au locus IgH (souris Myc-Cα) induit une diminution de l’index Ki67 des lymphomes B 

par rapport aux souris Myc-Eµ (Figure 6). 

 

 

Question 6: Existe-t-il une signature transcriptomique particulière des lymphomes en fonction 

du site d’insertion de Myc?  

Méthode : Analyse du transcriptome des lymphomes et comparaisons statistiques. 

Réponse 6: Ces expériences sont en cours de réalisation. Des lymphomes pulmonaires 

phénotypiquement similaires (B220+CD19+IgM+IgD+CD5-CD43-CD138-) issus des lignées 

Myc-Eµ, Myc-Cµ et Myc-Cα sont en cours d’analyse transcriptomique (plate-forme de Nice 

Sophia-Antipolis) pour déterminer l’existence d’une signature lignée dépendante. Par la même 

approche, nous étudions la signature transcriptomique de lymphomes phénotypiquement 

différents au sein d’une même lignée pour mettre en évidence une signature lymphome 

dépendante. 

 

Question 7: Comment s’active la 3’RR ?  

Méthode : ChIP sur la 3’RR dans un locus wt. 

Réponse 7: Nous avons regardé les fixations d’HDAC1, HDAC2 et HDAC3 sur l’activation de 

la 3’RR dans les lymphocytes B normaux. Nos études montrent qu’HDAC1 (mais ni HDAC2 

ni HDAC3, résultats non montrés) se fixe sur l’activateur hs1,2 de la 3’RR (Figure 7). HDAC1 
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Figure 6 : Index de prolifération KI67 chez les souris 
Myc-Eµ (n=22), Myc-Cµ (n=18) et Myc-Cα (n=39). 
Significativité par le test de Mann-Whitney. 
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et hs1,2 pourraient se révéler des cibles thérapeutiques potentielles lors du traitement de certains 

lymphomes B matures. Actuellement nous analysons le rôle des HDACi sur l’activation de la 

3’RR au travers de leurs effets sur la transcription globale du locus IgH, la synthèsed’Ig et la 

recombinaison isotypique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le locus IgH est une zone critique pour des évènements de translocations 

chromosomiques aboutissant à la dérégulation d’oncogènes et à la survenue de lymphomes. Il 

est clair que les progrès à venir dans leur traitement vont provenir, en grande partie, d’une 

meilleure connaissance de leur mécanisme de développement. La dérégulation 

transcriptionnelle de l’oncogène au locus IgH semble assurée par les éléments cis-activateurs 

5’ Eµ et 3’RR. La mécanistique qui sous-tend leur action sur la transcription du locus IgH et 

donc celui de l’oncogène transloqué est méconnue. Grâce à des modèles murins uniques, nous 

avons pu montrer l’importance du site d’insertion de Myc au locus IgH et la contribution de ses 

activateurs transcriptionnels (Eµ et 3’RR) sur le développement des lymphomes. Le blocage 

pharmacologique de la 3’RR pourrait se révéler une approche prometteuse pour le traitement 

de certains d’entre eux. Notre hypothèse est que la 3’RR influence la conformation de la 

Figure 7 : Fixation d’HDAC1 sur la 3’RR. Cellules B de rate stimulées 48 h au LPS (5µg/ml). 
Moyenne et écart type de 5 souris.  
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chromatine et ainsi son activité transcriptionnelle. La modification du « code chromatinien » 

(acétylation et méthylation des histones) pourrait influer sur les fonctions activatrices de ces 

deux éléments. Ainsi l’histone désacétylase HDAC1 est recrutée par la 3’RR et son activité 

modifie la transcription du locus IgH, confirmant le lien entre la 3’RR et la modification des 

histones. Le ciblage spécifique de la 3’RR, par des HDACi, pourrait ainsi se révéler une 

approche potentielle pour réduire l’augmentation transcriptionnelle oncogénique observée dans 

les lymphomes B matures.  
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3. Le ciblage de la 3’RR a t-il un effet néfaste sur les réactions 

inflammatoires normales ? 

Un ciblage potentiellement efficace de la 3’RR lors de la lymphomagenèse B ne peut se 

concevoir que s’il n’altère pas les processus de réponses immunitaires classiques : coopérations 

LT-LB- macrophages, activation des sous populations B régulatrices, surveillance immunitaires 

et cancéreuses, etc … En effet, ces processus inflammatoires et immunitaires sont nécessaires 

pour le maintien de l’homéostasie. 

Nous avons utilisé, dans une première approche, le modèle murin de génération de 

granulomes en réponse à une huile minérale, le pristane. Nous avons testé l’influence de la 

délétion de la 3’RR sur leur développement, nombre, cinétique d’apparition, composition 

cellulaire et contenu en transcrits pour certaines cytokines pro- et anti-inflammatoires. 

Les résultats de cette étude ont fait l’objet de la publication suivante : 

Article 4  

 

 

 

 

 

 

 

Deux lignées murines ont été utilisées : une lignée déficiente pour le super-enhancer 

3’RR et une lignée sauvage. Notre étude montre que l’absence de la 3’RR n’est pas 

préjudiciable au développement d’une réponse inflammatoire normale dans le modèle murin 

d’induction de granulomes en réponse au pristane. Le nombre de granulomes (mésentériques 

ou séreux), leur cellularité, leur composition (T/B/monocytes) et leurs contenus en transcrits 

pour des cytokines inflammatoires (comme Tnfα, IL6 et IL12) et anti-inflammatoires (comme 

IL4, IL10 et TGFβ) ne sont pas modifiés par l’absence de la 3’RR. 

 

 

 

Efficient role of IgH 3’ regulatory region deficient B-cells in the development of 

oil granulomas. 
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Perspectives 

Le modèle des granulomes en réponse au pristane n’est pas le plus physiologique qui 

soit. Cependant il permet de montrer que la réponse inflammatoire, dans le cas extrême d’un 

ciblage total de la 3’RR, ici modélisée par son absence, n’est pas préjudiciable à son 

développement. Récemment le concept de lymphocyte B régulateur a été développé. En 

particulier l’équipe de Fillatreau a montré l’existence d’une sous-population B productrice 

d’IL10 qui se développe en réponse à une infection par Salmonella (Lino et coll. Immunity 

2018). Cette population, de phénotype plasmablastique, joue un rôle comme première ligne de 

défense en réponse à des signaux TLR. Il serait intéressant de démontrer (ou non) l’existence 

de cette population de B régulateurs (et à fortiori les divers types de B régulateurs) chez nos 

souris déficientes pour la 3’RR. 
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ABSTRACT

Functional B-cells are essential for the formation of oil granulomas. The IgH 3′ 
regulatory region (3′RR) activates important check-points during B-cell maturation. 

We investigated if 3′RR-deicient B-cells remain eficient to develop oil granulomas 

in response to pristine. B-cells expressing an IgH 3′RR-deicient allele were similarly 

recruited to wild type allele expressing B-cells in the granuloma. No differences were 

observed between 3′RR-deicient mice and control mice for granuloma numbers, 

cellular composition and ability to express mRNA transcripts for several pro- and 

anti-inlammatory cytokines. Altogether these results suggest a normal role for 

3′RR-deicient B-cells in the development of an acute B-cell-mediated inlammatory 

response.

INTRODUCTION

The IgH locus undergoes multiple changes 

along B-cell differentiation, affecting transcription 

and accessibility to V(D)J recombination, somatic 

hypermutation (SHM) and class switch recombination 

(CSR) [1,2]. IgH cis-regulatory regions are major locus 

regulators. The IgH 3′ regulatory region (3′RR) promotes 

SHM [3, 4], CSR [5–7], μ transcription [8] but not V(D)

J recombination [9]. The 3′RR is also a potent lymphoma 

oncogene deregulator [10]. Transgenic mice models 

demonstrated the 3′RR implication in the development 

of several B-cell lymphomas [11–18]. The absence of the 

3′RR inluences lymphomagenesis in λ-myc mice toward 

less mature lymphomas [19]. Until now, the functionality 

of 3′RR-deicient B-cells in inlammatory response is 

poorly documented. The lack of 3′RR was only reported 

to marginally impact the development of a chronic 

inlammatory ascite formation in response to pristine [20].

The i.p. injection of pristine induces the formation 

of mesenteric oil granulomas [21, 22]. Pristine-induced 

granulomas are characterised by clustered cells adhered to 

the mesentery and other peritoneal tissues. The granuloma 

formation constitutes a protective inlammatory cellular 

response of the host against invading pathogens or 

indigestible substances. Two types of granulomas are 

reported. Serosal granulomas (SG) are located at the 

interface of the mesenteric margins and gut. Mesenteric 

granulomas (MG) are located around the center of the 

mesenteric tissue [23, 24]. Oil granulomas are considered 

as tertiary lymphoid tissues constituted of monocytes, 

granulocytes, T-cells and B-cells. Their formation is 

regulated by several cytokines [25]. The absence of 

functional B-cells blocks SG formation and diminishes 

MG development in response to pristine [23]. Mesenteric 

oil granulomas thus appear as an interesting tool to ensure 

the functional ability of 3′RR-deicient B-cells in the 

occurrence and/or development of an acute inlammatory 

response. In this study we investigated the generation of 

pristine-induced oil granulomas in IgH 3′RR-deicient mice.

RESULTS

Spleen and peritoneal B-cells expressing a 3′RR-

deleted allele

Mouse substrains have dissimilar differentiation 

programs culminating in different B-cell fate, BCR 

expression and signalling [8]. Pristine-induced oil 

granuloma generation is different with respect to mouse 

substrains [24]. Before assessing the inluence of an IgH 

3′RR-deleted allele vs a wt allele in B-cell recruitment in 

oil granulomas we irstly investigated heterozygous IgH 

aΔ3′RR/bwt mice. The presence of a 3′RR-deicient allele 

and a wt allele was investigated by PCR (Figure 1A). 

The 3′RR deletion was done in a 129 ES cell line (IgH 

a allotype) and developed in a 129 background (IgH awt/

awt). Heterozygous IgH aΔ3′RR/bwt mice were generated by 
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Figure 1: Generation of aΔ3′RR/bwt and awt/bwt mice. A. PCR proile for a 3′RR-deicient and a wt IgH allele. B. Backcross for 

generation of aΔ3′RR/bwt and awt/bwt mice, and expression of either IgMa or IgMb allele by B-cells from F1 mice. B-cell are expected to express 

IgMa or IgMb at similar frequency, including when the a allele is deleted for the 3′RR, since its deletion does not affect VDJ recombination. 

If the expression of one of this allele impedes the B-cell development, the equilibrium between IgMa or IgMb expressing B-cell will be 

disrupted. Lowered number of IgMa expressing B-cells in aΔ3′RR/bwt mice will thus demonstrate that deletion of the 3′RR alters B-cell 

development or recruitment.
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crossing homozygous 3′RR-deicient mice (IgH aΔ3′RR/

aΔ3′RR) with C57BL/6 mice bearing an IgH b allotype (IgH 

bwt/bwt) mice (Figure 1B). Mixed 129 x C57BL/6 mice 

(IgH awt/bwt) were used as control mice. As previously 

reported [8], analysis of splenic B-cells with IgM-allotype 

speciic antibodies indicated a lowered (p=0.001, Mann-

Whitney U-test) percentage of B-cells expressing an a 

allotype (IgMa/IgMb ratio: 0.33) in aΔ3′RR/bwt mice (Figure 

2A and 2B). A similar decrease (p=0.0006) was also found 

for peritoneal B-cells (IgMa/IgMb ratio: 0.59) (Figure 2C 

and 2D). While similar percentages of B-splenocytes 

expressed either an a or b allotype (IgMa/IgMb ratio: 0.96) 

in awt/bwt mice (Figure 2A and 2B), elevated number of 

peritoneal B-cells expressing an a allotype was found 

(IgMa/IgMb ratio: 1.53) (Figure 2C and 2D). This result 

might be linked to a differential strength of signalling 

between IgMa BCR and IgMb BCR for proliferation/

survival of peritoneal B-cells. Such speciic interactions 

with IgMa (but not IgMb) determinants have been already 

reported with the HIV-1 envelope gp41 membrane 

proximal external region [26]. Furthermore, the phenotype 

of mature B-cells differs between the various mouse 

substrains. Notably, BCR signalling has been suggested 

to be lower in 129 mice than in C57BL/6 [27]. Altogether 

these results suggest that the 3′RR deletion is not only 

detrimental for eficient B-cell maturation in spleen but 

also for B-cells in the peritoneal cavity.

B-cells expressing a 3′RR-deleted allele in oil 

granulomas

We next compared B-cell recruitment in granulomas 

from aΔ3′RR/bwt and awt/bwt mice. For granuloma experiments 

we used mechanical dissociation instead of collagenase 

dissociation. Collagenase-based intestinal digestion 

procedure is frequently used to isolate tissue-resident 

B-cells. However this procedure was recently reported 

to alter B-cell surface marker expression and thus can 

impede the correct phenotypic analysis of these B-cells 

[28]. All granulomas were investigated the same day 

to ensure similar recovery eficiency. As a positive 

control, similar percentages of B-cells expressing either 

a a or b allotype (IgMa/IgMb ratio: 1.00) were found in 

granulomas of awt/bwt mice (Figure 3A and 3B). Analysis 

of B-cells in oil granulomas with IgM-allotype speciic 

antibodies indicated a lowered (p=0.0006) percentage of 

B-cells expressing an a allotype (IgMa/IgMb ratio: 0.47) 

in aΔ3′RR/bwt mice (Figure 3A and 3B). The 53% of IgMa

reduction paralleled the 41% and 67% of IgMa reduction 

in peritoneal cavity and spleen of IgH aΔ3′RR/bwt mice, 

respectively. Finally the mean membrane IgMa and IgMb

densities were similar in heterozygous aΔ3′RR/bwt and awt/

bwt mice (Figure 3C and 3D). Thus, differences in IgMa

and IgMb allotypes in oil granulomas in heterozygous 

aΔ/bwt mice are linked to differences in the percentage of 

Figure 2: IgMa and IgMb in spleen and peritoneal cavity of heterozygous IgH aΔ3′RR/bwt and awt/bwt mice. A. Flow cytometry 

analysis of the percentages of IgMa and IgMb in spleen of aΔ3′RR/bwt and awt/bwt mice. Cells were gated on B220+ cells. One representative 

experiment out of six aΔ3′RR/bwt mice and nine awt/bwt mice is shown. B. IgMa/IgMb ratio in splenocytes of aΔ3′RR/bwt and awt/bwt mice. Mean ± 

SEM of six aΔ3′RR/bwt mice and nine awt/bwt mice. Signiicance was assessed using the Mann-Whitney U-test. C. Flow cytometry analysis of 

the percentages of IgMa and IgMb in the peritoneal cavity of aΔ3′RR/bwt and awt/bwt mice. Cells were gated on B220+ cells. One representative 

experiment out of seven for both genotypes is shown. D. IgMa/IgMb ratio in the peritoneal cavity of aΔ3′RR/bwt and awt/bwt mice. Mean ± SEM 

of seven experiments. Signiicance was assessed using the Mann-Whitney U-test.
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IgMa and IgMb B-cells in mice but not to a defect in B-cell 

recruitment of 3′RR-deicient B-cells.

Oil granulomas in 3′RR-deicient mice and wt 

mice

We next compared granuloma formation in 3′RR-

deicient mice (IgH locus aΔ3′RR/aΔ3′RR) and wt mice (IgH 

locus awt/awt). A representative photograph of the gut 

associated whole mesenteric tissue 3 weeks after i.p. 

injection of 1ml pristine is reported in Figure 4A. To 

contrast with the background we labelled phagocytes 

with India ink by injecting it intraperitoneally into mice 

at week 1 after pristine (Figure 4A). Arrows indicate 

locations of MG and SG. For all experiments we counted 

granulomas on the whole mesenteric tissue. Numbers of 

total granulomas (Figure 4B), MG (Figure 4C) and SG 

(Figure 4D) were not signiicantly different between 3′RR-

deicient mice and wt mice. No signiicant differences were 

found for the total cell number in the gut associated whole 

mesenteric tissue (MG + SG) between 3′RR-deicient mice 

and wt mice (Figure 4E). The percentages of granulocytes, 

monocytes and lymphocytes (morphological analysis and 

counts in the CELL-DYN Emerald) were not signiicantly 

affected in the gut associated whole mesenteric tissue (MG 

+ SG) of 3′RR-deicient mice (Figure 4F). Finally low 

cytometry analysis indicated similar (p=1, Mann-Whitney 

U-test) percentages of IgMa+ B-cells in granulomas of 

3′RR-deicient mice (32.6 ± 5.8 %, mean ± SEM of 3 

animals) and wt mice (40.7 ± 13.2 %, mean ± SEM of 3 

animals). Taken altogether these results suggest no impact 

of the 3′RR deiciency for oil granuloma formation.

