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Résumé 
 L’infection au VIH a plusieurs effets délétères, dont la dérégulation du 

compartiment des lymphocytes B. Cette dérégulation s’installe rapidement après 

l’infection et perdure au-delà de la thérapie antirétrovirale, pouvant mener à diverses 

maladies auto-immunes ainsi qu’à des lymphomes. Chez les individus atteints du VIH, 

cette dérégulation mène à l’augmentation de la fréquence des cellules B précurseurs de la 

zone marginale (MZ) dans le sang ainsi qu’à leur production d’IL-10, à l’augmentation du 

B-cell activating factor (BAFF), et à l’hyperglobulinémie. De plus, Nef a été détecté dans 

le sérum et dans les cellules dendritiques des patients infectés, les niveaux de Nef des 

patients corrélant avec leurs niveaux de BAFF. 

 

L’analyse d’un RNAseq effectué sur des cellules B MZ précurseurs démontre la 

diminution hautement significative d’expression des NR4As et de CD83 chez les patients 

VIH+ progresseurs comparativement aux contrôles VIH- et aux élites contrôleurs. Notre 

équipe a d’ailleurs démontré le potentiel et la fonction Breg associés à l’expression des 

NR4As et CD83 chez les cellules B MZ précurseurs du sang et d’amygdales. Aussi, la 

majorité de cette population co-exprime CD73 et CD39, molécules impliquées dans la 

synthèse de l’adénosine, cette dernière ayant un contrôle sur l’expression des NR4As.  

 

Nous voulions donc étudier l’effet de niveaux élevés de BAFF et de Nef sur la 

modulation de l’expression des NR4As, de CD83, CD73 et CD39 chez les cellules B MZ 

d'amygdales et l’effet de la déhydroergotamine (DHE) sur ce modèle, des études ayant déjà 

illustré sa modulation positive des NR4As. Nous étions aussi intéressés par la production 

d’IL-10 par ces cellules B MZ ainsi que l’effet de Nef sur son expression. Nous avons 

trouvé qu’après incubation avec BAFF et Nef, l’expression de NR4A1 et de CD83 était 

souvent plus basse qu’après une incubation avec BAFF seul qui semblait augmenter 

l’expression de ces dernières, ce qui concorde avec les résultats du RNAseq mentionné 

plus haut. Après une incubation avec Nef seul, l’expression des NR4As et de CD83 est 

similaire à l’expression mesurée après une incubation sans traitement, mais certains 

patients ont démontré une diminution légère de l’expression de ces molécules, chose 

normale puisque les échantillons contenaient tous des niveaux basaux de BAFF. De plus, 
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nos résultats démontrent que le DHE augmente l’expression de NR4A1 et 3 après que leur 

expression ait été diminuée par Nef et son effet semble être plus important au niveau des 

cellules B MZ et MZ précurseurs. Ces résultats suggèrent l’utilité du DHE pour la 

diminution des niveaux inflammatoires chez les individus atteints du VIH, les NR4As 

ayant un rôle anti-inflammatoire par la diminution des fréquences de NFkB, molécule 

modulée positivement par Nef. Nous avons remarqué que les populations exprimant IL-10 

co-expriment principalement CD10. L’effet de Nef n’a malheureusement pas été remarqué 

sur l’expression d’IL-10, d’autres études étant nécessaires avec nos populations 

d’amygdales. Bref, nos résultats suggèrent l’utilité d’agents thérapeutiques ciblant les 

NR4As en addition à la thérapie antirétrovirale, leur modulation chez les lymphocytes B 

MZ et MZ précurseurs pouvant être un aspect clé du contrôle des niveaux inflammatoires 

chez les individus atteints du VIH. 

 

 

Mots-clés : Virus de l’immunodéficience humaine, Nef, cellules B, zone marginale, 

cellules B MZ précurseurs, BAFF, BLyS, inflammation 
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Abstract 
HIV infection is accompanied by many deleterious effects, including B cell 

dysfunction. This dysfunction begins rapidly after infection and persists throughout the 

course of infection, without being fully restored by antiretroviral therapy. These alterations 

can lead to lymphomas and a multitude of auto-immune diseases. In people living with 

HIV, B-cell deregulation leads to an increase in “precursor-like” marginal zone (MZ) B 

cell frequency and their secretion of IL-10, to an increase in B-cell activating factor 

(BAFF), and to hyperglobulinemia. In addition, Nef has been detected in the serum and 

dendritic cells of infected individuals, its levels correlating with BAFF levels in affected 

patients.  

