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> 'étude de I’expression de différents marqueurs
membranaires permet de délimiter plusieurs
sous-populations de lymphocytes B, qui jouent
des roles distincts dans la réponse immunitaire
humorale. €n outre, les lymphocytes B possédent
des fonctions indépendantes de la production
d’anticorps. Produits tout au long de la vie par
la moelle osseuse, ou s’effectuent les réarran-
gements des genes d’immunoglobulines au cours
des étapes de maturation des précurseurs de la
lignée B, les lymphocytes B naifs co-expriment Université de Rouen, Faculté
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des IgM et des IgD membranaires (IgM' |gD"e")
qui constituent leur récepteur pour I’antigene

(BcR), et sont susceptibles de s’orienter vers dif-
férentes voies de différenciation conduisant a la

mise en place de sous-populations distinctes. < sere.jacquot@chu-rouen.fr
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Les lymphocytes B sont un constituant majeur du sys-
téme immunitaire. Cellules clefs de la réponse immuni-
taire humorale, ils sont a "origine de la production des
anticorps, molécules d’immunoglobulines réparties en
cing classes chez I’lhomme. Les immunoglobulines sont,
aprés I’albumine, les protéines les plus abondantes
dans le serum. Un individu de 70 kg produit environ 8 g
d’immunoglobulines par jour, dont 5 g d’IgA, 2,5 g d’IgG,
0,6 g d’lgM et des traces d’IgD et d’Ig€ [1]. Quotidien-
nement, plus de 3 g d’IgA et la moitié de la production
des autres classes sont transportées (Ig polymériques)
ou diffusent a la surface des muqueuses, principale-
ment digestives et respiratoires [2]. Les manifestations
infectieuses respiratoires et digestives caractéristiques
des déficits de "immunité humorale [3] attestent de
limportance de ce systeme et de son caractére non
redondant.

La réponse B folliculaire T-dépendante

La réponse des lymphocytes B aux antigénes protéiques
implique une coopération avec des lymphocytes T, dans
laquelle le lymphocyte B joue le role de cellule présenta-
trice d’antigéne au lymphocyte T; un événement molé-
culaire essentiel de cette coopération est I’engagement
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[4]. A cbté d’une premiére vague de différenciation de
cellules B en plasmocytes a IgM producteurs d’anticorps
de faible affinité, cette interaction T-B aboutit a une
réaction folliculaire, déclenchée par la migration de
quelques cellules B fondatrices depuis la zone T d’un
organe lymphoide secondaire ol a débuté Iactivation
B vers un follicule lymphoide, pour conduire a la forma-
tion d’un centre germinatif [5].

Le passage du lymphocyte B dans un centre germinatif
entraine la survenue d’altérations génétiques supplé-
mentaires au niveau des locus réarrangés des chaines
lourdes ou légeéres des genes d’immunoglobulines. Il
s’agit, d’une part, des hypermutations somatiques
des segments codant pour les domaines variables et,
d’autre part, de la commutation isotypique, qui per-
met la production des différentes classes d’immuno-
globulines. Ces deux processus distincts sont sous la
dépendance d’une méme enzyme spécifique des cellules
B des centres germinatifs, I’AID (activation induced
deaminase) [6, 7]. La mutation d’AID aboutit & un
déficit immunitaire caractérisé par un double défaut
d’hypermutations somatiques et de commutation iso-
typique, qui constitue I'une des formes des syndromes
d’hyper IgM. La survenue des mutations somatiques est
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contemporaine de I’acquisition, par les cellules B nai-
ves, de CD27 [8], un récepteur de la famille des récep-
teurs du TNF (tumor necrosis factor) impliqué dans la
différenciation ultérieure des cellules B en plasmocytes
[9]. Ces hypermutations sont un processus stochastique, qui entraine
une maturation de I'affinité des anticorps grace a la sélection, par
’antigéne présenté par des cellules spécialisées des follicules, les
cellules folliculaires dendritiques, des clones B exprimant un BcR de
forte affinité.
Cette reconnaissance de I’antigéne par le BcR permet des interactions
des lymphocytes B avec une sous-population T CD4* particuliere, les
cellules T auxiliaires folliculaires (Figure 1). Ces cellules ont été iden-
tifiées chez I’homme et sont définies par I'expression de CD185 (CXCR5,
chemokine (CXC motif) receptor 5), un récepteur de chimiokine res-
ponsable de leur comigration avec les cellules B dans les follicules
[10-12]. Leur activité d’aide a la production d’immunoglobulines a
été démontrée in vitro; elles expriment des molécules importantes
dans la coopération T-B, telles que CD154 et CD278 (ou ICOS, inducible
costimulator, une molécule de costimulation T de la famille de CD28
qui favorise particulierement la production d’interleukine 10 (IL-10)
par les lymphocytes T), et sécrétent de I'lL-10 et de I'lL-21, cytokines
qui contribuent a leur role d’aide a la production d’immunoglobulines.
L'étude, par la technique des puces a ADN, des profils d’expression
génique des cellules T auxiliaires folliculaires montre qu’elles posse-
dent, au sein des lymphocytes T CD4* de I"organisme, un profil trans-