Inlammatory cytokine network in oil granuloma 

in 3′RR-deicient mice and wt mice

Cytokines have been reported to regulate the 

structure and formation of oil granulomas in mice 

[25, 29]. Several pro- (INF-γ, TNF-α, CXCL2, IL-

12, IL-6) and anti-inlammatory (IL-4, IL-10, TGF-β) 

cytokine transcripts were investigated, by real-time 

PCR, in granulomas cells of 3′RR-deicient and wt mice. 

Adherent (monocytes/macrophages) and non-adherent 

(lymphocytes/granulocytes) cells were investigated to 

search putative differences between 3′RR-deicient and 

wt mice. As shown in Table 1, no signiicant differences 

were found for INF-γ, TNF-α, CXCL2, IL-12, IL-6, IL-4, 

IL-10, TGF-β mRNA transcripts between 3′RR-deicient 

mice and wt mice. These results reinforce the hypothesis 

of a similar mechanistic/kinetic of granuloma formation in 

mice with 3′RR-deicient B-cells and wt B-cells.

DISCUSSION

The IgH 3′ regulatory region (3′RR) stimulates 

numerous important B-cell check-points during B-cell 

maturation [3–8]. We have investigated the impact of the 

3′RR deletion on the in vivo pristine-induced granuloma 

formation. By using heterozygous aΔ3′RR/bwt mice we 

demonstrated that B-cells expressing a 3′RR-deicient 

Figure 3: IgMa and IgMb in oil granulomas of heterozygous IgH aΔ3′RR/bwt and awt/bwt mice. A. Flow cytometry analysis 

of the percentages of IgMa and IgMb in granulomas of aΔ3′RR/bwt and awt/bwt mice. Cells were gated on B220+ cells. One representative 

experiment out of eight aΔ3′RR/bwt mice and nine awt/bwt mice is shown. B. IgMa/IgMb ratio in granulomas of aΔ3′RR/bwt and awt/bwt mice. Mean 

± SEM of eight aΔ3′RR/bwt mice and nine awt/bwt mice. Signiicance was assessed using the Mann-Whitney U-test. C. Mean ± SEM membrane 

IgMa density in granulomas of seven aΔ3′RR/bwt mice and eight awt/bwt mice. NS: not signiicant (Mann-Whitney U-test). D. Mean ± SEM 

membrane IgMb density in granulomas of seven aΔ3′RR/bwt mice and eight awt/bwt mice. NS: not signiicant (Mann-Whitney U-test).
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allele are eficiently recruited in the granuloma structure. 

The 3′RR controls μ chain expression and 3′RR-deicient 

B-cells expressed reduced levels of membrane BCR [8]. 

BCR signalling is not only essential for normal B-cell 

development but also for B-cell-mediated inlammation 

via cytokine production and regulation of T-cell response 

[30]. The reduced BCR expression at the membrane of 

3′RR-deicient B-cells is, thus, not crippling to generate an 

appropriated inlammatory response in the oil granuloma 

model. By using homozygous 3′RR-deicient mice we 

demonstrated a similar granuloma response compared to 

wt mice. Oil granuloma formation was severely abrogated 

in B-cell-deicient mice while T-cells were dispensable for 

pristine-induced oil granuloma formation [23]. Functional 

B-cells are thus required for the initiation and development 

of oil granulomas. Our results with 3′RR-deicient mice 

indicate that a fully eficient CSR, SHM, BCR expression 

and μ transcription are not mandatory for the initiation/

development of oil granulomas. Inlammation induces 

local expression of chemokines that attract leukocytes 

into the site of inlammation. The local balance between 

pro-inlammatory and anti-inlammatory cytokines is 

also of importance for the initiation/development of 

oil granulomas [23, 25, 31]. Pristine activates resident 

Figure 4: Oil granulomas in homozygous 3′RR-deicient mice. A. Response to the mesentery to pristine in 3′RR-deicient mice. 

After i.p. injection of 1ml of pristine, mice were sacriiced at week 3. The gut associated whole mesenteric tissue was photographed (right 

part). In another set of experiment 2 week before sacriice mice were injected i.p. with 0.5 ml of a 1/10 dilution of India ink in PBS. Since 

pristine droplets are surrounded by phagocytes, carbon particules were internalised into phagocytes better highlighting mesenteric and 

serosal granulomas. Black arrows locate mesenteric granulomas (MG) and serosal granulomas (SG). One representative experiment out 

of 10 is shown. B-D. Number of total granulomas (B), mesenteric granulomas (C) and serosal granulomas (D) in 3′RR-deicient and wt 

mice. Mean ± SEM of four 3′RR-deicient mice and six wt mice. NS: not signiicant (Mann-Whitney U-test). E: Total cell number in the 

gut associated whole mesenteric tissue. Mean ± SEM of four 3′RR-deicient mice and six wt mice. NS: not signiicant (Mann-Whitney 

U-test). F: Percentage of lymphocytes, monocytes and granulocytes in the gut associated whole mesenteric tissue. Mean ± SEM of four 

3′RR-deicient mice and six wt mice.
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peritoneal cells such as B-cells and monocytes/

macrophage leading to the secretion of various cytokines. 

Analysis of several pro-inlammatory (INF-γ, TNF-α, 

CXCL2, IL-12, IL-6) and anti-inlammatory (IL-4, IL-10, 

TGF-β) cytokines by granuloma cells did not evidenced 

any differences between 3′RR-deicient mice and wt 

mice. These results reinforce the hypothesis of a similar 

mechanistic/kinetic of granuloma formation in mice with 

3′RR-deicient B-cells and wt B-cells.

In conclusion the 3′RR targeting has no signiicant 

effect on the acute inlammatory B-cell-mediated oil 

granuloma model. The 3′RR is a major lymphoma oncogene 

deregulator [10–19]. The 3′RR might be considered as 

a potential target for anti-lymphoma pharmacological 

therapy without signiicant impact on the normal immune 

and inlammatory networks [32]. 3′RR activation and 

transcriptional activity are altered by a diverse range of 

chemicals, including ones with anti-carcinogenic properties 

[33]. Histone deacetylase inhibitors (HDACi) might be of 

interest since 3′RR-induced activation is mediated through 

activation of speciic epigenetic marks [7] and since the 

hs1,2 enhancer (located in the central palindromic 3′RR 

structure) is sensitive to HDACi [34]. A limitation of the 

pristine mouse model is that inlammation is restricted to 

the peritoneal cavity. Other mice models of inlammatory 

reactions must be tested before deinitive validation of this 

hypothesis such as the pathogenic role of B-cells in the 

development of diffuse alveolar hemorrhage induced by 

pristine [35] and the inlammatory pathology induced by 

surgical implants [36].

MATERIALS AND METHODS

Animals

Our research has been approved by our local ethics 

committee review board (Comité Régional d’Ethique 

sur l’Expérimentation Animale du Limousin, Limoges, 

France) and carried according the European guidelines for 

animal experimentation. The 3′RR deletion has been done 

in a 129 ES cell line and developed in a 129 background 

[5]. The presence of the 3′RR-deleted allele was veriied 

by PCR. 3′RR-deicient mice (IgH aΔ3′RR/aΔ3′RR) and wt 129 

mice (IgH awt/awt) were investigated. Heterozygous IgH 

aΔ3′RR/bwt mice were generated by crossing homozygous 

3′RR-deicient mice (IgH aΔ3′RR/aΔ3′RR) with C57BL/6 mice 

(IgH bwt/bwt) mice. Mixed Sv/129 x C57BL/6 mice (IgH 

awt/bwt) were used as control mice.

PCR

PCR experiments for detection of the wt

3′RR allele were carried out with speciic forward 

5′-CCAAAAATGGCCAGGCCTAGG-3′ and reverse 5′-GA 

CCCTGTCCTATGGCT GAC-3′ primers. PCR experiments

for detection of the deicient 3′RR allele were carried out 

with speciic forward 5′-TCCCTGGACAATCTGCACAT-3′ 
and reverse 5′-GACCCTGTCCTATGGCTGAC-3′ primers. 

DNA was denatured 180 sec at 95°C, and then submitted 

to 35 cycles consisting in 94°C / 30 sec, 60°C / 30 sec and 

72°C / 60 sec. Ampliication products were analysed on a 

Table 1: INF-γ, TNF-α, CXCL2, IL-12, IL-6, IL-4, IL-10 and TGF-β mRNA transcripts in adherent and non-

adherent granuloma cells from 3′RR-deicient mice and wt mice 

Non-adherent cells Adherent cells

Cytokines Wt mice 3′RR-deicient 

mice

Signiicance Wt mice 3′RR-deicient 

mice

Signiicance

IL-10 102.2 ± 24.0 170.7 ± 184.6 1.0 18.3 ± 18.2 57 ± 59.5 0.7

IL-4 22.3 ± 10.4 5.5 ± 3.0 0.1 187.6 ± 92.6 58.1 ± 68.8 0.2

TGF-β 10.0 ± 5.7 7.3 ± 4.8 0.8
18182.8 ± 

13113.5

17473.4 ± 

12895.2
1.0

IL-6 104.6 ± 127.0 265.6 ± 451.4 1.0
12043.4 ± 

15219.9

37439.7 ± 

57409.8
1.0

TNF-α 21.4 ± 2.8 26.9 ± 32.9 0.4 432.6 ± 493.9 615.2 ± 585.8 0.6

IL-12 736.5 ± 244.3
1448.1 ± 

1346.8
0.6

1044.1 ± 

1111.5

2038.1 ± 

2411.3
1.0

INF-γ 41.0 ± 12.8 50.7 ± 34.0 0.6 64 ± 13.4 60.06 ± 72.6 1.0

CXCL2 31.1 ± 15.3 43.3 ± 64.6 0.4 612.3 ± 704.4 543.3 ± 612.4 1.0

Gene expression levels were normalized to GAPDH mRNA. Amounts of transcripts were compared to sample with the 

lowest level of transcripts. Results are reported as Mean ± SEM from 4 independent experiments per group. Signiicance 

was assessed with the Mann-Whitney U-test. No signiicant differences were documented between groups.
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1.2% agarose gel. Expected sizes of ampliied products were 

250 bp and 587 bp for mutated and wt alleles, respectively.

Granulomas induction

To induce inlammatory process, 12-14-weeks-old 

mice received a single i.p. injection of 1 ml of 2,6,10,14 

tetrametyl-pentadecane (pristine) (95%, Sigma). After 3 

weeks mice were euthanized.

Flow cytometry analysis

Gut associated whole mesenteric tissue was obtained 

from each animal. A single-cell suspension was obtained 

after iltration through a ine nylon mesh. Cells were 

incubated with monoclonal antibodies for 30 min at 4°C. 

The following antibodies were used: IgMa-FITC, IgMb-

PE and B220-BV510. Labelled cells were analyzed on a 

Fortessa LSR2 (Beckman Coulter).

Isolation of adherent and non adherent 

granuloma cells

Animals were sacriiced, gut associated whole 

mesenteric tissue collected and single cell suspension 

obtained as described above. Samples (2×106 cells) were 

cultured in a 6 well plate at 37°C with 5% CO
2
 for 2 hours. 

Total RNA was isolated using Tri-Reagent (Sigma) from 

both adherent and non adherent cells. Samples were stored 

at −20°C until used.

Cell counts

Single cell suspension of granulomas were counted 

and characterised in the CELL-DYN Emerald (Abbot), a 

compact bench-top hematology analyzer that can be used 

for a three-part white cell differential analysis of human 

and mouse samples [37].

Real-time PCR analysis

RNA was extracted according to the manufacturer’s 

instruction. Complementary DNA (cDNA) was 

synthesized with 1 μg of total RNA using the high 

capacity cDNA reverse transcription kit from Applied 

biosystems. Real-time PCR analysis was performed 

using TaqMan reagents: TNF-α (Mm00443258-m1), 

IL-6 (Mm00446190-m1), IL-12-P40 (Mm00434189-m1), 

CXCL2 (Mm00436450-m1), IL-10 (Mm01288386-m1), 

IL-4 (Mm00445259-m1), INF-γ (Mm00801778-m1), 

TGF-β (Mm01178820-m1) and GAPDH 

(Mm99999915-g1). Experiments were performed using 

the Step One Plus (Applied biosystems). Amounts of 

various transcripts were compared to sample with the 

lowest level of transcripts. The relative quantiication of 

gene expression was performed using the comparative 

C
T
 method (ΔΔC

T
). Experiments were made in duplicate. 

Mean C
T
 values were used in the ΔΔC

T
 calculation by 

using the “relative quantitation calculation and analysis 

software for Applied Biosystems real-time PCR systems”.
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1. Coopérations entre les enhancers Eµ et 3’RR : 

Plusieurs études avaient mis en évidence différents rôles et cinétiques d’activation pour 

les enhancers du locus IgH au cours du développement B. Eµ régule les recombinaisons VHDJH 

dans les cellules pro-B (Marquet et al., 2014; Perlot et al., 2005), mais n’est pas crucial pour la 

SHM et la CSR aux stades matures (Li et al., 2010). 3’RR, quant à lui, est essentiel pour les 

SHM et CSR chez ces derniers (Rouaud et al., 2014; Saintamand et al., 2015b; Vincent-Fabert 

et al., 2010b), mais dispensable pour les recombinaisons VHDJH (Rouaud et al., 2012b). De 

vieilles études avaient montré qu’un transgène Eµ-GFP s’exprimait aux stades pro-B/pré-B 

(Guglielmi et al., 2005) alors qu’un transgène GFP-3’RR le faisait des stades B-immature à 

mature (Guglielmi et al., 2003b). Cependant des expériences de 3C montrent que le locus IgH 

adopte une énigmatique conformation en boucle dans les cellules B au repos ou lors de la CSR, 

avec Eµ et la 3’RR à proximité l’un à l’autre, suggérant ainsi des interactions transcriptionnelles 

potentielles. 

 Les cellules pro-B et B matures des souris déficientes pour Eµ ou la 3’RR ont été 

utilisées pour étudier ce potentiel « cross-talk ». L’ensemble de nos résultats suggèrent un 

« cross-talk » unidirectionnel au stade B mature. La 3’RR s’y présente comme un module 

complétement autonome. Par contre, Eµ y est dispensable. Sa délétion est sans effet sur la 

transcription germinale sens/antisens requise au cours de la CSR, sur l’expression des eRNA 

de la 3’RR et sur l’enrichissement en marques épigénétiques associées à l’activation. S’il n’a 

aucun rôle sur l’activation de la 3’RR lors de la CSR, Eµ semble en être partiellement 

dépendant. La délétion de la 3’RR a un impact sur les marques épigénétiques associées à 

l’activation d’Eµ (H3K9ac) et sa transcription. 

Au cours de la CSR, le locus adopte une conformation en boucle. Son intérêt semble de 

mettre à proximité mutuelle l’ensemble des enhancers, régions « switch » et promoteurs. Nos 

données suggèrent un autre rôle fonctionnel : celui de placer Eµ sous l’autorité de la 3’RR. La 

structure Eµ/Sµ/Sx/3’RR pourrait avoir plusieurs objectifs successifs. Notamment, elle 

apporterait la région « switch » acceptrice à proximité de la 3’RR pour permettre son activation 

d’une manière efficace en agissant sur sa transcription ainsi que sur son ciblage par AID 

(Saintamand et al., 2015b). Elle supporterait les interactions physiques/fonctionnelles entre les 

différents enhancers constituant la 3’RR ainsi que leurs synergies (Pinaud et al., 2011). Elle 

faciliterait enfin la synapse Sµ/Sx grâce à l’augmentation de la probabilité d’une jonction 

légitime entre ces dernières tout en réduisant le risque de translocation oncogénique (Ghazzaui 

et al., 2017; Klein et al., 2011; Zhang et al., 2012b). Les phénotypes précédemment rapportés 
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dans des souris déficientes pour Eµ et la 3’RR, maintenant complétés par nos études montrent 

que les deux enhancers du locus IgH se comportent d’une manière autonome en ce qui concerne 

les marques chromatiniennes, l’expression des eRNA et l’accessibilité. Eµ contrôle toute seule 

les réarrangements précoces des cellules B immatures et la 3’RR est à la fois nécessaire et 

suffisante pour les événements aux stades tardifs du développement B. Cependant, dans les 

lymphocytes B matures, Eµ est sous le contrôle de la 3'RR en subissant une transcription 3’RR 

dépendante et un remodelage chromatinien comme presque tous les promoteurs basiques du 

locus. 