 

The analysis of an RNA-seq performed on precursor-like MZ B cells indicated a 

highly significant drop in NR4A1-3 and CD83 levels in HIV+ progressors compared to 

HIV- controls and HIV+ elite controllers. In fact, our team has previously demonstrated 

regulatory “Breg” potential associated to NR4A and CD83 expression in blood and tonsil 

precursor-like MZ B cells. The majority of this population also co-expresses CD73 and 

CD39, molecules involved in adenosine synthesis, adenosine being a regulator of NR4A 

expression.  

 

Therefore, we wanted to study the effects of BAFF and Nef on the modulation of 

NR4A, CD83, CD73 and CD39 expression in tonsil MZ B cells as well as the effect of 

dihydroergotamine (DHE) on this model, studies having already shown its positive 

modulation on the NR4As. We were also interested in the effects of Nef on IL-10 

production by MZ B cells. We found that after incubation with BAFF and Nef, NR4A1 

and CD83 expression was often lower than after an incubation with BAFF only, which 

seemed to increase their expression. This corresponds with the results of the RNA-seq 

mentioned above. After incubation with Nef alone, NR4A and CD83 expression is similar 

to the expression levels found after incubation without treatment. Some patients did 

demonstrate a slight decrease in the expression of these molecules, a normal observation 

considering all samples contain a basal level of BAFF. In addition, our results demonstrate 

that DHE increases NR4A1 and NR4A3 levels after their expression is initially decreased 
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by Nef, and its effect seems more significant in MZ and precursor-like MZ B cells. These 

results suggest the usefulness of DHE for the reduction of inflammatory levels in 

individuals living with HIV, the NR4As having an anti-inflammatory role by decreasing 

the frequency of NFkB, a molecule positively modulated by Nef. Furthermore, we noted 

the populations expressing IL-10 mainly co-express CD10. Unfortunately, Nef’s 

previously reported effect on IL-10 expression was not noticed, indicating the need for 

further studies using our tonsil samples. In conclusion, our results suggest the value of 

therapeutic agents targeting NR4As in addition to antiretroviral therapy, their modulation 

of MZ and precursor-like MZ B cells possibly being the key to controlling inflammatory 

levels in individuals living with HIV. 

 

 

Key words: human immunodeficiency virus, Nef, B cells, marginal zone, precursor like 

MZ B cells, BAFF, BLyS, inflammation 
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Revue de littérature 
1. Virus d’immunodéficience humaine 

1.1 Origine 

En 1999, une souche de virus d’immunodéficience simienne (VIS) nommée SIVcpz 

ressemblant de près au VIH a été retrouvée chez le chimpanzé. C’est cette découverte qui 

mena à l’hypothèse que le virus a dû, à un moment donné, être transmis d’un chimpanzé à 

un humain (1). Une recherche plus profonde mena à la découverte que les chimpanzés 

avaient acquis le virus en se nourrissant de deux espèces de singes ; le Mangabey à collier 

blanc et le Hocheur, portant deux souches de SIV. Les deux souches se sont fusionnées 

chez le chimpanzé pour créer le SIVcpz, qui infecta plus tard l’humain lorsque ce dernier 

entra en contact avec le sang ou les sécrétions mucosales du chimpanzé (2). En sautant du 

chimpanzé à l’humain, le SIVcpz devenu le virus d’immunodéficience humaine 1 (VIH-

1).  

 

Le VIH est constitué de quatre groupes (M, N, O, P) chacun représentant une 

transmission du chimpanzé à l’humain. Le groupe M, constitué de 9 sous-types (A-D, F-

H, J, K) (3) est le plus répandu (4). Le groupe O, découvert en 1990, est plutôt restreint au 

Cameroon, au Gabon et aux pays environnants et représente moins de 1% des infections 

au VIH-1 (5; 6) tandis que les groupes N et P, découverts en 1998 (7) et 2009 (8), n’ont 

infectés que 13 et 1 individus, respectivement (9; 10). Le groupe P proviendrait en fait des 

gorilles infectés au SIVgor (4), qui serait dérivé du SIVcpz lorsque le virus passa d’un 

chimpanzé à un gorille 100 à 200 ans passés (11).  