criptionnel particulier, distinct notamment de celui
de cellules effectrices Thl ou Th2, et met en évidence
’expression de molécules susceptibles de jouer un rdle
fonctionnel important comme Bcl6, CD84 et CD229 [13].
Ces derniers, qui appartiennent a la famille des molé-
cules de costimulation apparentée a CD2, recrutent
la protéine adaptatrice SAP (signalling lymphocytic
activation molecule (SLAM)-associated protein, ou
SH2D1A), une protéine également préférentiellement
exprimée par les cellules T auxiliaires folliculaires, et
dont la mutation est responsable des syndromes lym-
phoprolifératifs liés a I’X [14].
Uaide apportée aux lymphocytes B par les cellules T
auxiliaires folliculaires est un point de contr6le majeur
de la réponse immunitaire humorale T-dépendante.
Le modele des souris KRNxNOD démontre que la seule
présence de lymphocytes T capables de reconnaitre un
auto-antigene peptidique présenté par des lymphocy-
tes B normaux permet de déclencher une maladie auto-
immune uniquement initiée par les auto-anticorps
ainsi produits [15]. Un autre éclairage sur importance
du contréle des cellules T auxiliaires folliculaires est
donné par le modele des souris sanroque, obtenues
par un programme systématique de mutagenese suivi
de la sélection de souches présentant des manifesta-
tions auto-immunes : les souris sanro-
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laire/lymphocyte T auxiliaire folliculaire. La coopération entre le lymphocyte B et le lymphocyte
T auxiliaire folliculaire est conditionnée par la reconnaissance de peptides antigéniques par le
TcR. Différentes familles de récepteurs de costimulation et les familles réciproques de ligand
sont impliquées : famille de CD28 (qui inclut (D278, I1COS) et ligands de la famille B7 (CD8O,
CD86, CD275) ; famille des récepteurs du TNF (CD40, CD27) et ligands apparentés au TNF (CD154,
CD70) ; famille des corécepteurs apparentés a CD2 (CD84, CD229), engagés dans des interac-
tions homotypiques. Ces interactions entre protéines membranaires sont complétées par la

sécrétion de cytokines.
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Figure 1. Interactions moléculaires mises en jeu lors de la coopération lymphocyte B follicu-

que développent une maladie lupique
due a une mutation du géne codant pour
la protéine Roquin, dont le rdle est de
réprimer I’expression de CD278 par les
lymphocytes T auxiliaires folliculaires
autoréactifs [16]. Si de tels mécanismes
régulateurs n’ont pas encore été formel-
lement mis en évidence chez ’lhomme,
il existe bien un point de contrdle des
lymphocytes B autoréactifs au niveau de
la réaction folliculaire : il a en effet été
montré que des lymphocytes B exprimant
des BcR autoréactifs présents dans le
répertoire des cellules matures naives
sont exclus des centres germinatifs, et
que leur spécificité est absente du réper-
toire mémoire et plasmocytaire [17].
Ce point de contrdle au niveau de la
réaction folliculaire parait en outre dis-
paraitre au cours du lupus érythémateux
aigu disséminé.