Pour parfaire notre connaissance des éléments cis-régulateurs du locus IgH, nous avons 

étudié ce « cross-talk » au stade pro-B par une approche RNAseq. Aucune expression d’eRNA 

de la 3’RR n’est mise en évidence dans les souris déficientes pour l’enzyme Rag. Ce résultat 

confirme une récente étude faite à partir de PCR quantitatives spécifiques (Braikia et al., 2015). 

Nos données sont en accord avec celles montrant que la 3’RR n’a aucun effet évident sur les 

recombinaisons VHDJH (Ghazzaui et al., 2018; Medvedovic et al., 2013; Rouaud et al., 2012b). 

La délétion d’Eµ réduit la transcription sens/antisens atour de son emplacement aussi que celle 

de Cµ. Mais, d’une manière surprenante, la déficience en 3’RR augmente la transcription 

(surtout antisens) des segments D et JH, de Eµ et de Cµ. On observe ainsi une augmentation des 

transcrits Iµ partant de Eµ et µ0 partant de PDQ52. Cette activité de silencer de transcription 

de la 3’RR confirme celle rapportée précédemment par Braikia et coll (Braikia et al., 2015). 

Nos travaux ont montré que les deux enhancers Eµ et 3’RR sont indépendants malgré 

la formation de boucles chromatiniennes. Leurs fonctions ne sont pas intimement liées et leurs 

activations optimales ne nécessitent pas de contact physique. Ils soulignent le fait que la 3’RR 

agit comme activateur transcriptionnel aux stades B matures et silencer transcriptionnel aux 

stades immatures. Trouver comment est médiée cette activité de silencer reste un challenge à 

relever. On peut émettre l’hypothèse de la séquestration, par la 3’RR, de divers types de facteurs 

nucléaires impliqués dans la transcription des segments VH, D et JH. Celle-ci doit être 

strictement régulée pour éviter, par exemple, son déroulement dans les cellules non B mais 

aussi permettre le développement séquentiel de synthèse des différentes chaînes d’Ig (lourdes 

puis légères). 

L’existence d’une activité résiduelle mais non négligeable des événements de 

recombinaison dans des modèles déficients pour Eµ suggère l’implication d’autre(s) 

élément(s). Le PDQ52, un des candidats potentiels, est exclu puisque le phénotype engendré 

par la simple délétion d’Eµ n’est pas aggravé par son KO conjoint avec ce dernier (Afshar et 

al., 2006). La 3’RR semble être un candidat potentiel pour une possible coopération avec Eµ 
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Figure 30 – Représentation schématique des modèles murins. 
A- Modèle double KO. 
B- Modèle ΔIRIS. 
C- Modèle Δhs3a. 
D- Modèle Δhs3b. 
E- Modèle Δhs4. 
F- Modèle Δhs3b/hs4. 
G- Modèle 3’RR minilocus. 
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au cours des recombinaisons VDJ. En effet, des études ont montré que la délétion conjointe de 

Eiκ et des activateurs transcriptionnels 3’Igκ bloque complétement les recombinaisons VκJκ 

(Inlay et al., 2002), alors que le simple KO de Eiκ les réduit (Xu et al., 1996). Guo et coll ont 

montré une interaction physique entre Eµ et la 3’RR par la technique de 3C lors des 

réarrangements VDJ (Changying Guo et al., 2011). Par analogie au locus Igκ, il serait 

intéressant de tester cette hypothèse au locus IgH avec des modèles double KO pour Eµ et la 

3’RR sur le même allèle (Figure 30A). Nous générons actuellement ces souris KO pour clarifier 

définitivement cette éventuelle coopération. 

L’étude du « cross-talk » Eµ-3’RR au stade pro-B a révélé un autre résultat curieux : le 

silencing en trans de la 3’RR sur la transcription au locus Igκ, mais pas Igλ. Plusieurs études 

ont mis en évidence des interactions physiques entre les chromosomes portant les loci IgH et 

Igκ. Ils se rapprochent au stade pré-B. Les activateurs du locus κ ont un effet silencer pour 

l’exclusion allélique d’un des deux chromosomes IgH. Nos résultats sont les premiers à mettre 

en évidence un effet silencer en trans de la 3’RR. Cet effet n’est pas observable aux stades 

matures de la lymphopoïèse B ni au locus Igλ. Des différences entre les loci des chaines légères 

λ et κ existent. Le locus Igλ n’est utilisé que si les recombinaisons sont infructueuses au locus 

Igκ. Notre hypothèse est que le silencing de la 3’RR sur le locus κ, au stade pro-B, bloque 

temporairement son activation jusqu’au stade pré-B. Ceci permet ainsi d’éviter l’expression 

d’une chaîne légère avant celle d’une chaîne lourde fonctionnelle, participant ainsi au 

déroulement séquentiel des différents événements de recombinaison aux stades précoces du 

développement.  

L’ensemble de nos études confirment ainsi l’hypothèse du rôle séquentiel des enhancers 

Eµ et 3’RR sur la transcription de l’oncogène transloqué : Eµ aux stades de développement B 

précoces et la 3’RR au cours des stades tardifs.  

2. Activateurs transcriptionnels et lymphomagenèse :  

La plupart des lymphoproliférations B sont caractérisées par l’existence d’une 

translocation déplaçant un oncogène au locus IgH provoquant sa juxtaposition à un élément 

régulateur. C’est par exemple la translocation du gène Myc au locus IgH lors du BL. La 

dérégulation de Myc, par Eµ ou la 3’RR, a été montrée dans des modèles transgéniques murins 

(transgène avec Myc sous la dépendance de Eµ ou de la 3’RR), comme conduisant à 

l’émergence de lymphomes (Ghazzaui et al, 2017). Les souris porteuses de translocations IgH-

Myc ont mis en évidence le rôle important de la 3'RR dans le développement des lymphomes 

B matures (Cheung et al., 2004; Han et al., 2010; Park et al., 2005a, 2005b; Rosean et al., 
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2016). Vue la grande homologie entre les 3’RR murines et humaines, les résultats obtenus sur 

ces modèles animaux peuvent être considérés comme relevants pour la lymphomagenèse chez 

l’homme.  

Le KI de Myc, au locus IgH, derrière un segment VDJ recombiné en 5’ de Eµ (souris 

Myc-Eµ), modélisant le BL endémique humain, induit l’apparition de lymphomes B (Park et 

al., 2005a). Chez ces souris, Myc est sous le contrôle transcriptionnel des deux enhancers 3'RR 

et Eµ. Les cinétiques d'activation d'Eµ et de la 3'RR sont clairement différentes, Eµ agissant 

aux stades précoces du développement B et la 3'RR aux phases matures. La preuve définitive 

de l’implication de la 3’RR dans la lymphomagenèse B est apportée par les souris Myc-Cµ, 

modélisant le BL sporadique humain, portant un KI de Myc en 5' de Cµ avec la délétion de 

l’enhancer Eµ. La 3'RR seule (sans Eµ) suffit à déréguler l'expression de l’oncogène Myc 

(Rosean et al., 2016). Le KI de Myc au locus IgH dans Cα (c.à.d sous la dépendance 

transcriptionnel de la 3’RR mais pas de Eµ) conduit également à l’émergence de lymphomes B 

matures. Cette lignée mime un stigmate oncogénique observé dans certains myélomes (souris 

Myc-Cα) (cf. résultats p.74). Elle nous permettra de voir si le site d’intégration de Myc au locus 

IgH est important pour la lymphomagenèse. Notre objectif a été de comparer ces trois modèles 

murins. 

 Avant le déclenchement des lymphomes, l’analyse des transcrits Myc par PCR 

quantitative et de la protéine Myc par Western blot (dans les LB de la rate) a montré une 

augmentation de son expression dans ces 3 lignées, (sans différence observable entre elles). 

L’expression de Myc a été montré comme augmentant le potentiel prolifératif de la cellule 

(Arabi et al., 2005; pour revue: Dang et al., 2006; Gomez-Roman et al., 2003; Grandori et al., 

2005; Grewal et al., 2005; Schmidt, 2004). C’est ce qui est observé dans nos trois lignées en 

réponse à de faibles doses stimulantes (LPS et anti-CD40). Egalement, Myc a été décrit comme 

jouant un rôle pro-apoptotique (Askew et al., 1991; Evan et al., 1992; Shi et al., 1992). C’est ce 

qui est visualisé dans l’augmentation de l’apoptose B en réponse à l’H2O2. Une analyse 

transcriptomique complète des cellules B (stimulées ou non pendant 2 jours avec du LPS) n’a 

montré aucune différence qualitative et quantitative. Nos résultats renforcent l’hypothèse que 

la translocation de Myc au locus IgH n’est, à elle seule, pas suffisante pour induire des 

modifications conduisant à la lymphomagenèse. 

L’analyse des cinétiques d’apparition et des phénotypes des lymphomes issus de nos 

trois lignées murines, sur une période de 18 mois, nous a permis d’étudier l’éventuelle 

coopération transcriptionnelle entre Eµ et la 3’RR dans leurs survenus. Le retard dans leur 
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cinétique d’apparition en absence d’Eµ montre sa contribution aux stades immatures de la 

lymphopoïèse en augmentant le risque d’acquisition de mutations oncogéniques dans les LB. 

Les effets d’Eµ et de la 3’RR semblent être additifs et non synergiques. Ces résultats sont en 

accord avec nos trois premières études (Articles 1, 2 et 3). Ils semblent confirmer l’hypothèse 

du rôle séquentiel des enhancers Eµ et 3’RR sur la transcription de l’oncogène transloqué : Eµ 

aux stades de développement précoce et la 3’RR au cours des stades tardifs.  

Le site d’insertion de Myc au locus IgH perturbe également la cinétique d’émergence 

des lymphomes. Insérer Myc devant Eµ ou dans Cα change leur vitesse d’émergence. 

L’hypothèse est que comme Eµ n’agit que durant les recombinaisons VDJ, la localisation de 

Myc à l’autre bout du locus IgH, dans Cα à côté de la 3’RR, fait qu’Eµ n’aurait aucun effet sur 

sa transcription aux stades précoces, ni aux stades tardifs puisqu’il ne participe pas à la 

transcription du locus IgH. Ceci pourra être confirmé par de futures études de PCR quantitative 

pour étudier la transcription de Myc dans les cellules pro-B de nos souris. Nos résultats n’ont 

montré aucune différence notable sur le phénotype des lymphomes entre nos 3 lignées. 

L’absence d’Eµ n’aboutit pas à l’émergence de moins de lymphomes B immatures. La 3’RR, à 

elle seule, étant l’élément majeur de régulation de la transcription au locus IgH, est capable de 

déclencher des lymphomes. L’insertion de Myc dans Cα, sous la dépendance unique de la 3’RR 

aux stades tardifs de la maturation B, ne conduit pas à l’émergence de plus de lymphomes B 

matures. Ces résultats confirment l’hypothèse que seule la 3’RR est utile pour l’hyper-

transcription du Myc inséré au locus IgH lors des stades matures de la lymphopoïèse B.  

L’index de prolifération des lymphomes B est significativement diminué en absence 

d’Eµ ou quand Myc est inséré dans Cα. L’accélération de la lymphomagenèse chez les souris 

Myc-Eµ par rapport aux souris Myc-Cµ suggère, in vivo, des coopérations transcriptionnelles 

entre les 2 enhancers Eµ et 3’RR. La co-localisation nucléaire Myc/Eµ/3’RR pour détecter la 

présence de boucles d’activation dans nos lymphomes sera étudiée par FISH-3D ainsi que leur 

localisation dans l’hétérochromatine vs l’euchromatine par « super-résolution imaging ». 

L’analyse transcriptomique de lymphomes de même phénotype entre les trois lignées, ainsi que 

ceux phénotypiquement différents au sein d’une même lignée, sera effectuée pour détecter de 

possibles différences dans les voies de prolifération/apoptose pour leur émergence. Les profils 

de transcription au locus IgH normal seront comparés à ceux de nos lymphomes B pour tenter 

de détecter d’éventuelles nouvelles interactions transcriptionnelles suite à l’insertion de Myc 

au locus IgH.  
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 L’inhibition ciblée de la 3’RR pourrait constituer une stratégie thérapeutique potentielle 

pour le traitement des lymphomes B matures. Savoir comment s’active la 3’RR en est le 

prérequis. Nos résultats préliminaires confirment d’anciennes données où HDAC1 se fixe sur 

l’enhancer hs1,2 de la 3’RR (Lu et al., 2005). Qu’en est-il d’autres HDAC ubiquitaires 

(HDAC2, HDAC3) ? Des acétyl-transférases ? Il serait intéressant de définir si la structure 3D 

de la 3’RR influe sur cette fixation en utilisant des modèles murins l’ayant déstructurée 

(élimination de la structure palindromique, d’un ou de plusieurs enhancers) (Figure 30 B, C, 

D, E, F, G). Nos résultats préliminaires montrent que le traitement de cellules B saines par un 

HDACi, le SAHA, a un effet inhibiteur négligeable sur la prolifération cellulaire, mais 

significatif sur le « switch » et la synthèse d’Ig. Il sera intéressant de le tester, in vivo et in vitro, 

dans nos modèles murins tumoraux, ainsi que dans des lignées humaines de BL ou de 

lymphomes du manteau et folliculaires. 

Des études ultérieures seront nécessaires pour clarifier la rationelle du traitement des 

lymphomes B par des HDACi en identifiant les modifications épigénétiques survenant au locus 

IgH suite à l’insertion de Myc ou lors de l’acquisition d’une résistance aux médicaments.  

 Enfin, un modèle d’insertion de Myc dans un locus IgH, déficient pour la 3’RR sera 

nécessaire pour finaliser notre étude. Dans ce modèle, il sera intéressant de refaire la même 

démarche : observer la cinétique d’émergence des lymphomes (s’il y en a) ainsi que leur 

phénotype qui devrait être principalement immature vue l’absence de la 3’RR. 

3. Targeting de la 3’RR et réaction inflammatoire induite : 

La 3’RR est un élément de régulation très important au cours de la maturation B 

(Rouaud et al., 2013, 2014; Saintamand et al., 2015b, 2015a, 2016; Vincent-Fabert et al., 

2010b). Comme dérégulateur oncogénique (Amin et al., 2014; Fiancette et al., 2011; Park et 

al., 2005a, 2005b; Rouaud et al., 2012a; Saad et al., 2015; Truffinet et al., 2007; Vincent-Fabert 

et al., 2010a, 2012; Wang and Boxer, 2005), son ciblage pourrait se révéler une approche 

thérapeutique potentiellement intéressante. Ceci ne peut se concevoir que si cela n’altère pas 

les coopérations immunitaires normales T, B, monocytaires, macrophagiques nécessaires pour 

le maintien de l’homéostasie et le développement de réponses immuno-inflammatoires 

normales. Nous avons donc étudié l’impact de la délétion de la 3’RR sur la formation, in vivo, 

de granulomes induite par le pristane. Celle-ci est sévèrement abrogée chez les souris 

déficientes en cellules B mais pas en cellules T (Chen et al., 2010). Une cellule B fonctionnelle 

est donc un prérequis pour le développement de cette réaction inflammatoire expérimentale.  
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En utilisant des modèles murins hétérozygotes, déficients ou non pour la 3’RR, nous 

avons démontré que les cellules B exprimant un allèle sans 3’RR sont efficacement recrutées 

dans la structure du granulome. Pour ces cellules, l’expression des BCR membranaires est 

réduite, confirmant le contrôle de l’expression de la chaîne µ par la 3’RR (Saintamand et al., 

2015a). La signalisation BCR n'est pas uniquement essentielle pour le développement normal 

des cellules B, mais également pour l'inflammation médiée par ces cellules via la production de 

cytokines et la régulation de la réponse T (Puri et al., 2013). Nos résultats ont montré que cette 

baisse d’expression du BCR n’est pas gênante pour la génération d’une réponse inflammatoire 

appropriée. Dans des modèles murins déficients pour la 3’RR, nous avons montré une réponse 

similaire au pristane en nombres de granulomes mésentériques ou séreux, nombres de cellules, 

compositions en cellules (T, B et monocytes) et contenus en transcrits pour diverses cytokines 

pro- et anti-inflammatoires. Ceci indique qu’une CSR, une SHM, une expression du BCR et 

une transcription au locus IgH pleinement efficaces ne sont pas obligatoires pour l'initiation et 

le développement de granulomes huileux.   

