II]/S NOUVELLES

médecine/sciences 1997 ; 13 : 261-3

Immuno-
hématologie

Virus

La différenciation des cellules souches
de la moelle osseuse en cellules B
miures est caractérisée par une succes-
sion d’étapes (figure 1) qui implique le
réarrangement des locus H (chaines
lourdes) puis L (chaines légeres) des
genes des immunoglobulines et leur
expression. Cette différenciation peut
étre aussi suivie par I’étude de
I’expression en surface d’un ensemble
de protéines répertoriées en clusters

Un nouveau déficit immunitaire
humain primitif non-XLA,
caracterisé par un blocage précoce
de la différenciation
des lymphocytes B au stade proB

de différenciation (CD). Ainsi, le
CD34 est un marqueur des cellules
souches hématopoiétiques humaines
et Iapparition des marqueurs CDI10
puis CD19 refléte 'engagement des
précurseurs hématopoiétiques dans la
lignée lymphoide B. Au stade préB,
les cellules CD34-CD19" ont réarrangé
le locus H des chaines lourdes des
immunoglobulines et synthétisent des
chaines p intracytoplasmiques qui

peuvent s’associer a des pseudo-
chaines légeres (WL) constituées de
deux protéines A-like (ou A5 chez la
souris) et VpréB. Une faible propor-
tion des complexes p-A-likeVpréB
peut alors étre exprimée a la surface
des cellules en association avec les
modules de transduction Igo/Igp.
L’importance des différentes molé-
cules qui constituent le récepteur
préB a pu étre clairement analysée
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Figure 1. Principales étapes de la différenciation des lymphocytes B chez ’'homme et différents niveaux de blocage
dans les déficits immunitaires touchant la lignée B. Les étapes sont caractérisées (1) par I'expression de marqueurs
de surface comme CD34, la pseudo-chaine légere (¥L), CD10, CD19, IgM (slgM) ou IgD (slgD), ainsi que par I'expres-
sion de protéines intracytoplasmiques comme la terminal-désoxy-transférase (TdT) ou la chaine lourde u d’lg (cu);
(2) par I'état des réarrangements des genes des Ig, d’abord ceux de la chaine lourde (D-J, et V,-DJ,) puis ceux des
chaines Ilégéres k et A (V,-J,). Cette différenciation peut étre bloquée a différents stades, comme le montre I’étude de
déficits immunitaires primitifs, soit au niveau des cellules souches (formes autosomiques de SCID), soit des petits
lymphocytes préB (XLA), soit, comme nous le présentons ici, au niveau des cellules proB (déficit non-XLA).
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chez la souris par inactivation génique
et ces expériences ont montré que
I’expression membranaire du com-
plexe p-PL est nécessaire a la transi-
tion du stade préB au stade B. Récem-
ment, nous avons identifié au sein de
la fraction CD34" de la moelle osseuse
des sous-populations proB, caractéri-
sées par la présence en surface de la
YL en absence de la chaine p, et qui
expriment ou non les marqueurs
CD10 et CD19 [1]. L’expression pré-
coce de la WYL a ce stade pourrait
constituer un marqueur d’engage-
ment dans la différenciation B sans
que la fonction d’un tel «récepteur
proB » soit encore démontrée.

Parallelement aux inactivations
géniques chez la souris, I’étude de
déficits immunitaires humains consti-
tue une autre approche de l'analyse
des molécules impliquées dans la dif-
férenciation lymphocytaire B (figure I).
Parmi cesimmunodéficiences, I'agam-
maglobulinémie liée au chromosome
X (XLA pour X-linked agammaglobuline-
mia), appelée aussi maladie de Bru-
ton, a été I'une des premieres immu-
nodéficiences décrites et, a prior, la
seule qui affecte chez ’homme spécifi-
quement et exclusivement les cellules
B [2, 3]. Les malades atteints de ce
syndrome souffrent d’infections récur-
rentes pyogéniques (otites, sinusites,
conjonctivites...) et ont des concentra-
tions d’immunoglobulines sériques
trées diminuées, conséquence d’une
quasi-absence de lymphocytes B circu-
lants (moins de 1% de cellules CD19*
contre 5% a 15% chez les individus
normaux). Chez ces patients, on ne
détecte pas non plus de centres germi-
natifs dans les organes lymphoides
secondaires (ganglions ou rate).
L’étude des précurseurs B médullaires
a révélé que si le compartiment des
cellules proB CD34'CD19* ne semble
pas affecté et peut méme étre ampli-
fié, il existe généralement un blocage
de la différenciation B au stade préB
CD34- CD10*CD19*cu*sIgM~*, avant
I'expression d’une IgM a la surface des
cellules et apres I'arrét de I'expression
de la terminal-désoxytransférase
(TdT) (figure 1). Ce blocage n’est pas
di & un défaut du micro-environne-
ment stromal mais bien a un défaut