Poursuivie jusqu’a son terme, la réac-
tion folliculaire aboutit a la différen-
ciation terminale des lymphocytes B
folliculaires en lymphocytes B mémoire
ou en plasmocytes. Les plasmocytes



ainsi produits migrent vers la moelle osseuse ou
vers des territoires muqueux, selon le site initial de
I’activation B, et produisent des anticorps de forte
affinité appartenant aux différentes classes d’im-
munoglobulines. La population B mémoire recircule
et peut étre aisément identifiée dans le sang: ces
cellules, qui ont subi les processus d’hypermutation
somatique et, éventuellement, de commutation iso-
typique, sont CD27" et expriment des immunoglobu-
lines membranaires de classe IgM seule, ou IgG, IgA
ou Ig€. Les cellules B CD27" exprimant des IgM seules
(IgM* 1gD") se révelent distinctes des lymphocytes B
CD27" IgM* IgD* dont nous décrivons maintenant les
caractéristiques.

Les lymphocytes B IgM* IgD* CD27",
une population issue d’une voie
de différenciation extrafolliculaire

L'analyse des lymphocytes B du sang par un double
marquage avec des anticorps anti-lgD et anti-IgM
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Figure 2. Répartition des sous-populations lymphocytaires B
sanguines (D19* identifiées par ’analyse de I’expression d’IgM
et IgD membranaires et de CD27. 'analyse en cytométrie
en flux, apres sélection des cellules CD19*, montre que les
lymphocytes B se répartissent en lymphocytes B naifs IgM'"
IgD"e" D27~ (en noir) et lymphocytes B CD27* (en rouge), qui
comprennent d’une part des cellules B mémoire post-centre
germinatif IgM~ 1gD~ (ayant commuté leur classe d’immunoglo-
buline) ou IgM*e"'® (plus rarement) et, d’autre part, des cellules
B de type zone marginale IgM"&" [gD"*", Les pourcentages, qui
indiquent la répartition des lymphocytes B entre les différentes
sous-populations, sont représentatifs des valeurs obtenues

chez un adulte sain.
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permet de mettre en évidence plusieurs sous-popu-

lations (Figure 2). Les cellules B IgM"" |gD"e" sont

des cellules B naives (D27, dont les genes d’immu-

noglobulines sont réarrangés mais n’ont pas subi le

processus d’hypermutation. Les cellules B IgM* seule (IgD"), ainsi
que les cellules B IgM™ 1gD" (correspondant en fait aux cellules B IgG*
ou IgA*), sont des cellules B mémoire CD27* post-centre germinatif ;
elles sont absentes chez les patients atteints d’une autre forme liée
a I’X de déficit immunitaire avec hyper IgM, forme due a une muta-
tion du géne codant pour CD154, qui abolit toute signalisation par
(D40, indispensable a la réponse lymphocytaire B T-dépendante et
a la formation des centres germinatifs. Les cellules B IgM™e" [gD'o"
sont également des cellules CD27*, avec des génes d’immunoglo-
bulines ayant subi le processus d’hypermutation somatique, mais
leur présence chez les patients atteints de déficit immunitaire avec
hyper IgM lié a I’X suggére que leur origine est extrafolliculaire [18].
La comparaison des caractéristiques phénotypique des répertoires
et des profils d’expression génique indique que les cellules B IgM”
lgD* CD27* du sang forment la contrepartie circulante des cellules B
de la zone marginale de la rate [19] ; ces cellules de la zone margi-
nale appartiennent & une sous-population B particuliére, localisée
a la périphérie de la pulpe blanche splénique et impliquée dans la
réponse T-indépendante aux antigénes polysaccharidiques [20].
Chez la souris, ce role est partagé avec la sous-population des cel-
lules B1 [21], dont certaines, les cellules Bla, sont caractérisées par
I’expression de CD5. Chez I’homme, les cellules B IgM* I1gD* CD27" sont
effectivement impliquées dans la protection contre les infections
par des germes encapsulés comme Streptococcus pneumoniae [22] ;
elles pourraient donc représenter un compartiment lymphocytaire B
spécialisé dans la réponse T-indépendante aux antigenes polysac-
charidiques tels que les polysaccharides des capsules bactériennes.
Les cellules B1, dont I’existence chez ’lhomme est incertaine, seraient
alors une part de leur équivalent fonctionnel chez la souris. La pré-
sence des cellules B IgM* IgD* CD27* chez ’enfant avant I’dge de 2
ans, alors que la réponse immunitaire contre les bactéries encapsu-
lées est encore défective, suggere que "acquisition des hypermuta-
tions somatiques représente dans leur cas un mécanisme programmé
de développement, comme cela a été décrit dans certaines espéces
de mammiféres (mouton, lapin), plutdt que la conséquence d’une
activation immunitaire comme celle subie par les cellules B de cen-
tre germinatif. Le site d’acquisition des hypermutations somatiques
par les cellules B IgM* 1gD* CD27" reste incertain, d’autant que I’AID,
enzyme essentielle au processus d’hypermutation somatique, n’est
que faiblement détectée parmi les cellules B de la zone marginale de
la rate chez I’homme [23].