Le ciblage de la 3’RR est donc sans effet significatif sur la formation des granulomes 

huileux; une réponse inflammatoire aigüe médiée par les cellules B. Une limitation de notre 

étude est que ce modèle n’est pas le plus physiologique qui soit. Cependant, il permet de 

montrer que la 3′RR pourrait être considérée comme une cible pharmacologique potentielle 

dans le traitement anti-lymphome, sans avoir un impact significatif sur les réseaux immunitaires 

et inflammatoires classiques (Saintamand et al., 2015c). Récemment le concept de lymphocytes 

B régulateurs a été développé. En particulier l’équipe de Fillatreau a montré l’existence d’une 

sous-population B productrice d’IL10 qui se développe en réponse à une infection par 

Salmonella (Lino et al., 2018). Cette population, de phénotype plasmablastique, joue un rôle 

comme première ligne de défense en réponse à des signaux TLR. Il serait intéressant de 

démontrer (ou non) l’existence de cette population de B régulateurs chez nos souris déficientes 

pour la 3’RR. D'autres modèles de réactions inflammatoires plus physiologiques (infections 

bacteriennes ou parasitaires, réactions antigéniques…) où les cellules B jouent un rôle essentiel 

doivent être testés chez la souris avant la validation de notre hypothèse.  
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Mouse B1 B cells originate in the embryonic liver and are the
major B-cell population in the peritoneal and pleural cavities.1–5 By
contrast, mouse B2 B cells originate in the bone marrow and are
the major B-cell population in the bone marrow, spleen, and
blood. B1 and B2 B cells differ not only in their origin and
locations, but also in their antigen specificity, cell surface markers,
capacities for class-switch recombination (CSR) and somatic
hypermutation (SHM). IgH cis-regulatory regions and, particularly,
transcriptional super-enhancers are major locus regulators under
both normal and pathological conditions.6,7 Important differences
have been found regarding the ability of the IgH 3′ regulatory
region (3′RR) super-enhancer to control the B1 and B2 B-cell
fate.8,9 Thus, the 3′RR super-enhancer controls the IgA CSR in B2 B
cells,10,11 but not in B1 B cells.12 On the other hand, the 3′RR
super-enhancer controls the late VDJ repertoire diversity in B1 B
cells,9 but not in B2 B cells.13,14 Taken together, these data indicate
similarities and differences in the 3′RR control of B1 and B2 B-cell
maturation. Similar to CSR, SHM requires activation-induced
cytidine deaminase (AID) activity.15 While AID targets the switch
region during CSR, generating double-strand DNA breaks to
change the Ig heavy-chain isotype for new effector functions, the
enzyme targets VDJ regions during SHM to improve the Ig affinity
for antigens.15 Previous studies have highlighted the role of the 3′
RR super-enhancer as the master control element of SHM in B2 B
cells.16,17 We thus investigated whether the 3′RR super-enhancer
also controls SHM in B1 B cells.
Our research was approved by our local ethics committee

review board (Comité Régional d'Ethique sur l'Expérimentation
Animale du Limousin, Limoges, France) and carried out according
to the European guidelines for animal experimentation. The
disruption of the 3′RR was carried out in the Sv/129 embryonic
stem cell line.10 Mice were bred and maintained under specific
pathogen-free conditions. Sv/129 wt mice were used as control
mice. AID-deficient mice were used as a negative control (to
correct for baseline noise due to PCR errors and mutations in the
VDJ segment, induced during the generation of the VDJ
repertoire). B1 B cells were isolated from the peritoneal cavity of
mice immunized orally with sheep red blood cells for 2 weeks and
intraperitoneally with 10 μg of LPS (Invivogen, Toulouse,
France) for 3 days. B1 B cells were sorted using a BD FACSAria
III sorter (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ) (Flow cytometry and

cell sorting platform of the University of Limoges, France). The
following antibodies were used: anti-B220-BV510 (Biolegend, San
Diego, CA), anti-CD23-PC (Biolegens) 7, anti-IgM-FITC (eBioscience,
San Diego CA), anti-CD11b-eF780 (eBioscience), anti-IgD-
BV421 (Biolegend), and anti-CD19-PE (Biolegend). Mouse B1 B
cells are distinguished based on cell membrane surface markers
(CD19+B220lowIgMhighIgDlowCD23-CD11b+/low).9,12 RNA was
extracted from sorted B1 B cells, and 250 ng of RNA was used
for sequencing. Transcripts were amplified by 5′ Rapid Amplifica-
tion of cDNA-ends by polymerase chain reaction (5'RACE PCR)
using a reverse primer hybridizing within the µ CH1 exon as
described.18 Sequencing adapter sequences were thus added by
primer extension, and resulting amplicons were sequenced on a
MiSeq system (Illumina, Evry, France). Sequence analysis was
performed using the IMGT/High-V-Quest19 and R programs.
B1 B cells are the major B-cell population in the pleural and

peritoneal cavities, but are rarely detected in lymph nodes and the
spleen and almost undetectable in the bone marrow. We thus
sorted B1 B cells from the mouse peritoneal cavity (Fig. 1a). B1 B cells
were reported to accumulate SHMs in VH regions (albeit at a lower
frequency than B2 B cells do).20 Investigation in the 3′RR-deficient
mice showed that the levels of SHM in B1 B-cell VH regions were
significantly (p= 0.008, t-test with Welch’s correction) reduced, by
38% compared with those in B1 B cells from the wtmice (Fig. 1b, left
part). The numbers of investigated sequences and mutations are
presented in the right part of Fig. 1b. The proportions of mutations
at the A, T, G, and C nucleotides in the 3′RR-deficient and wt mice
are shown in Fig. 1c. AID-deficient mice are an appropriate control
for the baseline values of mutations in the VH region. As shown in
Fig. 1b, the number of mutations in the 3′RR-deficient mice was not
reduced relative to the baseline level found in the AID-deficient
mice (9094 analyzed sequences for these mice), highlighting the
presence of remaining SHM in B1 B-cell VH regions of the 3′RR-
deficient mice. Finally, no difference was found when investigating
fetal liver B1 B cells (Fig. 1d, left part) from the 3′RR-deficient and wt
mice, strengthening the hypothesis that deletion of the 3′RR super-
enhancer (known to act at the mature B-cell stage)21 reduces the
SHM process only in mature B1 B cells. The numbers of investigated
sequences and mutations are presented in the right part of Fig. 1d.
Interestingly, our results show an increased number of N nucleotides
added during VDJ recombination in B1 B cells of the 3′RR-deficient
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mice and even more in the AID-deficient mice (Fig. 1e). Although
not statistically significant, this increase appears to be inversely
correlated with the SHM frequency and can reflect the existence of a
mechanism of compensation for the lack of diversity due to the lack
of AID-induced mutations. We have previously shown that the 3′RR
deficiency does not affect the repertoire generation in immature B

cells;9,13 therefore, this difference between the wt mice and 3′RR-
deficient and AID-deficient mice more likely reveals a biased
antigen-dependent selection. This hypothesis is strengthened by the
strongly decreased amounts of N nucleotides in fetal liver B1 B cells
from both wt and 3′RR-deficient mice, which are generated before
any antigen-dependent selection.
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During evolution, Ig synthesis was followed by SHM and
CSR.22,23 While both SHM and CSR require specific and precise AID
targeting, mechanistic differences in the control of AID recruit-
ment and AID-induced DNA breaks have been demonstrated
between these two processes.24 The results of the present study
indicate that similar to B2 B cells,16 deletion of the 3′RR super-
enhancer reduces SHM in B1 B cells. The evolution of the immune
system involves an overlap between innate and adaptive
immunity. B1 B cells represent an early B-cell lineage, whereas
B2 B cells appear to have arisen later in evolution. The 3′RR
controls the IgH transcription and SHM in both B1 and B2 B
cells,8,9 but CSR (except that in IgD)25,25 is only controlled by the
super-enhancer in specialized B2 B cells,11,12,16 confirming its
involvement in adaptive immunity, and showing the segregation
in the mechanisms of CSR and SHM between B1 and B2 B cells
during evolution.
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b Left part: mutation frequencies (per 100 bp) in the VH regions of B1 B cells from the peritoneal cavity of 3′RR-deficient mice, AID-deficient
mice, and wt mice. B1 B cells were pooled from nine wt mice, nine 3′RR-deficient mice, and nine AID-deficient mice. One experiment for AID-
deficient mice and two independent experiments for wtmice and 3′RR-deficient mice each were performed. Right part: numbers of sequences
and mutations for 3′RR-deficient and wt mice. c Mutation frequencies at the A, T, C, and G nucleotides for 3′RR-deficient and wt mice. d Left
part: mutation frequencies in VH regions of fetal (12 h before birth) liver B1 B cells of 3′RR-deficient and wt mice. Cells were pooled from six
fetuses of 3′RR-deficient mice and six fetuses of wtmice. B220+ cells were cell-sorted for these experiments. Right part: numbers of sequences
and mutations for 3′RR-deficient and wt mice. e The mean number of N nucleotides added in each B1 B-cell clone sequence during VDJ
recombination. B1 B cells were pooled from nine wt mice, nine 3′RR-deficient mice, and nine AID-deficient mice. Fetal B1 B cells were pooled
from six fetuses of 3′RR-deficient mice and six fetuses of wt mice
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Mature B-cells express membrane IgM and IgD (of same
specificity) through alternative splicing of a pre-mRNA encom-
passing constant (C)μ and Cδ genes. After encountering antigen, B-
cells undergo class switch recombination (CSR) that substitutes
the Cμ gene with Cγ, Cε, or Cα, thereby generating IgG, IgE, and IgA
antibodies with the same antigenic specificity but new effector
functions. DNA-editing enzyme activation-induced deaminase
(AID) is essential for CSR by targeting switch (S) regions preceding
Cμ (namely, the Sμ donor region) and the Cγ, Cε, and Cα genes
(namely, the Sγ,ε,α acceptor regions).1, 2 CSR is controlled in cis by
IgH locus super-enhancers3 and in trans by a wide spectrum of
enzymes and proteins.1, 2 Among them, the role of the uracil DNA
glycosylase (UNG) remains controversial. UNG is a key enzyme of
base excision repair, which carries out faithful repair. Some
authors estimate that during CSR, the UNG enzymatic activity
removes the AID-induced dC to dU converted base of single-
strand DNA, generating abasic sites and leading to DNA strand
breaks.1 For other authors, the role of UNG is to stabilize the S–S
synapse and to recruit DNA repair factors that facilitate the end-
joining process.4, 5 Thus, the classical non-homogenous end
joining pathway would be increased over the alternative end
joining (A-EJ) pathway in UNG-deficient mice,4 suggesting an
intriguing role of UNG in promoting the A-EJ pathway. These
results were based on the analysis of several Sμ–Sγ1 sequences
obtained in UNG-deficient conditions due to technical limitations
(conventional Sanger sequencing) to investigate S–S junction
molecular signatures. We recently reported a new computational
tool (CSReport) for automatic analysis of CSR junctions sequenced
by high-throughput sequencing.6 We used this tool to analyze the
rare Sμ–σδ junctions formed during IgD CSR7, 8 and Sμ–Sγ3, Sμ–Sγ1,
and Sμ–Sα junctions in wild-type (wt) mice.9 We thus used
CSReport and high-throughput sequencing to analyze the
molecular signature of Sμ–Sγ3, Sμ–Sγ1, and Sμ–Sα junctions in
UNG-deficient mice in detail.
Our research has been approved by our local ethics committee

review board (Comité Régional d’Ethique sur l’Expérimentation
Animale du Limousin, Limoges, France) and carried out according
to the European guidelines for animal experimentation. Wt mice
and UNG-deficient mice (a gift from Dr. Tomas Lindahl, UK) were
used. Single-cell suspensions of spleen cells were cultured for
4 days at 1 × 106 cells/ml in RPMI 1640 with 10% fetal calf serum
and 5 μg/ml LPS, with (CSR toward IgG1) or without (CSR toward
IgG3) addition of 20 ng/ml IL-4 or 2 ng/ml TGFβ (PeproTech, Rocky
Hill, NJ) (CSR toward IgA).3, 9, 10 Splenocytes were washed in PBS
and stained with various antibodies: anti-B220-PC5, anti-CD138-

APC, anti-IgM PECy7, anti-IgG3-FITC, anti-IgG1-FITC, and anti-IgA-
FITC. Cells were analyzed on a Fortessa LSR2 (Beckman Coulter). In
parallel experiments, stimulated splenocyte DNA was extracted for
investigation of Sμ–Sγ3, Sμ–Sγ1, and Sμ–Sα junctions. As previously
described in detail,6 junctions were amplified with PCR. Libraries of
200 bp were prepared from the 1–2 kb PCR products of Sμ–Sγ1,
Sμ–Sγ3, and Sμ–Sα amplified for Ion Proton sequencing (“GénoLim
platform” of the Limoges University, France). Sequenced reads
were then mapped to the Sμ, Sγ1, Sγ3, and Sαregions using BLAST
algorithms. The computational tool developed for experiments
performs junction assembly; identifies breakpoints in Sμ, Sγ1, Sγ3,
and Sα; identifies junction structure (blunt, micro-homology, large-
homology, or junction with insertions) and outputs a statistical
summarization of the identified junctions.
The UNG deficiency markedly reduced CSR toward IgG3 (mean

0.1 vs 6.9%), IgG1 (mean 1.9 vs 14.7%), and IgA (mean 1.4 vs 2.5%)
compared to that of wt mice (Fig. 1a). After DNA extraction, the
molecular signatures of the Sμ–Sγ1, Sμ–Sγ3, and Sμ–Sα junctions
were investigated. The structural profiles of the Sμ–Sγ1, Sμ–Sγ3, and
Sμ–Sα junctions (blunt, micro-homology, large-homology, or
junction with insertions) for UNG-deficient and wt mice are
shown in Fig. 1b. The distributions of the IgG1, IgG3, and IgA
junctions in terms of distance from the forward PCR primer in Sμ
and from one of the reverse primers in Sγ3, Sγ1, and Sα are reported
in Fig. 1c. Localizations of breakpoints within AID hotspots (AGCT,
WRCY, RGYW) and other motifs are shown in Fig. 1d (displayed
along specifically targeted segments within S regions).
The data indicated that if UNG deficiency markedly affected CSR

efficiency, it did not significantly affect the pattern of blunt vs
micro-/large-homology remaining junctions. Similarly, the posi-
tions of IgG3, IgG1, and IgA junctions (in term of distance from Sμ
and Sγ1,γ3,α) and their colocalization with AID-attack motifs were
not affected. Summarization of these 1568 independent junctions
provided a description of the CSR sequences in UNG-deficient
mice at an unprecedented level. To date, only a few had been
reported after cloning and subsequent sequencing by Sanger’s
method.4 In this study, the panel of wt junctions was markedly
different (in terms of blunt vs micro-homology junctions) from
ours and those of Panchakshari and colleagues.2 Our results
undoubtedly demonstrate that CSR in UNG-deficient conditions
did not affect the balance between N-HEJ and A-EJ. These results
also showed that μ–γ1, μ–γ3, and μ-α CSR in UNG-deficient mice is
regulated and that double-strand breaks for IgG1, IgG3, and IgA
CSR are not random breaks. In conclusion, our results strengthen
the hypothesis that during AID-induced CSR, UNG in association
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with recombination factors may facilitate the stabilization of the
S–S synapse to facilitate efficient recombination. In contrast, our
results do not argue in favor of an UNG role in the recruitment of
specific DNA repair factors.
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> Les lymphocytes B matures expriment à 
leur surface un récepteur spécifique appelé 
BCR (pour B-cell receptor) constitué d’une 
immunoglobuline (Ig) d’isotype  (IgM) et 
 (IgD) spécifique d’un antigène. Cette Ig 
est associée à diverses chaînes de trans-
duction qui permettent une signalisation 
efficace. Les IgM et IgD membranaires sont 
produites après épissage alternatif d’un 
long transcrit comprenant la partie variable 
de l’Ig (région VDJ) et les régions codantes 
des gènes constants  et . La recombi-
naison de classe (CSR, pour class switch 

recombination) également appelée recom-
binaison isotypique ou commutation de 
classe, permet au lymphocyte B d’exprimer 
à sa surface un BCR 
d’un isotype différent 
des isotype  et  
(Figure 1) [1] (➜).
Cette nouvelle Ig de surface diffère uni-
quement par la partie constante de sa 
chaîne lourde assurant ainsi des fonctions 
effectrices différentes. La région variable 
ne subissant aucune modification1, la spé-
cificité et l’affinité pour l’antigène sont 
conservées. La recombinaison isotypique se 
produit entre deux régions switch (S), loca-
lisées en amont de chaque gène constant, 
excepté Cd [1]. Les régions S sont riches 
en désoxynucléotides guanine et cytosine 
et sont de taille variable (de 1 à 12 kb). 
La recombinaison s’effectue toujours entre 
une région S donneuse (en général Sμ) et 
une région S receveuse variant selon l’envi-
ronnement cytokinique. L’ADN situé entre 
ces deux régions S est excisé, circularisé 
puis éliminé. Les régions codantes sont, 