* cu: chaine lourde p d’Ig intracyloplasmique; sigM :

e [gM de surface.
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intrinseque des lymphocytes B,
comme cela a été démontré par I’ana-
lyse de l'inactivation de I'X chez les
meres vectrices. En effet, alors que les
cellules T ou granulocytaires de ces
meres montrent une inactivation aléa-
toire d’'un chromosome X, les cellules
B utilisent systématiquement le chro-
mosome X qui ne porte pas la muta-
tion, démontrant que les cellules B qui
posseédent le chromosome muté sont
contre-sélectionnées. Le gene impli-
qué dans cette maladie a été identifié
et code pour une protéine tyrosine
kinase cytoplasmique appelée btk
(Bruton tyrosine kinase) (m/s n°3, vol. 9,
p. 332). Cette kinase est impliquée
dans les cascades d’activation induites,
entre autres par les récepteurs préB
ou B, et conditionnerait les étapes de
prolifération des précurseurs B.

L’analyse des immunodéficiences de
type XLA a révélé que 10 % des
patients sont des filles [4]. I est tres
improbable que ces filles soient homo-

zygotes pour une mutation du gene
btk, car I'incidence de cette mutation
dans la population est faible
(1/300000) et qu’il n’existe pas de gar-
con atteint de XLLA dans les familles de
ces filles immunodéficientes. Les ana-
lyses chromosomiques des cellules de
ces patientes n’ont révélé aucune trans-
location ni délétion ou insertion sur le
chromosome X. Ces patientes sem-
blent donc affectées par des déficits
autosomiques dont les génes mutés
induiraient un phénotype semblable a
celui du XLA. L’identification de ces
génes permettrait de découvrir
d’autres molécules importantes dans la
différenciation médullaire B humaine.
Nous avons étudi€ le cas d’une fillette
(18 mois) née de parents consanguins
qui présentait tous les symptomes d’un
XLA, c’est-a-dire des infections récur-
rentes, une sévere agammaglobuliné-
mie et une absence de lymphocytes B
CD19* périphériques alors que les
autres compartiments cellulaires san-

Tableau |
ANALYSES PHENOTYPIQUES ET TRANSCRIPTIONNELLES
DES CELLULES MEDULLAIRES DU PATIENT NON-XLA COMPAREES
A CELLES D'UN ENFANT DU MEME AGE
Patient non-XLA Témoin
Phénotypes
% des cellules lymphoides
CD34 13 15
YL 2 4
CD10 7 42
CD19 2,5 47
CD20 1 27
slgM 0 22
Transcrits (RT-PCR)
A-like/VpréB ++ ++
Rag-1/Rag-2 ++ ++
TdT +++ +++
Id +++ +++
IL-7Ra +++ +++
Btk ++ ++
E2A + ++
CD10 + +++
Syk + ++
Pax-5 +/- +++
CD19 +/—- +++
Iga/lgp +/- +++
Vy-C, +/- +++
V.-C, - +++

YL: pseudo-chaine légére,; Rag : recombination activating gene, TdT: terminal-désoxy-transférase,
IL-7R: récepteur de l'interleukine 7, Btk: Bruton protein kinase; Syk: protéine tyrosine kinase.
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guins n’étaient affectés ni dans leurs
phénotypes, ni dans leurs fonctions
[5]. Le caryotype normal excluait un
syndrome de Turner ou une transloca-
tion autosomique de I'X. L’analyse de
I'inactivation du chromosome X chez
la mére montra une inactivation aléa-
toire de ce chromosome dans les lym-
phocytes B. La mére de cette patiente
n’était donc pas vectrice du XLA et,
comme le pere n’était pas affecté par
cette maladie, 'hypothese d'un XLA
pour cette patiente était exclue. La
consanguinité des parents plaide en
faveur d’une origine autosomique
récessive de ce nouveau syndrome.