Quoiqu’il en soit, la population B IgM* IgD* CD27" semble étre le
résultat d’une voie de différenciation extrafolliculaire permet-
tant, grdace a une diversification du répertoire pré-immun par
hypermutations somatiques préalables au contact avec I'anti-
gene, de disposer d’une population B spécialisée dans la réponse
T-indépendante aux antigénes polysaccharidiques des bactéries
encapsulées.
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Lymphocytes B et genése
du tissu lymphoide secondaire : un réle
pour les cellules B indépendant de la production d’anticorps

Le role des lymphocytes B dans la genése du tissu lymphoide secondaire
normal a été bien établi a partir de différents modeles expérimentaux
murins. Des lymphocytes B exprimant la lymphotoxine membranaire
(LTa1B2) sont nécessaires a la différenciation des cellules follicu-
laires dendritiques [24, 25]. Ces cellules B représentent une source
majeure de LTalP2, qui permet I'induction de I’expression, par les
cellules folliculaires dendritiques ou par les autres cellules stromales,
des chimiokines CXCL13 (chemokine (CXC motif) ligand 13, ligand de
CXCR5) et, de facon plus surprenante, CCL21 (ligand de CCR7), respon-
sables, respectivement, de la migration des lymphocytes B [26] et des
lymphocytes T [27] vers les follicules et les zones T-dépendantes des
organes lymphoides secondaires (Figure 3). Ainsi, méme le peuplement
du tissu lymphoide splénique en lymphocytes T est B-dépendant. La
production de TNF par les cellules B a également un effet sur la diffé-
renciation des cellules folliculaires dendritiques et leur sécrétion de
CXCL13, par I'intermédiaire du récepteur du TNF de type |, CD120a [28].
Enfin, ce role des cellules B dans la formation et le maintien du tissu
lymphoide secondaire normal se prolonge probablement par un role
dans la néogenése de tissu lymphoide secondaire observée au cours de
différentes pathologies inflammatoires chroniques et auto-immunes.

Dans cette perspective, il est remarquable que le
traitement de certaines de ces pathologies, comme
la polyarthrite rhumatoide, par le rituximab, un anti-
corps monoclonal CD20 chimérique qui entrafne une
déplétion profonde des lymphocytes B, ait une effi-
cacité qui doit étre attribuée a des mécanismes qui
dépassent la seule suppression de la production d’an-
ticorps [29]. Dans d’autres maladies auto-immunes
comme les pemphigus, ou le réle pathogene direct des
auto-anticorps est établi, I'effet de la déplétion B
par le rituximab est néanmoins complexe, et affecte
différentiellement les productions d’anticorps, pro-
bablement selon les cinétiques de renouvellement,
les sites et les modalités d’induction des populations
plasmocytaires concernées (P. Musette, S.Jacquot
et coll.; données non publiées). Enfin, une autre
modalité thérapeutique a visée anti-inflammatoire,
le blocage du TNF par anticorps monoclonal ou récep-
teur soluble recombinant, s’accompagne également
d’effets immunomodulateurs attribuables a une alté-
ration de I'architecture du tissu lymphoide secondaire
par interruption de I'interaction lymphocyte B/cellule
folliculaire dendritique normalement assurée par le
TNF [30].