1 Il existe le mécanisme d’hypermutation somatique (SMH) 
et certaines de ces mutations entraînent des changements 
d’affinité.

quant à elles, liées entre elles pour conduire 
à la juxtaposition d’un exon codant une 
chaîne lourde et un segment de la partie 
variable VDJ de l’Ig. La transcription et 
l’épissage de cette chaîne aboutissent à 
l’expression d’un nouvel isotype d’Ig.
D’un point de vue moléculaire, l’enzyme 
AID (activation-induced cytidine deami-

nase) désamine des cytosines en uraciles 
dans les régions S. Les mésappariements 
générés entre le déoxy-uracile et le déoxy-
guanine dans ces régions sont excisés par 
l’enzyme UNG (uracyle-ADN glycolase) 
créant des sites abasiques qui conduisent 
à l’apparition de cassures simple brin (SSB 
pour single strand break). Ces SSB peuvent 
devenir des cassures double brin (DSB pour 
double strand break) si elles sont proches 
sur les deux brins d’ADN. Les cassures sont 
reconnues et prises en charge par un grand 
nombre de complexes protéiques qui for-
ment des foyers de réparation qui stabi-
lisent les DSB et recrutent les molécules 
impliquées dans deux voies de réparation 
de l’ADN : la voie de réparation classique 
ou NHEJ (non-homologous end-joining), et 
la voie alternative A-EJ (alternative end-

joining) qui utilise des micro-homologies 
de séquences entre les régions S à recombi-
ner. L’analyse de la jonction Sμ-Sx générée 
permet de définir la voie de réparation 
impliquée. Ainsi, la liaison franche (aussi 
appelée jonction directe) entre les deux 
régions S, ou la présence de quelques bases 
homologues aux deux régions S (jonction 
par micro-homologie), révèle une acti-
vité de type NHEJ. À l’inverse, la présence 
de plusieurs bases homologues aux deux 
régions S traduit une activité de type A-EJ. 
Des mutations, conséquences directes des 
mécanismes de réparation, sont également 
présentes à proximité de la jonction1. Des 

mutations éloignées de la jonction sont 
interprétées comme un stigmate du ciblage 
d’AID sur ces régions.
La recombinaison isotypique se produit 
donc entre deux régions S localisées en 
amont de chaque gène constant excepté
C. Le paradigme a longtemps été 
« absence de région S devant C donc 
pas de recombinaison isotypique vers les 
IgD » et ceci malgré la description depuis 
plusieurs années de myélomes à IgD avec 
délétion de C [2]. La démonstration 
d’une recombinaison isotypique vers les 
IgD n’est que très récente (Figure 1) [3-5]. 
Comment a-t-elle pu rester si longtemps 
ignorée ? Principalement parce qu’elle est 
totalement atypique et qu’elle ne res-
pecte quasiment aucune des règles cano-
niques de la recombinaison isotypique 
classique. Il n’y a pas de région S évidente 
et structurée devant C comme devant 
les gènes C, C et C. Seule est présente 
une petite séquence S rudimentaire (appe-
lée  pour S-like) en 5’ de C [6]. Le 
switch vers les IgD n’est observable que
dans des sous-populations lymphocytaires 
B très particulières : les lymphocytes B 
des voies aériennes [3], digestives [4, 
5] et péritonéales [7, 8]. Il est absent 
des populations spléniques et ganglion-
naires à partir desquelles les mécanismes 
de recombinaisons isotypiques vers les 
IgG, IgE et IgA (et la plupart des bases de 
l’immunologie lymphocytaire B) ont été 
décrits. Contrairement aux autres recom-
binaisons, la recombinaison isotypique vers 
les IgD n’est pas inductible in vitro, par des 
cocktails cytokiniques, comme ce qui est 
observé pour les cellules B de la rate par 
exemple après stimulation par le LPS (lypo-
polysaccharide) et l’interleukine-4 (IL-4) 
pour une commutation IgG1, ou par le LPS 

(➜) Voir la Synthèse 
de S. Péron et al., 
m/s n° 5, mai 2012, 
page 551
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avec son action lors de la recombinaison 
de classe vers les IgG, IgA et IgE ainsi 
qu’avec l’absence de jonctions S- 
chez les souris déficientes pour AID [10]. 
Par contre, l’absence de stigmates AID 
sur la jonction , contrairement à ceux 
observés sur les régions S, S et S rece-
veuses lors de la commutation vers les 
IgG, IgE et IgA est intrigante. Elle suggère 
une attaque par une activité enzyma-
tique différente d’AID. L’absence de ces 
 stigmates est cohérente avec l’absence 

L’analyse des jonctions S- par les 
nouvelles technologies de séquençage à 
haut débit, indique une majorité de jonc-
tions par micro-homologie et donc une 
réparation des DSB par la voie A-EJ plutôt 
que par la voie NHEJ contrairement à la 
recombinaison isotypique classique [7, 
8]. Toujours par séquençage à haut débit, 
l’analyse des mutations autour des jonc-
tions S- décrit des stigmates AID en 
5’ de S mais pas en 3’ de  [8]. Cette 
contribution d’AID sur S est cohérente 

et le TGF transforming growth factor b 
pour une IgA. Contrairement aux recombi-
naisons isotypiques conventionnelles vers 
les IgG, IgA et IgE, celle vers les IgD n’est 
pas sous le contrôle de la région régulatrice 
en 3’(3’RR) du locus des chaînes lourdes 
d’Ig (IgH) [4, 8]. 
Cette région régula-
trice est essentielle 
pour le recrutement 
d’AID sur la région S 
receveuse [9] (➜).
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Attaque de l’enzyme AID (activation-induced cytidine deaminase) sur S et S3 pour générer des cassures de l’ADN. Il existe une contribution 

importante de la région régulatrice en 3’(3’RR) du locus IgH pour le ciblage d’AID sur la région switch receveuse (ici S3). La ligature S-S3 fait 

appel principalement à la voie de réparation NHEJ (non-homologous end-joining). B. Recombinaison isotypique vers IgD. Attaque de l’enzyme AID 

sur S. Pas de contribution de la 3’RR pour le ciblage d’AID sur la région . La ligature S- fait appel principalement à la voie de réparation 

A-EJ (alternative end-joining).

(➜) Voir la Synthèse 
de A. Saintamand 
et al., m/s n° 11, 
novembre 2017, 
page 663
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la recombinaison isotypique vers les IgD 
et donc de sa régulation particulière par 
rapport à celles vers les IgG, IgA et IgE. ‡
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de participation de la région 3’RR à la 
recombinaison isotypique vers les IgD 
puisque c’est elle qui assure le recru-
tement d’AID sur la région S receveuse, 
en l’occurrence . AID appartient à la 
famille des déaminases APOBEC (apoli-

poprotein B mRNA editing enzyme-cata-

lytic). Une attaque de la région par un 
autre membre de la famille APOBEC lors 
de la recombinaison isotypique vers les 
IgD est donc envisageable, mais jusqu’ici 
non démontrée.
Si l’existence de la recombinaison isoty-
pique vers les IgD est maintenant recon-
nue, sa mécanistique précise et ses fonc-
tions restent à élucider. La récente mise 
en évidence d’une recombinaison vers les 
IgD qui dépend de la flore bactérienne 
intestinale (et d’une stimulation impli-
quant les TLR [Toll-like receptor]) suggère 
qu’elle peut contribuer, in vivo, à la régu-
lation homéostatique des communautés 
microbiennes [5]. Ces données renforcent 
l’hypothèse d’un caractère très ancien de 

CRI (centre de recherche sur l’inflammation), Inserm UMR 
1149- université Paris Diderot, faculté de médecine Xavier 
Bichat, 16, rue Henri Huchard, 75018 Paris, France.
helene.gilgenkrantz@inserm.fr

L’obésité : une maladie inflammatoire
On le sait, on nous le répète, l’obésité 
(définie par un indice de masse corpo-
relle supérieur à 30), est un fléau qui a 
désormais pris une ampleur épidémique 
dans les pays développés. En France, elle 
touche 16 % des hommes et des femmes 
avec une répartition inégale en fonction 
de la tranche d’âge et de la catégo-
rie socio-économique. Si on y ajoute les 
individus en surpoids (indice de masse 
corporelle supérieur à 25), 57 % de la 
population masculine française et 41 % 
des femmes sont touchés. Ce que l’on sait 
moins, c’est que l’obésité est une maladie 

inflammatoire à bas bruit. En effet, elle 
est associée à une augmentation des 
cytokines dans le sang et dans le tissu 
adipeux des patients (IL-6 [interleu-
kine-6], TNF [tumor necrosis factor-a],
CRP [C-reactive protein]), mais égale-
ment à une infiltration macrophagique du 
tissu adipeux. Il faut ajouter à ce cocktail, 
la dysbiose, c’est à 
dire la modification 
du microbiote qui 
a été décrite chez 
les patients diabé-
tiques et obèses [1, 
2] (➜).

L’inflammation chronique est ainsi corré-
lée aux complications cardiovasculaires 
et métaboliques, comme le diabète, de 
l’obésité. Malheureusement, lorsque les 
tentatives de régimes ont échoué, l’arse-
nal thérapeutique efficace reste limité 
et souvent invasif (anneau gastrique, 
sleeve gastrectomie1 ou bypass gas-
trique2).

1 L’intervention ne conserve que la partie verticale de l’esto-
mac, créant un petit réservoir tubulaire sans interrompre le 
circuit alimentaire et sans anneau à surveiller ou à serrer.
2 Le bypass gastrique est une réduction de la taille de l’esto-
mac par lequel passent les aliments et un court-circuit d’une 
partie de l’intestin.

Antagonistes du récepteur CB1 
des cannabinoïdes et obésité
Le tissu adipeux au cœur du débat !

Hélène Gilgenkrantz, Sophie Lotersztajn

NOUVELLE

(➜) Voir la Nou-
velle d’A.L. Barbotin 
et al., m/s n° 11, 
novembre 2016, 
page 930 et la Synthèse 
de R. Burcelin et al., m/s 
n° 11, novembre 2016, 
page 952
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INTRODUCTION
After encountering an antigen, B cells undergo class switch
recombination (CSR), which substitutes the Cμ gene with Cγ, Cε,
or Cα to generate IgG, IgE, and IgA antibodies with the same
antigenic specificity but new effector functions.1 The DNA-
editing enzyme activation-induced deaminase (AID) is essential
for CSR by targeting switch (S) regions preceding Cμ (namely,
the Sμ donor region) and the Cγ, Cε, and Cα genes (namely, the
Sγ,ε,α acceptor regions).1 Cis-and trans-controlled DNA double
strand beaks are generated during this process.2–6 Recruitment
of DNA repair factors that facilitate the end-joining process is a
crucial step of class switch recombination. Two pathways are
implicated in this end joining. The classical non-homogenous
end joining (c-NHEJ) pathway ligates DNA ends with no or little
homology. By contrast, the alternative end joining (A-EJ)
pathways is used to ligate DNA ends that have microhomol-
ogy.3–6 Previous reports have suggested that IgG and IgA CSR
might be differentially regulated, with preferential use of c-NHEJ
for γ CSR and A-EJ for α CSR.7, 8 We recently reported a
computational tool (CSReport) for automatic analysis of CSR
junctions sequenced by high-throughput sequencing9 and used
it to analyze the rare Sμ-σδ junctions that formed during IgD
CSR.10, 11 We thus used CSReport and high-throughput
sequencing to analyze the molecular signature of Sμ-Sγ3, Sμ-
Sγ1, and Sμ-Sα junctions in wt mice in greater detail.
Our research was approved by our local ethics committee

review board (Comité Régional d’Ethique sur l’Expérimentation
Animale du Limousin, Limoges, France) and conducted according
to the European guidelines for animal experimentation. Single-cell
suspensions of spleen cells from wild-type (wt) 129 mice were
cultured 4 days at 1 × 106 cells/ml in RPMI 1640 with 10% fetal calf
serum (FCS) and 5 μg/ml LPS, with or without the addition of 20
ng/ml IL-4 or 2 ng/ml TGFβ (PeproTech, Rocky Hill, NJ). Splenocyte
DNA was then extracted for investigation of Sμ-Sγ3, Sμ-Sγ1, and Sμ-
Sα junctions. As previously described in detail,9 the junctions were
PCR amplified. Libraries of 200 bp were prepared from the 1 to 2
kb PCR products of Sμ-Sγ1, Sμ-Sγ3, and Sμ-Sα amplification for Ion
Proton sequencing (“GénoLim platform” of Limoges University,
France). The sequenced reads were then mapped to Sμ and
acceptor Sγ1, Sγ3, and Sα regions using the BLAST algorithm. The

computational tool developed for the experiments performs
junction assembly, identifies breakpoints in Sμ, Sγ1, Sγ3 Sα,
identifies the junction structure (blunt, micro-homology or
junction with insertions), and outputs a statistical summary of
the identified junctions.
LPS, LPS+ IL4, and LPS+ TGFβ stimulated B-cell CSR to IgG3,

IgG1, and IgA, respectively.2, 5, 12 We detected 4140, 3798, and
1955 Sμ-Sγ1, Sμ-Sγ3, and Sμ-Sα junctions, respectively. The structural
profiles of these junctions (blunt, micro-homology or junction with
insertions) are reported in Fig. 1a. The positions of IgG1, IgG3, and
IgA junctions in terms of distance from the forward PCR primer in
Sμ are reported in Fig. 1b. The localizations of the Sμ breakpoints
within AID hotspots (AGCT, WRCY, RGYW) and other motifs are
shown in Fig. 1c (both displayed along the Sμ region and
expressed in % of junctions). The analysis of 5000 synthetic
junctions simulated from the random association of 100-bp Sμ
segments with 100-bp segments of Sγ1, Sγ3, or Sα revealed a similar
pattern of blunt and micro-homology junctions (junction with
insertions are not produced with this numerical approach) (Fig. 1d)
compared with true junctions (Fig. 1a). As shown in Fig. 1e, the
frequency of Sμ-Sγ1, Sμ-Sγ3, and Sμ-Sα junctions with large (>5 bp)
micro-homology was higher in Sμ-Sα than in Sμ-Sγ1 and Sμ-Sγ3 for
both sequenced junctions and randomly simulated junctions.
Figure 1f shows dot plots for the Sμ vs Sγ1, Sμ vs Sγ3, and Sμ vs Sα
sequence comparisons.
Confirming the validity of our technical approach, the structural

profile of our Sμ-Sγ1 junctions was similar to that reported a few
weeks ago using a high-throughput translocation sequencing
method.5 We also confirmed the previously reported slight
increase in small insertions for Sμ-Sγ compared to Sμ-Sα .8 Finally,
we demonstrated that the slight increase in Sμ-Sα junctions with
large micro-homology can be numerically reproduced using
randomly generated synthetic junctions. As this simulation mimics
a pure NHEJ process (linking two free DNA ends without any
resection), it demonstrates that it is not necessary to invoke
another molecular mechanism (such as A-EJ) to explain the
observed structural alteration of Sμ-Sα junctions. Those micro-
homologies arise solely by chance and are favored by the
repetitive structure of the Sα region and its high degree of
similarity to the Sμ region. In conclusion, the structural profiles of
Sμ-Sγ1, Sμ-Sγ3, and Sμ-Sα junctions are similar, indicating that they
use the same CSR process and partners regardless of cytokine
stimulation, length of the S acceptor region and its distance from
the Sμ donor region. Analysis of the molecular signature of CSR
junctions does not support a preferential use of c-NHEJ and A-EJ
for γ CSR and α CSR, respectively.
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The immunoglobulin heavy chain 39 regulatory region superenhancer

controls mouse B1 B-cell fate and late VDJ repertoire diversity
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Key Points

• Similar to B2 B cells,

the IgH 39RR super-

enhancer controls

m-chain transcription

and cell fate in B1 B

cells.

• In contrast to B2 B

cells, deletion of the

IgH 39RR super-

enhancer affects B1

B-cell late repertoire

diversity.

The immunoglobulin heavy chain (IgH) 39 regulatory region (39RR) superenhancer controls

B2 B-cell IgH transcription and cell fate at themature stage but not early repertoire diversity.

B1 B cells represent a small percentage of total B cells differing from B2 B cells by several

points such as precursors, development, functions, and regulation. B1 B cells act at the

steady state to maintain homeostasis in the organism and during the earliest phases of an

immune response, setting them at the interface between innate and acquired immunity. We

investigated the role of the 39RR superenhancer on B1 B-cell fate. Similar to B2 B cells, the

39RR controls m transcription and cell fate in B1 B cells. In contrast to B2 B cells, 39RR deletion

affects B1 B-cell late repertoire diversity. Thus, differences exist for B1 and B2 B-cell 39RR

control during B-cell maturation. For the first time, these results highlight the contribution of

the 39RR superenhancer at this interface between innate and acquired immunity.