L’analyse des compartiments cellu-
laires de la moelle osseuse chez cette
patiente (Tableau I) a révélé que, si le
niveau d’expression de la WL était nor-
mal sur les cellules médullaires CD34*,
on ne retrouvait pas de cellules
YL'CD34 et quasiment pas de progé-
niteurs B CD19". Les rares cellules
CD34'CD19" attestent cependant que
I’engagement des cellules souches
dans la lignée B se produit bien mais
que le développement des progéni-
teurs B est bloqué trés précocement,
au stade proB, en 'absence de chaine
p. L’étude par RT-PCR (reverse trans-
criptase-PCR) de la transcription des
genes exprimés séquentiellement au
cours de la différenciation B a
confirmé la précocité du blocage
(Tableau I). La transcription des genes
du premier groupe (A-like, VpréB, Rag-
1, Rag-2, TdT...) (Rag: complexes a
activité de recombinase) (m/s n°S8,
vol. 6, p.820) qui sont exprimés tres
précocement au cours de I'ontogenése
B, ne semble pas diminuée. En
revanche, la transcription des geénes
du second groupe (E2A, CDI0, syk,

Pax-5, CD19, Iga, IgfB, VirC, V-C...J*
qui sont exprimés plus tardivement
dans la différenciation lymphocytaire
B est affectée a des degrés divers.
L’absence de tout réarrangement des
geénes des chaines lourdes ou des
chaines légeres des Ig démontre
encore la précocité de ce blocage qui
se produit donc bien au stade proB.
Le phénotype observé chez notre
patiente ressemble a celui des souris
Pax-5" (m/s n°3, vol. 11, p. 482) [5],
mis a part le fait qu’elle ne souffre
apparemment d’aucun probléeme du
systeme nerveux central. L’analyse de
la séquence codante du gene Pax-5
chez cette enfant n’a cependant révélé
aucune anomalie. L’implication de
Pax-5 dans ce déficit n’est toutefois pas
exclue, soit directement en faisant
intervenir une mutation dans des
séquences régulatrices non codantes
de ce gene, soit indirectement par le
biais d’'une autre protéine qui réglerait
I'expression de Pax-5. La redondance
d’autres protéines Pax, comme Pax-2,
pourrait alors suppléer I’absence de
molécules Pax-5 fonctionnelles dans le
systtme nerveux central. Tres récem-
ment, I'inactivation du gene IgB (B29)
chez la souris a aussi révélé un blocage
de la différenciation B au stade proB et
une implication potentielle d’Igp dans
la régulation des réarrangements V-
DJy [7]. Un défaut d’expression d’Igp,
ou par analogie d’Iga, pourrait donc
peut-étre engendrer un phénotype
analogue a celui de notre patiente. Le
clonage et le séquencage de ces trans-
crits permettront de confirmer ou
d’infirmer cette hypotheése.

* E2A: factewr de transcription de la famille bHLH ;

syk : tyrosine kinase.

Un autre cas d’agammaglobulinémie
sévére non-XLA touchant une petite
fille a été rapporté par De la Morena
et al. et semble assez similaire au
notre dans la mesure ou des transcrits
[ complets sont trés peu exprimés
[8]. Ces agammaglobulinémies pour-
raient constituer un nouveau type de
déficit immunitaire primitif rare qui
affecterait spécifiquement la différen-
ciation des lymphocytes B médul-
laires au stade proB avant le stade
préB ou s’exprime le défaut du XLA.
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