CD120a

Cellule stromale

Figure 3. Role des lymphocytes B dans la genése des formations lymphoides secondaires. L’ex-
pression de lymphotoxine (LTa132) par les lymphocytes B (LcB) permet d’induire I"expression,
par les cellules folliculaires dendritiques (FDC) et les cellules stromales, de chimiokines respon-
sables de la migration des lymphocytes B vers les follicules et des lymphocytes T (LcT) et cellules
dendritiques (DC) vers les zones T du tissu lymphoide secondaire. Outre son effet chimio-attrac-
tant sur les cellules B, Iinteraction de la chimiokine CXCL13 (chemokine (CXC motif) ligand 13)
avec son récepteur CD185 (CXCRS, chemokine (CXC motif) receptor 5) induit elle-méme Iex-
pression de lymphotoxine par les lymphocytes B, créant une boucle d’amplification positive. La
migration des lymphocytes T et des cellules dendritiques est sous la dépendance de I’interaction
CCL21-CD197 (CCR7). La production de TNF par les cellules B intervient également dans la diffé-

renciation des cellules folliculaires dendritiques et dans leur sécrétion de CXCL13.
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Exploration des sous-populations
lymphocytaires B du sang

Il semble donc possible de distinguer,
parmi les lymphocytes B d’un échantillon
sanguin, les cellules B naives CD27~ [gM'o"
IgD"e"  les cellules B mémoire post-cen-
tre germinatif CD27* IgMse¥'e/IgA*/1gG*
et les cellules B type zone marginale
CD27* IgMhigh |gD'" Au cours du déficit
immunitaire commun variable, déficit
immunitaire primitif caractérisé par une
hypogammaglobulinémie et une présence
de cellules B incapables de se différen-
cier en plasmocytes, I"analyse de ces
sous-populations permet d’identifier
des sous-groupes de sévérité clinique
croissante : présence normale des cel-
lules B CD27*, présence de cellules B
CD27* IgMMe" |gD'" sans cellules B CD27*
IgMseve/1gA*/IgG", absence de cellules B
cD27* [31].

Le spectre des sous-populations lympho-
cytaires B circulantes peut étre complété
par I'individualisation d’une petite popu-
lation de cellules B encore immatures,
récemment émigrées de la moelle osseuse



et qui termineront leur maturation en périphérie. Ces
cellules B dites «transitionnelles » sont identifiées par
la forte expression de CD38 et CD24 [32-34]; elles sont
CD27" et IgM* IgD*, et ne représentent qu’environ 3 % des
lymphocytes B circulants d’un adulte sain.

Enfin, une population de cellules CD19'" CD27heh
(Figure 4) peut étre observée de facon transitoire chez
certains individus, ou dans certaines situations patholo-
giques, notamment au cours du lupus érythémateux dis-
séminé en poussée : ces cellules, qui sont CD20" CD38"e"
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Figure 4. Mise en évidence de plasmablastes circulants. Les cel-
lules CD19'°" CD27"&" sont des plasmablastes, une population
qui résulte de I’activation de lymphocytes B et transite dans
le sang vers ses niches tissulaires. Ce contingent cellulaire est
habituellement absent ou trés minoritaire, sa présence révé-
lant la mise en ceuvre d’une réponse immunitaire humorale (ici

au cours d’un épisode infectieux aigu).

CD138* et expriment des Ig sous forme cytoplasmique (et

non membranaire), correspondent en fait a des plasma-

blastes, ou a des plasmocytes migrant vers leurs niches

tissulaires ou recirculant a partir de ces sites [35, 36].