Introduction

B cells play a central role both in adaptive immunity and innate immunity via B2 B cells and B1 B cells,
respectively.1-5 B1 and B2 B cells differ by their origin, antigen specificity, diversity of the antigenic
repertoire, cell surface markers, and tissue distribution. B1 and B2 B cells have a different origin: B1
B cells develop earlier than B2 B cells during fetal development and keep their self-renewal capacity all
throughout their life, whereas B2 B cells originate from bone marrow precursors. B1 B cells are the
major B-cell population in the pleural and peritoneal cavities (almost 50% of total B cells), are rarely
detected in the lymph nodes and spleen (;1% of total B cells), and are almost undetectable in bone
marrow (,0.1% of total B cells).1-5 Besides these differences for cell precursors and anatomic
locations, B1 and B2 B cells exhibit other important differences during their development and
maturation. Compared with B2 B cells, B1 B cells have a specific repertoire of B-cell receptor (BCR)
characterized by the production of natural immunoglobulin M (NIgM) frequently polyreactive or
autoreactive, with low affinity.1-5 Compared with B2 B cells, B1 B cells exhibit a marked predisposition
for class switch recombination (CSR) toward IgA. Compared with B2 B cells, B1 B cells exhibited
a lower hypermutation somatic rate than B2 B cells.1-5 Both B1 and B2 B cells thus produce
immunoglobulins, but their cell fate is evidently differently regulated.

Immunoglobulin heavy chain (IgH) cis-regulatory regions and especially transcriptional superenhancers are
major locus regulators.6 The IgH 39 regulatory region (39RR) superenhancer is reported to control B2B-cell
IgH transcription and B-cell fate7,8 but has little influence on variable, diversity, and joining (VDJ)
recombination.9,10Because B1 and B2 B cells originate from different precursors and have clearly different
development, function, and regulation, we postulated that the 39RR superenhancer might differently
regulate B1 and B2 B-cell behaviors. Strengthening this hypothesis, other authors have reported that IgA
CSR 39RR controlled in B2B cells11,12 is not affected by the 39RR deletion in B1B cells.13 In this study, we
report that similar to B2 B cells, the 39RR controls m transcription and cell fate in B1 B cells. In contrast to

Submitted 21 November 2017; accepted 27 December 2017. DOI 10.1182/

bloodadvances.2017014423.
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B2 B cells, deletion of the 39RR affects B1 B-cell late VDJ repertoire
diversity. The impact on the expressed VDJ repertoire stands as a new
feature and highlights the broad contribution of the 39RR to humoral
immune responses, from innate to adaptive immunity.

Materials and methods

Mice

Our research has been approved by our local ethics committee
review board (Comité Régional d’Ethique sur l’Expérimentation
Animale du Limousin, Limoges, France) and carried according to
the European guidelines for animal experimentation. Disruption of
the 39RR was carried out in a Sv/129 embryonic stem cell line.11

Mice were bred and maintained under specific pathogen-free
conditions. Age-matched littermates (8-12 weeks old) were used in
all experiments. Heterozygous IgH aD39RR/bwt mice generated by
crossing homozygous 39RR-deficient mice (IgH aD39RR/aD39RR) with
C57BL/6 mice (IgH bwt/bwt) were investigated. Mixed Sv/129 3

C57BL/6 mice (IgH awt/bwt) were used as control mice.7

Cell cytometry analysis

Peritoneal cavity cells, splenocytes, and liver cells (fetal and
post-birth) were recovered onto Lympholyte (Cedarlane Labs,
Burlington, ON, Canada) according to the manufacturer’s recom-
mendations. Cells were then washed, counted, and 23 106 cells were
incubated with anti-B220-BV510, anti-IgD-BV421, anti-CD23-PC7,
anti-IgMa-fluorescein isothiocyanate (FITC), anti-IgMb-PE, anti-CD11b-
eF780, and anti-CD5-APC antibodies (SouthernBiotech, Birmingham,
AL; Becton Dickinson [BD], Franklin Lakes, NJ) and were analyzed on a
Fortessa LSR2 (BD).13,14

Transcript analysis

Peritoneal cavity B1 B cells were sorted from 39RR-deficient mice and
129 wild-type (wt) mice using a BD FACSAria III.7 The following
antibodies were used: anti-B220-BV510, anti-CD23-PC7, anti-IgM-
FITC, anti-CD11b-eF780, anti-IgD-BV421, anti-CD19-PE, and anti-
CD5-APC. Total RNA was extracted and real-time polymerase chain
reaction (PCR)was performed in duplicate by use of TaqMan andSYBR
assay reagents and analyzed on an ABI Prism 7000 system (Applied
Biosystems, Foster City, CA).7 m Membrane forward (in exon m 4): 59-
TGGAACTCCGGAGAGACCTA-39; m Membrane reverse (in exon m

membrane 1): 59-TTCCTCCTCAGCATTCACCT-39. Glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) was used for normalization
of gene expression levels (reference Mm99999915-g1).

ELISA for NIgM

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for NIgM were
performed in 96 multi-well plates coated overnight at 4°C with
100 mL of 10-mg/mL kidney cell lysates. After washing (0.1%
Tween20 in phosphate-buffered saline [PBS] buffer), we performed
a blocking step for 1 hour at 37°C with 100 mL of 3% bovine serum
albumin (BSA) in PBS buffer. After washing, we incubated 75 mL-
assayed sera (20 mg/mL of IgM diluted in 1% BSA in PBS buffer) for
2 hours at 37°C. IgM levels were investigated as described,11,15 and
sera were appropriately diluted. Sera from wt mice and 39RR-
deficient mice were investigated. Sera from Rag-deficient mice were
used as a negative control. After washing, we added 100 mL/well of
anti-mouse-IgM–alkaline phosphatase (AP) (1/2000) for 1.5 hours at
37°C. After washing, we assayed AP activity using AP substrate at
room temperature and measured optical density at 405 nm.

Next-generation sequencing for repertoire analysis

We performed repertoire sequencing analysis using the strategy
described by Li et al.16 developed for T-cell repertoire diversity and
clonotype. These experiments used a new generation method-
ology, which combines 59RACE PCR; sequencing; and, for
analysis, the international ImMunoGeneTics information system
(IMGT), IMGT/HighV-QUEST Web portal, and IMGT-ONTOLOGY
concepts. In brief, RNA was extracted from sorted B1 and B2
B cells. RNA (500 ng) was used for sequencing. We amplified
transcripts with 59RACE PCR using a reverse primer hybridizing
within the m CH1 exon, as described previously.17 Sequencing
adapter sequences was thus added by primer extension, and
resulting amplicons were sequenced on a GS FLX1 sequencing
system (Roche, Pleasanton, CA). Repertoire was done using
IMGT/High-V-Quest18 and the bcRep R package19; associated
tools are available on the IMGT Web site.

Results

B1 B-cell usage of a 39RR-deleted allele

Mouse B1 and B2 B cells are distinguished on the basis of membrane
cell surface markers. B1 B cells are B220lowIgMhighIgDlowCD23-

CD11b1/low, whereas B2 B cells are B220highIgMhighIgDhighCD231

CD11b-.2,4,20 B1 B cells represent the first population of B cells
during fetal life. In adult mice, they are mainly located in the spleen
and peritoneal cavity where they represent the minority and majority
of B-cell subpopulations, respectively.4 First, we investigated the
impact of the expression of a 39RR-deleted allele on B1 B-cell fate.
The 39RR deletion was done in a 129 ES cell line (IgH a allotype)
and developed in a 129 background (IgH awt/awt). Heterozygous
IgH aD39RR/bwt mice were generated by crossing homozygous
39RR-deficient mice (IgH aD39RR/aD39RR) with C57BL/6 mice
bearing an IgH b allotype (IgH bwt/bwt). Mixed 129 3 C57BL/6
mice (IgH awt/bwt) were used as control mice. A scheme of the
backcross experiments is reported in Figure 1. The complete
staining strategy in flow cytometry experiments is reported in
Figure 2. Flow cytometry analysis of splenic B cells with IgM
allotype-specific antibodies indicated lowered (P 5 .0004, Mann-
Whitney U test) percentages of B1 B cells expressing an a allotype
in aD39RR/bwt (IgMa/IgMb ratio: 0.26) but not in awt/bwt mice (IgMa/
IgMb ratio: 1.09) (Figure 3A-B). As a positive control, we confirmed
the significant disadvantage (P 5 .0004) of aD39RR-expressing
mature splenic B2 B cells of IgH aD39RR/bwt mice vs bwt-expressing
cells (IgMa/IgMb ratio: 1.07 vs 0.35 for awt/bwt and aD39RR/bwt mice,
respectively) (Figure 3C-D).7 Analysis of peritoneal cavity B cells
also showed a strong disadvantage (P 5 .002) of the mutated a

allotype both in B1 (Figure 3E-F) and B2 B cells (Figure 3G-H) of
IgH aD39RR/bwt mice. In the peritoneal cavity and in the absence of a
39RR defect, we noted a bias toward higher expression of the IgHa

allele in B1 B cells (but not in B2 B cells) from awt/bwt control
mice (Figure 3E-F). It is interesting to note that this bias was not
found in the fetal liver, from where B1 B cells originate (Figure 3I-J).
Various signaling pathways are implicated in the efficient B1
B-cell maturation, including a high tonic BCR signaling.4,21

Several differences in signaling pathways between C57BL/6
and Sv/129 mice, resulting in variations of the B-cell fate, have
previously been described.22 The peritoneal B1 B-cell allelic
bias might thus be linked with a differential strength of ex-
pression and/or signaling between IgMa and IgMb BCR for
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Figure 1. Backcross for aD39RR /bwt and awt /bwt mice, and membrane expression of IgMa or IgMb allele by B cells. The equilibrium between IgMa- or IgMb-

expressing B cells will be disrupted if the expression of the 39RR-deleted allele impedes B-cell development. Lowered number of IgMa-expressing B cells in aD39RR/bwt mice

thus will demonstrate that deletion of the 39RR alters B-cell development or recruitment.
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Figure 3. Expression of a 39RR-deleted allele in B1 B cells of the spleen, peritoneal cavity, and fetal liver. (A) Flow cytometry analysis of IgMa and IgMb on spleen

B1 B cells of aD39RR/bwt and awt/bwt mice. One representative experiment is shown. (B) IgMa/IgMb ratios for spleen B1 B cells. Six aD39RR/bwt and nine awt/bwt mice were

investigated. Results are reported as means 6 standard error of the mean (SEM), Mann-Whitney U test for significance. (C) IgMa and IgMb on spleen B2 B cells of aD39RR/bwt

and awt/bwt mice. One representative experiment is shown. (D) IgMa/IgMb ratios for spleen B2 B cells. Same mice as in panel B. (E) IgMa and IgMb on peritoneal cavity B1 B

cells of aD39RR/bwt and awt/bwt mice. One representative experiment is shown. (F) IgMa/IgMb ratios for peritoneal cavity B1 B cells, 7 mice per groups. (G) IgMa and IgMb on

peritoneal cavity B2 B cells of aD39RR/bwt and awt/bwt mice. One representative experiment is shown. (H) IgMa/IgMb ratio for peritoneal cavity B2 B cells, 7 mice per groups.

Same mice as in panel E. (I) IgMa and IgMb on B1 B cells in fetal liver (12 hours before birth) of aD39RR/bwt and awt/bwt mice. One representative experiment is shown. (J) IgMa/

IgMb ratio for B1 B cells in the liver 12 hours before and 12 hours after birth. Eleven aD39RR/bwt and nine awt/bwt mice were investigated before birth. Twelve aD39RR/bwt and

seven awt/bwt mice were investigated after birth.
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proliferation/survival of peritoneal B1 B cells.1-5 We thus
investigated the impact of the expression of a 39RR defect on
liver B1 B cells from newborn mice. Lower percentages
of aD39RR-expressing B1 B cells in aD39RR/bwt mice were
observed at 2 different timepoints, both 12 hours before or 12

hours after birth with an IgMa/IgMb ratio of 0.29 (P 5 .0002) and
0.59 (P 5 .001), respectively (Figure 3I-J). Altogether, these
results indicate that, similar to B2 B cells, although the 39RR
superenhancer is not essential for B1 B-cell development, it
influences their accumulation as early as the fetal liver.
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Figure 4. B1 and B2 B-cell repertoire in 39RR-deficient

and wt mice. B1 and B2 B cells of wt and 39RR-deficient

mice were cell sorted from pooled cells of 12 and 13 mice,

respectively. 2.1 3 106 and 2.8 3 106 B1 B cells were sorted

for wt and 39RR-deficient mice, respectively. 0.8 3 106 and

1.3 3 106 B2 B cells were sorted for wt and 39RR-deficient

mice, respectively. (A-B) V usage frequency in (A) B2 and (B)

B1 B cells of 39RR and wt mice. (C) Gini index for B1 and B2

B cells of 39RR and wt mice. The Gini index measures the

inequality of clone size distribution and is bound between zero

and 1. An index of zero represents a clone set of equally

distributed clones, all having the same size, whereas a Gini

index of 1 would point to a set including only 1 clone.
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39RR and B1 B-cell repertoire diversity

The IgH 39RR has no role on B2 B-cell V(D)J recombination,9,10

except for silencing early transcription in pro-B cells.23 If deletion of

the 39RR did not affect follicular B2 B-cell fate, it markedly reduced

the peripheral accumulation of marginal zone (MZ) B2 B cells,7

another B-cell population connected with innate immunity as are

B1 B cells.4 Because our data show that the 39RR deletion

quantitatively affects the B1 B-cell compartment, we also wished to

qualitatively evaluate these cells. We thus investigated the reper-

toire diversity in sorted peritoneal cavity B1 and B2 B cells from

39RR-deficient and wt mice by high-throughput repertoire sequenc-

ing. Our data first validate that deletion of the 39RR did not affect

repertoire diversity in mature B2 B cells (Figure 4A; supplemental
Figures 1 and 2), in accordance with previously reported results
in bone marrow preimmune B2 B cells using a multiplex
PCR strategy.9 These experiments highlighted the previously
reported4,24 lower repertoire diversity in B1 B cells compared with
B2 B cells (Figure 4B; supplemental Figures 1 and 2) and confirmed
the oligoclonal expansion in the B1 B-cell population of the peritoneal
cavity (Figure 4C; supplemental Figures 1 and 2) previously reported
using the Sanger dideoxy method.25 In addition, and contrasting
with the B2 compartment, the B1 B-cell repertoire diversity was
markedly lowered in 39RR-deficient mice (Figure 4B; supplemental
Figures 1 and 2), suggesting a role for the 39RR superenhancer in
the development of a diversified B1 B-cell repertoire. Because B1
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B cells require a strong tonic BCR signaling for efficient
maturation,21 the decrease of this signaling induced by the
deletion of the 39RR might explain this bias. Indeed, the lowered
signaling may strengthen the selection pressure for strong-
signaling, BCR-expressing B cells to differentiate into B1
B cells. Strengthening this hypothesis, the B1 B-cell population
of the peritoneal cavity in 39RR-deficient mice (Figure 4B)
preferentially expresses VH1 and VH11 subtypes known to be
associated with autoreactive antibodies.26-28

39RR and B1 B-cell IgH transcription

Notably, the intensity of the BCR signaling is related to membrane
BCR density and to expression of coreceptors. The 39RR controls

IgH expression and, thus, BCR density at the membrane of B2

B cells.7 Lower BCR density was also found at the membrane of

B1 B cells from the fetal liver (Figure 5A) and peritoneal cavity

(Figure 5B) when expressing a 39RR-deficient IgMa allotype in

aD39RR/bwt mice compared with awt/bwt mice. Likely accounting for
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Figure 6. NIgM in sera of 39RR-deficient mice and wt

mice. (A) Indirect immunofluorescence assay for detection of

NIgM. Sera from wt and 39RR-deficient mice were investigated

on Hep-2 cell-coated slides. Because reduced circulating IgM

levels were found in 39RR-deficient mice, sera were adjusted at

20-mg/mL IgM. MLR/lpr and RAGgC sera were used as

positive and negative controls, respectively (1/10 dilution).

Representative experiments from 1 to 5 sera per genotypes.

Original magnification 320. (B) Data, expressed as means 6

SEM of the indicated number (n) of values, were analyzed using

Prism software (GraphPad Software, La Jolla, CA). Significance

was calculated with a nonparametric Mann-Whitney U test.

PBS signal was arbitrary quoted to 1. (C) ELISA for detection

of NIgM against kidney cell lysates. Sera from 39RR-deficient

and wt mice were adjusted at 20-mg/mL IgM. Data are reported

as means 6 SEM of 4 sera. *P 5 .02, Mann-Whitney U test for

significance. A RAGgC serum was used as a negative control

(1/10 dilution) to define baseline value.
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this lowered expression and reminiscent of the defect previously
documented in 39RR-deficient B2 B cells,7 primary m transcript
evaluation by real-time PCR on sorted peritoneal cavity B1 B cells
showed a significant defect (P 5 .02) in 39RR-deficient mice
compared with wt mice (Figure 5C). As a control, the k light-chain
transcription was not significantly reduced by the 39RR deletion
(Figure 5D). Thus, and similar to B2 B cells, the 39RR is of
importance in B1 B cells for m chain transcription at the IgH locus
without effect on transcription at the Igk locus. The lower m chain
synthesis in B1 B cells from 39RR-deficient mice fits well with the
hypothesis of a lowered BCR density inducing a change in BCR
signaling, and thus affecting the repertoire of B1 B cells.

39RR and NIgM

NIgM, which is produced at birth in the absence of exposure to
foreign antigens, makes up;80% of circulating IgM. B1 B cells are
believed to be the primary source of NIgM.1 NIgM are selected on
self-antigens and show dual reactivity to both self and common
microbial antigens.29 We investigated the presence of NIgM in
the sera of 39RR-deficient mice known to have markedly de-
creased circulating IgM levels,11 by searching self-reactive IgM.
Indirect immunofluorescence assay (Figure 6A) and ELISA assay
(Figure 6B) indicated that autoreactive IgMs represent a greater
proportion of total serum IgMs in 39RR-deficient mice compared
with wt mice. In contrast to autoimmune-prone mouse strain MLR/
lpr used as a positive control, the autoreactive IgMs detected here
appear to be polyreactive and are thus most probably NIgMs than
pathologic monoclonal immunoglobulins. This result might be linked
to the bias repertoire toward subtypes known to be associated with
autoreactive antibodies.26-28

Discussion

Functional comparison of B1 lineage cells from teleost to mammal
places B1 B cells between macrophages and B2 B cells (ie, at the
interface between innate and humoral adaptive immune cells).
Indeed B1 B cells share several similarities with innate macro-
phages such as phagocyte functions, microbicidal abilities, antigen
presentation initiation, and location in serous cavities. B1 B cells
share several similarities with humoral adaptive immune B2 B cells
such as Ig secretion (mostly NIg). Results from the present study
indicate that the 39RR superenhancer differently regulates B1 and
B2 B-cell maturation. Cell fate and m transcription are 39RR
controlled, both in B1 and B2 B cells. In contrast, the VDJ diversity
of B1 B cells is affected by 39RR deletion for reasons that remain
to be characterized precisely but most probably is related to a
defective survival and/or self-renewal of B1 B cells carrying a BCR
with faint expression. Indeed, several studies have reported that
BCR signaling is critical for B1 B-cell development.21 Ligand-
mediated BCR signaling is necessary for the expansion and/or
survival of B1 B cells. Mutation-disrupted BCR signaling lowers B1
B-cell development, whereas mutation-enhanced BCR signaling
enhances B1 B-cell development. Further studies are required to
prove that the lowered expression of IgM on B1 B cells of 39RR-
deficient mice leads to a significant change in the signaling (eg, Syk/
BLNK phosphorylation or calcium influx) of B1 B cells.

The position, the palindrome structure, and sequence conservation
of the 39RR superenhancer in amniota show its relevance in the
control and modulation of Ig production.30 The effect of the 39RR on
B1 B-cell m transcription (the most ancestral specific B-cell

function) and B1 B-cell fate is coherent with its similar role on B2
B cells. Of interest, deletion of the 39RR was reported to strongly
reduce levels of MZ B2 B cells.7 MZ B2 B cells express several
phenotypic and functional similarities with B1 B cells. The role of
the 39RR superenhancer on m transcription in B1 B cells is of
importance for an efficient BCR expression to ensure the develop-
ment of a large VDJ repertoire, but no such effect has been
found for the B2 B-cell VDJ repertoire. 39RR targeting has
been suggested as a potential therapeutic strategy in mature
lymphomas31-33 because of its important role on the entire IgH
locus transcription (including transcription of the inserted onco-
gene) at the mature B-cell stage. Given the importance of B1
B cells and NIgM in maintenance of homeostasis and in prevention
of autoimmune diseases, the contributions of 39RR to m transcrip-
tion of B1 B-cell synthesis (and, thus, of NIg synthesis) and to
efficient BCR expression to ensure the development of a large VDJ
repertoire may be harmful parameters to be taken into account for
the 39RR targeting strategy during treatment of B-cell lymphoma.

In conclusion, evolution of the immune system occurs with overlap
between innate and adaptive immunity. B1 B cells represent an
early B-cell lineage when B2 B cells appear to have arisen later in
evolution. IgA CSR that is 39RR controlled in B2 B cells11,12 was
recently reported to be unaffected by the 39RR deletion in B1
B cells.13 The 39RR superenhancer controls IgH transcription both
in B1 and B2 B cells. In contrast to B2 B cells, deletion of the 39RR
affects B1 B-cell late VDJ repertoire diversity. The impact on the
expressed VDJ repertoire stands as a new feature and highlights the
broad contribution of the 39RR to humoral immune responses, from
innate to adaptive immunity. The role of the 39RR on BI B-cell
somatic hypermutation (under 39RR control in B2 B cells)34,35

remains to be investigated in order to have an overview about 39RR
control on B1 B-cell maturation.
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The IgH 3′ regulatory region super-enhancer does not control
IgA class switch recombination in the B1 lineage

Hussein Issaoui1, Nour Ghazzaui1, Alexis Saintamand2, Claire Carrion, Christelle Oblet and Yves Denizot

Cellular & Molecular Immunology (2018) 15, 289–291; doi:10.1038/cmi.2017.103; published online 9 October 2017

The bone marrow-derived B2 popula-

tion represents the vast majority of

bone marrow, blood, lymph node and

splenic B-cells. Mouse B1 B-cells mostly

originate during embryonic life in the

liver and represent the main B-cell

population in the pleural and peritoneal

cavities.1–5 B1 and B2 B-cells differ in

their origin, antigen specificity, cell sur-

face markers, tissue distribution and

capacity for class switch recombination

(CSR). Schematically, B1 B-cells appear

earlier than B2 B-cells during fetal devel-

opment and maintain their self-renewal

ability throughout their life. Further-

more, they display a CSR biased toward

IgA.1–5 IgH cis-regulatory regions, espe-

cially transcriptional super-enhancers,

are major locus regulators.6 The IgH 3′
regulatory region (3′RR) super-enhancer
promotes CSR in B2 B-cells.7,8 As B1 and

B2 B-cells originate from different pre-

cursors and have clearly different devel-

opment, function and regulation, we

postulated that the 3′RR super-enhancer

might differently regulate B1 and B2

B-cell IgA CSR.

The 3′RR super-enhancer plays a key

regulatory role in B2 B-cell CSR by

poising the S acceptor region for efficient

recombination toward all isotypes8

except IgD.9,10 Peritoneal cavity B1

B-cells switch preferentially to IgA.11,12

We thus investigated B1 B-cell IgA CSR

in 3′RR-deficient mice.7 Our research

was approved by our local ethics com-

mittee review board (Comité Régional

d'Ethique sur l'Expérimentation Animale

du Limousin, Limoges, France) and car-

ried out according to the European

guidelines for animal experimentation.

The 3′RR deletion was performed in a

129 ES cell line (IgH a allotype) and

developed in a 129 background (IgH

awt/awt). In this study, homozygous

3′RR-deficient mice (IgH aΔ3′RR/aΔ3′RR)

were compared with 129 IgH awt/awt

mice. Mouse B1 and B2 B-cells are

distinguished on the basis of membrane

cell surface markers. B1 B-cells are

B220lowIgMhighIgDlowCD23−CD11b+/low,

whereas B2 B-cells are B220highIgMhigh-

IgDhighCD23+ CD11b−.2,4,13 As shown in

Figure 1a, similar (P= 0.5) percentages

of IgA+ B1 B-cells were found in the

peritoneal cavity of 3′RR-deficient and

wild type (wt) mice in response to a

pristane-induced local inflammatory

reaction. Almost all recruited inflamma-

tory B-cells in response to pristane had a

B1 B-cell phenotype. We next investi-

gated their ability to switch in vitro

toward IgA (LPS+BAFF+TGFβ stimula-

tion). As shown in Figure 1b, no

difference (P= 0.3) was found in B1

B-cell IgA CSR between 3′RR-deficient

mice and wt mice. Despite similar in vivo

and in vitro IgA CSR, lowered

(P= 0.0003) levels of IgA were found in

peritoneal ascites of 3′RR-deficient mice

compared with wt mice (Figure 1c) and

in IgA+ cell culture supernatants

(P= 0.002) of 3′RR-deficient B1 B-cells

compared with wt B1 B-cells (Figure 1d).

q-PCR analysis indicated that the latter

result originated from a significant

(P= 0.01) decrease in Iμ-Cα transcripts

in 3′RR-deficient mice compared with wt

mice (Figure 1e). Taken together, these

results suggest that in contrast to B2

B-cells, 3′RR deletion did not affect the

B1 B-cell CSR toward IgA but only

decreased Cα transcription after CSR.

The IgA-producing B1 B-cells contribute

substantially to mucosal IgA production

and thus play a key role in regulating

commensal microbiota.4,14 We thus

investigated IgA production in the intest-

inal tract of 3′RR-deficient mice and wt

mice. Mouse feces were recovered and

tested for the presence of IgA. We found

a significant (P= 0.002) and marked

(up to 99%) decrease in secreted IgA

levels in feces of 3′RR-deficient mice

(0.08± 0.03 μg/g, six mice) compared

with wt mice (11.34± 0.63 μg/g, six

mice). Confirming that this result is

related to an IgA secretion deficiency

but not to an IgA CSR or a plasma cell

maturation defect, immunohistochemis-

try experiments indicated similar IgA+
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Figure 1 3′RR and B1 B-cell IgA CSR. (a) Flow cytometry analysis of IgA+ B1 B-cells in the peritoneal cavities of 3′RR-deficient mice and
wt mice in response to pristane. Mice were treated with 1 ml of pristane for 2 months prior to experiments. Cells were washed and counted
and 2×106 cells were incubated with anti-B220-BV510, anti-IgD-BV421, anti-CD23-PC7, anti-IgM-PE, anti-CD11b-eF780 and anti-IgA-
FITC antibodies (Southern Biotechnologies, Birmingham, AL, USA and Beckton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) and analyzed using a
Fortessa LSR2 (Beckton Dickinson). Left: A representative experiment is shown. Cells were gated on B220lowIgDlowCD23−CD11b+/low cells.
Right: Percentages of IgA+ B1 B-cells in seven 3′RR-deficient mice and nine wt mice. The results are reported as mean as the
means±SEMs. Significance was determined using the Mann–Whitney U-test. (b) In vitro CSR toward IgA in peritoneal cavity B-cells from
3′RR-deficient mice and wt mice. Same mice as in part (a). Single-cell suspensions of CD43− peritoneal cells were cultured for 4 days at
1×106 cells per ml in RPMI 1640 with 10% fetal calf serum, 5 μg/ml LPS, 5 ng/ml TGFβ1 and 5 ng/ml BAFF (PeproTech, Rocky Hill,
NJ, USA). Single-cell suspensions of cultured B-cells were incubated with anti-B220-BV510, anti-CD19-PE and anti-IgA-FITC labeled
antibodies (Southern Biotechnologies) and analyzed using a Fortessa LSR2 (Beckton Dickinson). Left: A representative experiment is
shown. Right: Percentages of IgA+ B1 B-cells in eight 3′RR-deficient mice and eight wt mice. The results are reported as the
means±SEMs. (c) IgA levels in the peritoneal cavity of pristane-treated 3′RR-deficient mice and wt mice. Same mice as in part A. ELISAs
were performed as described.7 Results are reported as the means± s.e.m for eleven 3′RR-deficient mice and eight wt mice. (d) IgA levels
in culture supernatants of IgA+ B1 B-cells. Same mice as in part B. ELISAs were performed as described.7 Results are reported as the
means±SEMs for twelve 3′RR-deficient mice and eleven wt mice. (e) q-PCR analysis of Iμ–Cα transcripts in cultured IgA+ B1 B-cells from
3′RR-deficient mice and wt mice. q-PCR analyses of Iμ–Cα transcripts were performed as previously described.8 Same mice as in part (b).
The results are reported as the means± s.e.m. of five 3′RR-deficient mice and four wt mice. (f) Representative immunostaining (×200
magnitude) with antibodies against IgA in the guts of 3′RR-deficient mice (right) and wt mice (left). A representative experiment out of
three mice per genotype is shown. (g) Representative immunostaining (×200 magnitude) with antibodies against B220 in the guts of 3′
RR-deficient mice (right) and wt mice (left). A representative experiment out of three mice per genotype is shown.
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(Figure 1f) and CD138+ (Figure 1g)

labeling in the intestinal tract of 3′RR-

deficient mice and wtmice. Thus, similar

to B2 B-cells, the 3′RR is of importance

in B1 B-cells for the transcriptional burst

associated with Ig synthesis and secretion

by terminally differentiated switched

plasma cells.

In contrast to B2 B-cells, IgA CSR in

B1 B-cells is 3′RR-independent. Previous

results reported that this CSR in B1

B-cells is particularly unique because it

occurs in minimal stimulatory condi-

tions and is suppressed by the addition

of stimuli that enhance B2 B-cell IgA

CSR.11 Moreover, B1 B-cell derived IgA

is the most abundant Ig of the mucosal

immune system.15 Recently, efficient IgA

CSR has been shown in the CH12F3 cell

line in the absence of the 3′RR.16

CH12F3 cells are derived from CH12

cells known to have a B1 B-cell

phenotype,17,18 confirming our results

concerning 3′RR-independent IgA CSR

in B1 B-cells. Our data also supports

differences in CSR control between B1

and B2 B-cells already described at the

cytokine level.11,12,15 Currently, the

molecular CSR differences between B1

and B2 B-cells are unclear. If the 3′RR

super-enhancer does not control IgA

CSR, it controls IgA secretion via its

key role in heavy chain transcription.19

In conclusion, the evolution of the

immune system occurs with overlaps

between innate and adaptive immunity.

B1 B-cells represent an early B-cell line-

age, whereas B2 B-cells appear to have

arisen later in evolution. The 3′RR super-

enhancer controls IgA CSR only in the

specialized B2 B-cells, consolidating its

involvement in adaptive immunology

and indicating an evolution in the

mechanism of CSR processes between

B1 and B2 B-cells.
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In secondary lymphoid organs, mature

B cells express membrane immuno-

globulin (Ig) of M and D isotypes (IgM

and IgD, respectively) of the same spe-

cificity through alternative splicing of a

pre-mRNA encompassing the VDJ vari-

able region and Cμ and Cδ heavy chain

constant exons.1 After encountering anti-

gen, B cells undergo class switch recom-

bination (CSR) by which the Cμ gene is

substituted with Cγ, Cε or Cα, thereby

generating IgG, IgE and IgA antibodies

of the same antigenic specificity but with

new effector functions. CSR requires the

DNA-editing enzyme activation-induced

deaminase (AID), which targets switch

(S) regions preceding Cμ (namely, the Sμ
donor region) and Cγ, Cε and Cα genes

(namely, the Sγ,ε,α acceptor regions).1

CSR is controlled in trans through a

wide spectrum of enzymes and proteins

and in cis through the immunoglobulin

heavy chain (IgH) 3′ regulatory region

(3′RR) super-enhancer that specifically

AID-poises the S acceptor but not the Sμ
donor region.2 IgD CSR is a rare and

enigmatic event restricted to a few B-cell

subsets in specific lymphoid tissues (such

as mesenteric lymph nodes, peritoneal

cavity and mucosa-associated tissue) in

both mice and humans.3–5 A recent

study suggested that IgD CSR is initiated

by microbiota,5 demonstrating a role for

IgD in the homeostatic regulation of the

microbial community. The mechanistic

regulation of IgD CSR remains enig-

matic, reflecting the difficulty to obtain

a sufficient number of Sμ–σδ (σ for

S-like) junction sequences for molecular

analysis. We recently reported a new

computational tool (CSReport) for the

automatic analysis of CSR junctions

sequenced using high-throughput

sequencing,6 and we used this tool to

analyze Sμ–σδ junctions in wild-type (wt)

mice.7 Genomic deletion of the 3′RR
super-enhancer abrogates CSR to IgG,

IgE and IgA classes.2,8 In contrast, a

unique study, based on the analysis of a

few Sμ–σδ junctions, reported the 3′RR
super-enhancer as dispensable for IgD

CSR.4 We thus used CSReport and high-

throughput sequencing to conduct a

more in depth analysis of Sμ–σδ junc-

tions in 3′RR-deficient mice.