Si CD27 joue un role bien défini dans les cellules B CD27*, comme récep-
teur favorisant leur différenciation en plasmocytes, sa fonction dans
les plasmocytes, caractérisés par une forte augmentation de son niveau
d’expression, n'est pas encore établie. Des observations réalisées au cours
du myélome, pathologie liée a "accumulation de plasmocytes tumoraux,
suggerent un role de CD 27 dans le contréle de la survie cellulaire : par le
recrutement de la protéine adaptatrice Siva [37], il pourrait avoir un effet
pro-apoptotique [38, 391, en complément d’autres mécanismes régula-
teurs de la survie plasmocytaire récemment décrits [40].

Conclusions

La combinaison de marquages multiples associant 2 a 4 marqueurs
permet I'identification par cytométrie en flux de plusieurs sous-popu-
lations B, correspondant a des cellules de niveaux de différenciation
distincts, engagées vers différentes fonctions (Tableau!). Cette
meilleure définition des sous-populations lymphocytaires B sanguines
humaines permet de disposer d’outils pour I’exploration des déficits
de ’immunité humorale, mais aussi de pistes pour la compréhension
de la physiopathologie des maladies auto-immunes ou inflammatoires
et pour I’étude des mécanismes d’action de leurs nouvelles modalités
thérapeutiques. Ces observations ne manqueront sans doute pas de
continuer a donner en retour des éclaircissements sur la biologie et la
geneése des sous-populations de lymphocytes B humains. ¢

SUMMARY

Heterogeneity and function of human B lymphocytes

B lymphocytes represent an important arm of the immune system. Besides
their main function of providing antibodies protecting against pathogens,
they also exert some regulatory functions, in particular for secondary
lymphoid tissue differentiation. Human B cells can be divided in various

Marqueurs
phénotypiques

Sous-populations

CD19* CD24Mieh CD3ghien

CD19* IgM'™" IgD"eh CD27- Lymphocytes B naifs

CD19* 1gb- CD27*
IgMsete ou 1gG*/IgA*

Lymphocytes B mémoire

CD19* IgM"e" |gD'>" CD27*

CD19'"¥ cD27*

Lymphocytes B transitionnels

Lymphocytes B « type zone marginale »

Plasmablastes/plasmocytes

Signification fonctionnelle

Lymphocytes B immatures récemment émigrés
de la moelle osseuse

Lymphocytes B avant toute stimulation par I’antigene

Lymphocytes B différenciés dans un centre germinatif
au cours d’une réponse T-dépendante

Lymphocytes B issus d’une voie de différenciation
extrafolliculaire, responsables de la réponse
T-indépendante aux antigeénes polysaccharidiques

Cellules productrices d’anticorps migrant
vers leurs niches tissulaires

Tableau I. Marquages membranaires permettant I’identification des principales sous-populations de [ymphocytes B et des plasmocytes sanguins.
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subsets representing different maturation stages and different pathways
of humoral immune responses. Naive IgM"®* |gD"e" (D27~ B cells can parti-
cipate in T-cell dependent immune responses leading to germinal center
formation in follicles of secondary lymphoid organs. Interactions with
follicular helper T cells, a recently identified CD185* T cell population pro-
viding help to follicular B cell, involve costimulatory molecules including
(D40, CD27, CD278 and SAP-recruiting receptors. B cell interaction with
follicular helper T cells represents a critical step controlling the gene-
ration of plama cells that ultimately produce high affinity, somatically
mutated, class-switched antibodies or of their memory B cell counterpart
(identified as CD27* Ig switched or IgM°"Y B cells). IgM"&" |gD'™" CD27* B
cells are a puzzling population apparently specialized in T-independent
responses to bacterial capsular polysaccharides. The extra-follicular,
probably antigen-independent, differentiation pathway of these cells,
allowing pre-immune repertoire diversification by somatic hypermuta-
tion, is not yet characterized. However, circulating IgM"e" |gD'¥ CD27*
B cells are similar to splenic marginal zone B cells. In addition to these
subsets, minor populations can also be identified in peripheral blood,
such as transitional B cells and plasma blasts. All together, deciphering
human B cell heterogeneity provides tools for investigations of humoral
immunodeficiencies and auto-immune diseases, that will in return shed
more light on B cell biology. ¢
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