The present study was approved by

our local ethics committee review board

(Comité Régional d'Ethique sur l'Expéri-

mentation Animale du Limousin,

Limoges, France) and conducted accord-

ing to the European guidelines for ani-

mal experimentation. Peritoneal cavity

3’RR-deficient mouse B cells were used

for these experiments. In some experi-

ments, 3′RR-deficient mice were

pristane-treated (1ml) for 2 months to

induce inflammation prior to the recov-

ery of peritoneal cavity cells. As pre-

viously described in detail,4 junctions

were amplified using touchdown PCR

followed by nested PCR. Libraries of

200 bp were prepared from the 1–2 kb

PCR products of Sμ–σδ amplification for

ion proton sequencing (‘GénoLim plat-

form’ of the Limoges University, France).

Sequenced reads were subsequently

mapped to Sμ and σδ regions using the

BLAST algorithm. The computational

tool developed for experiments performs

junction assembly, identifies break points

in Sμ and σδ, identifies junction struc-

tures (blunt, micro-homology or junc-

tions with insertions) and outputs a

statistical summary of the identified

junctions.

In 3′RR-deficient mice, among 4 904

163 raw reads, 39 046 reads were

mapped to a switch junction, and the

presence of 190 unique Sμ–σδ junctions

was documented. The number of unique

junctions (that is, clonally independent)

was indeed dependent on the biological

frequency of this CSR event in the

studied samples. Compared to previous

studies of other IgD7 and IgG6 junctions

in wt animals, IgD CSR clearly appears as

a rare event. The structural profiles of

IgD junctions (blunt, micro-homology
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or junction with insertions) in 3′RR-
deficient mice are reported in Figure 1a

(left panel). The positions of IgD junc-

tions in terms of distance from the

forward PCR primer in Sμ and the

localization of IgD junctions with

WRCY, RGYW, AGCT and GGG motifs

are reported in Figure 1b (left panel).

The frequency of DNA breaks in Sμ was

significantly elevated in AGCT sites com-

pared to the frequency of theoretical

random breaks. The positions of IgD

junctions in terms of distance from the

reverse PCR primer in σδ and the

localizations of IgD junctions with

WRCY, RGYW, AGCT and GGG motifs

are reported in Figure 1c (left panel).

The breaks detected in the σδ region did

not show a significant AID signature,

with most of the break points observed

outside AID motifs. Pristane injection

increased the frequency of IgH/c-myc

translocations; most of the IgH breaks

occurred in the Sμ region. We thus used

3'RR independent IgD CSR
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pristane to determine whether enhanced

Sμ DNA double-strand breaks affected

the structural profiles of IgD CSR.

Among 11 358 929 raw reads, 87 728

reads were mapped to a switch junction,

and the presence of 88 unique Sμ–σδ
junctions was documented. As shown

in Figure 1a (right panel), the structural

profiles of IgD junctions were signifi-

cantly affected in pristane-treated 3′RR-

deficient mice revealing less blunt

junctions and elevated junctions with

micro-homology or insertions. Localiza-

tions of break points were qualitatively

different in both Sμ (Figure 1b, right

panel) and σδ (Figure 1c, right panel) in
pristane-treated mice compared with

untreated mice.

A summary of these 190 independent

junctions provided a description of the

Sμ–σδ CSR sequences in 3′RR-deficient

mice at an unprecedented level. Until

recently, only a few Sμ–σδ CSR sequences

have been reported after cloning and

subsequent sequencing using Sanger’s

method.4 In the present study, the posi-

tions of IgD junctions (in terms of

distance from Sμ and σδ) and their

structural profiles (blunt, micro-

homology or junction with insertions)

were similar to those previously reported

for wt mice.7 These results undoubtedly

demonstrate that IgD CSR markedly

differs from conventional IgG, IgA and

IgE CSR, reflecting the fact that IgD CSR

is totally independent on the presence of

the 3′RR super-enhancer. Furthermore,

these results also show that μ–δ CSR is

regulated and that double-strand breaks

for Sμ–σδ CSR are not random breaks.

The structural profiles of IgD junctions

revealed a majority of junctions with

micro-homology or insertions compared

to blunt junctions, that is, a junctional

pattern that markedly differs from IgG,

IgA and IgE CSR. Such junctional bias is

strongly reminiscent of the junctions

produced by the alternative end-joining

(A-EJ) pathway rather than the classical

non-homologous DNA end-joining (C-

NHEJ) pathway used for IgG, IgA and

IgE CSR.9 These results are consistent

with the elevated IgD CSR in 53BP1-

deficient mice,5 since in the absence of

53BP1, AID-dependent DNA double-

strand breaks are repaired via the A-EJ

pathway. Finally, in an intense unspecific

inflammatory state (pristane injection),

the phenotype of IgD junctions toward

an A-EJ process was reinforced. In con-

clusion, double-strand breaks generated

during IgG, IgA and IgE CSR are pre-

dominantly repaired through the

C-NHEJ pathway, whereas for IgD

CSR, there is a shift of DNA end repair

to the auxiliary A-EJ pathway. At this

time, the contribution of homologous

recombination in IgD CSR remains an

open question.

Not only trans but also cis molecular

signals that mediate IgD CSR remain

elusive. Since transcription is the primum

movens of CSR, which cis-regulatory IgH

enhancer (if any) may be implicated in

the control of IgD CSR? Clearly, the 3′RR

super-enhancer that controls conven-

tional CSR is not involved in this

particular IgH recombination. The IgH

intronic Eμ enhancer, previously

reported to control VDJ recombination

but not CSR, might be an appropriate

candidate. Understanding the nature of

the transcriptional enhancer that acti-

vates the regulation of IgD CSR remains

an exciting challenge.
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Figure 1 Quantitative description of Sμ–σδ junctions using CSReport workflow. Left panel: results from pooled peritoneal B cells obtained
from 30 3′RR-deficient mice. Right panel: results from pooled peritoneal B cells from seven 3′RR-deficient mice treated with 1 ml of
pristane for 2 months. (a) Structure profiles of Sμ–σδ junctions. Junctions are classified in terms of junction types (junction with insertions,
blunt junction or junction with micro-homology) and size (in bp of insertions or micro-homologies). The number in parentheses indicates
the number of junctions of each type. The junction profile is significantly different (P=0.0005, Fisher’s exact test) under basal and
pristane-induced inflammatory conditions. (b) Break point localization and motif targeting of Sμ–σδ junctions in the Sμ region (up to 1 kb
from the 5′ primer). Arrows indicate the break point positions. Color bars represent the occurrences of relevant AID motifs (forward/reverse
hotspots, WRCY (red)/RGYW (blue), palindromic switch hotspot AGCT (green) and cold spot GGG (magenta)). The location of the break
points with these motifs is emphasized with a colored asterisk. Proportions of the identified break points on these motifs are represented in
the bar graphs (same colors). Significance was assessed based on comparisons with random break positions. For each Sμ–σδ junction data
set, N random positions were numerically drawn from the uniform distribution (0–1 kb), and motif co-localization was evaluated. Mean
values over 10 000 simulations are reported in the bar graph, and the P-values of experimental versus random breaks were computed as
the frequency of random events as extreme as experimental results. Motif targeting was significantly different (P=0.0003, Fisher’s exact
test) under basal and inflammatory conditions, as pristane-treated mice lost AGCT targeting in favor of break induction outside of canonical
AID hotspots. (c) Break point localization and motif targeting of Sμ–σδ junctions along the σδ region (up to 1 kb from the 3′ primer). Breaks
detected in the σδ region did not show a significant AID signature, with most of the break points detected outside AID motifs.
Inflammatory conditions showed no significant differences in AID motif targeting in the σδ region compared with untreated mice (P=0.43,
Fisher’s exact test).
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Letter to the editor

Analysis of IgD CSR junctions by high-throughput sequencing

IgD class switch recombination (CSR) is a rare and enigmatic event limited to few B-cell subsets in specific lymphoid tissues [1–4]. IgD CSR is

differently regulated than conventional IgG, IgA and IgE CSR since it is not under the control of the IgH 3′ regulatory region (3′RR) super-enhancer
[2,5]. Molecular signals implicated in IgD CSR remain enigmatic. Recently it has been reported that IgD CSR is initiated by microbiota [4] high-

lighting the role of IgD in the homeostatic regulation of the microbial community. One of the main difficulties to investigate IgD CSR is to obtain a

sufficient number of Sμ-σδ junctions for their molecular analysis. High throughput sequencing technologies now allow the acquisition of huge

number of sequence, but raw data remain impossible to analyze by hand. Manually finding Sμ-σδ junction sequences in these huge amounts of data

would be like searching needles in haystacks. We recently reported a new computational tool (CSReport) for automatic analysis of CSR junctions

sequenced by high-throughput sequencing [4] that we used to analyze IgD CSR more in depth.

PCR for Sμ-σδ junctions were done as previously described [2]. Junctions were studied using a touchdown PCR, followed by a nested PCR on

freshly isolated IgM−IgD+ peritoneal cavity sorted mouse B-cells using a BD FACSAria III (Cytometry platform of the University of Limoges). The

sequencing and analysis methods have been described previously in details [4]. Briefly, 200 bp libraries were prepared from the 1–2 kb PCR products

of Sμ-σδ amplification for Ion Proton sequencing. Data were done on the “GénoLim platform” of the University of Limoges. Sequenced reads were

then mapped to each switch regions using BLAST algorithm. The computational tool we developed performs junction’s assembly, identify junction’s

structure and breakpoint, and outputs results of statistical summarization of identified junctions.

Among 2,522,418 raw reads, 185,683 reads were mapped to a switch junction and the presence of 222 unique Sμ-σδ junctions was documented.

As Sμ-σδ junctions are amplified as PCR products of variable length (roughly equal to 1 kb, according to double-strand breaks’ location), they are

fragmented in 150–250 bp for sequencing. Therefore, many reads do not contain the junctional site (but are mapped either to Sμ or σδ). From these

figures, we estimate that only 5–10% of sequenced reads can be mapped to a Sμ-σδ junction with BLAST/CSReport. This is therefore in agreement

with our finding of 185,683 out of 2,522,418 reads (7%) are identified as a Sμ-σδ junction. The number of unique junctions (i.e. clonally in-

dependent) is indeed dependent of the biological frequency of this CSR event in the studied sample. When compared to previous studies of other

switch junctions [4], IgD CSR clearly appears to be an elusive and rare event only occurring in specific B-cell compartments. The positions of IgD

junctions (in term of distance from Sμ and σδ) are reported in Fig. 1A. The structural profiles of IgD junctions (blunt, micro-homology or junctions

with insertion) are reported in Fig. 1B. The mutational profiles of IgD junctions are reported in Fig. 1C. The colocations of IgD junctions with WRCY/

RGYW (AID sites) and TCY/WGA (APOBEC3 sites) motifs are reported in Fig. 1D. Finally the nucleotide motifs (most frequent 8-nt motifs at

breakpoint in Sμ and σδ) are reported in Fig. 1E.

Summarization of these 222 independent junctions provided descriptions of Sμ-σδ CSR sequences at an unprecedented level. Until now only 21

had been reported after cloning and subsequent sequencing by Sanger’s method [2]. In the present study the positions of IgD junctions (in term of

distance from Sμ and σδ), their structural profiles (blunt, micro-homology or junctions with insertion) and their mutational profiles are similar to

those previously reported [2] reinforcing the validity of our experimental protocol for automatic analysis of CSR junctions. The distribution of

breakpoints along S regions gave indications of motif targeting during the generation of double-strand breaks. If colocation of breakpoints in Sμ with

WRCY/RGYW motifs was found as for conventional AID-induced CSR [6], it was not the case in σδ where breakpoints collocated with TCY/WGA

motif mostly targeted by APOBEC3. No data have currently reported a role of APOBEC3 during conventional CSR but studies have demonstrated that

the APOBEC3 proteins act in the innate host response to viral infection [7]. Clearly, a role for APOBEC3 in the targeting of the σδ region during the

enigmatic IgD CSR deserves to be investigated. If mutation frequencies in Sμ for Sμ-σδ junctions were of the order of magnitude of those for Sμ-Sγ1
and Sμ- Sγ3 junctions, it was not the case for mutation frequencies in the σδ acceptor regions compared to Sγ1 and Sγ3 [5]. These results reinforce the
hypothesis that σδ is differently targeted than Sμ during IgD CSR. Altogether these results reinforce the concept that IgD CSR markedly differs from

conventional IgG, IgA and IgE CSR [2]. It is of evidence that IgD CSR is regulated and that double-strand breaks in the σδ region are not random

breaks. Since IgD CSR is restricted to specific B-cell subsets it is likely that specific microenvironments might promote activity of endonucleases yet to

be identified. The nature of the molecular signature that activates regulation of the IgD CSR remains an exciting challenge to be met.
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Résumé 

Le locus des chaînes lourdes d’immunoglobulines (IgH) subit trois processus de remaniements 

géniques durant la lymphopoïèse B. Ces événements induisent des cassures de l’ADN 

potentiellement oncogéniques, d’où la nécessité d’une régulation extrêmement stricte. Ceci est 
dû aux deux principaux éléments cis-régulateurs du locus IgH. L’enhancer 5’Eµ régule les 

recombinaisons VHDJH qui établissent un répertoire antigénique fonctionnel lors des phases 
précoces. La région régulatrice en 3’ (3’RR) est essentielle aux hypermutations somatiques 
(SHM) et à la recombinaison de classe (CSR) aux stades tardifs, modifiant respectivement, 
l’affinité et les fonctions effectrices de l’Ig. La plupart des lymphomes B matures portent les 
stigmates de translocations d’oncogènes au locus IgH. Le but de ma thèse a été de mieux 
comprendre les interactions transcriptionelles entre les enhancers Eµ et 3’RR et évaluer si le 

ciblage de cette dernière pourrait se révéler une approche thérapeutique potentielle. Nous avons 
démontré que la 3’RR est l’élément essentiel qui contrôle la transcription du locus IgH dans les 

lymphocytes B matures. Elle est dispensable lors des phases initiales (recombinaisons VHDJH), 
mais agit comme silencer sur l’expression des segments DJH. L’analyse de la lymphomagenèse 

dans trois modèles murins porteurs d’une insertion de Myc en trois points du locus IgH a montré 
des différences dans les cinétiques d’émergence des lymphomes, leurs phénotypes et index de 

prolifération. L’effet de la 3’RR sur l’oncogène est suffisant pour l’émergence de lymphomes 

B. Son absence ne semble pas être préjudiciable au développement de réactions 
inflammatoires/immunes. Son ciblage pourrait donc se révéler une approche thérapeutique 
intéressante pour diminuer son activité transcriptionelle sur l’oncogène transloqué. Un rôle 

potentiel des inhibiteurs des histones désacétylases est à l’étude. 
 
Mots-clés : Locus IgH, 3’RR, Myc, Lymphomes B matures, Activateurs transcriptionnels. 

Abstract 

The immunoglobulin heavy chain locus (IgH) undergoes several changes along B-cell 
differentiation. VHDJH recombinations during the early stages give the diversity of the antigenic 
repertoire. Somatic hypermutation (SHM) and class switch recombination (CSR) during late 
stages allow affinity maturation and the acquisition of new effectors functions. These 
rearrangements are highly regulated and are under the control of the IgH locus cis-regulatory 
elements. The 5’ Eµ enhancer is important for VHDJH recombination. The 3’ regulatory region 

(3’ RR) is essential for both CSR and SHM. These events induce breaks into the IgH locus, 
making it a hotspot for oncogenic translocations. The aim of my thesis was to understand the 
transcriptional interactions between Eμ and 3'RR enhancers and to evaluate whether the 
targeting of the latter could be of a potential therapeutic approach. We have demonstrated that 
3'RR is essential to control IgH transcription in mature B cells. It is dispensable during the 
initial stages of developement (VHDJH recombinations). At the pro-B cell stage, it has a silencer 
effect rather than a transcriptional one on the DJH segments expression. The analysis of 
lymphomagenesis in three mice models carrying an insertion of Myc in different locations at 
the IgH locus showed significant differences in lymphoma kinetics, phenotypes and 
proliferation index. 3'RR alone, as a major transcriptional activator of the IgH locus, is capable 
of leading to B-cell lymphomas. Its absence is not detrimental for the development of classical 
inflammatory/immune reactions. Its targeting may be of a potentially interesting therapeutic 
approach to decrease its transcriptional activity on the translocated oncogene. A potential role 
for histone deacetylase inhibitors is under study.  

Keywords:  IgH locus, 3’RR, Myc, mature B-cell lymphomas, Transcriptional enhancer.  