 

Un échantillon de sang obtenu en 1959 d’un homme de la République du Congo 

serait la première preuve du VIH chez l’humain. À l’aide de méthodes statistiques, les 

chercheurs suspectent donc que la première transmission du SIV en VIH à l’humain fut en 

1920 au Congo. Cette région vue aussi les premiers cas de syndrome d’immunodéficience 

acquise (SIDA) (12). Depuis l’apparition du VIH, les comportements humains et le 

développement socio-économique à l’échelle globale ont permis la propagation mondiale 

du virus.  
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1.2 Découverte 

En 1981, plusieurs hommes gais aux États-Unis furent diagnostiqués avec un cancer 

rare, le sarcome de Kaposi et une infection pulmonaire opportuniste, la pneumocystose (13; 

14). La maladie fut associée aux homosexuels, mais ne tarda pas à affecter d’autres 

populations tels les hémophiles, et les utilisateurs de drogues injectables, ces derniers étant 

particulièrement à risque dû à la prévalence d’un bas statut socioéconomique et de bas 

niveaux d’éducation (15; 16). La maladie obtint finalement le nom de Syndrome 

d’immunodéficience acquise (SIDA) en septembre 1982, nommé par le Center for Disease 

Control (17). 

 

En 1983, le VIH fut isolé et nommé Lymphadenopathy Associated Virus (LAV) par 

Luc Montagnier et Françoise Barré-Sinoussi à l’Institut Pasteur en France. En même temps, 

des chercheurs de l’Institut National du Cancer aux États-Unis isolèrent le même virus, le 

nommant Human leukemia T cell virus III (HTLV-III). En 1986, après avoir découvert que 

les deux virus étaient en fait le même, celui-ci fut nommé Virus d’immunodéficience 

humaine (VIH) (18). En 1986, un virus avec une morphologie similaire au VIH-1, mais 

possédant différents antigènes fut découvert en Afrique du Sud, causant aussi le SIDA chez 

les individus infectés. Ce virus fut nommé VIH-2 (19). Ce mémoire, étant axé sur l’étude 

du VIH-1, réfèrera à celui-ci en utilisant le terme « VIH ». 

 

1.3 Épidémiologie 

Depuis sa découverte aux États-Unis en 1981, le VIH a infecté plus de 77 millions 

d’individus, 35 millions étant décédés en conséquence de cette infection acquise 

principalement par voie hétérosexuelle (20). En 2017, 36,9 millions d’individus vivent 

avec le VIH et 59% sont traités. Malgré ces statistiques, le taux de nouvelles infections a 

chuté de 47% en 2017 comparé à 1996, et le taux de décès liés à l’infection en 2017 est 

51% plus bas qu’en 2004, où la mortalité était à un apogée. Le but actuel de UNAIDS est 

l’atteinte de 90-90-90 où 90% des individus infectés par le VIH sont au courant de leur 

infection, 90% des gens diagnostiqués sont traités par thérapie antirétrovirale et 90% des 

individus traités atteignent une suppression de la charge virale (21). 
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Aujourd’hui, les populations à risque sont les hommes ayant des relations sexuelles 

avec les hommes, les gens transgenres, les travailleuses du sexe et les utilisateurs de 

drogues injectables (22). Ces populations, ainsi que les clients des travailleuses du sexe et 

les partenaires sexuels des populations clés, représentaient 50% des nouvelles infections 

au VIH en 2017. En Afrique subsaharienne, les femmes sont plus à risque d’être infectées 

et représentaient 59% des nouvelles infections en 2017 due à plusieurs facteurs dont la 

violence contre les femmes, des facteurs psychologiques et les lois exigeant le 

consentement parental afin d’avoir accès à des services de santé sexuels et reproductifs. À 

l’extérieur de cette région, les hommes et les garçons étaient victimes de 69% des fatalités 

liées au SIDA. Malgré des efforts ardus des chercheurs, les données sur le VIH et le SIDA 

sont presque toutes approximatives puisque pour des raisons sociales, religieuses, ou même 

légales, les populations clés peuvent être réticentes à s’identifier (23). 

 

1.4 Structure du VIH-1 

Jusqu’à 8% de l’ADN humain provient d’anciennes séquences rétrovirales, le 

résultat d’infections périodiques chez les mammifères au cours de l’histoire (24). Le VIH, 

faisant partie de la famille des retroviridae, est entouré d’une membrane riche en 

lipoprotéines et a un diamètre de 100 nm. La membrane contient des trimères de gp120 et 

de la glycoprotéine transmembranaire gp41. Les deux sont liés ensemble de façon non 

covalente permettant à la gp120 d’être libéré spontanément. La matrice, recouverte de 

l’enveloppe, est composée de la protéine p17. La capside, elle, est composée de polymères 

de p24 et contient les enzymes virales transcriptase inverse, protéase et intégrase, ainsi que 

deux copies de l’ARN du VIH attachées à une nucléoprotéine (25). 

 

1.5 Génome du VIH-1 

Le génome du VIH est composé de deux copies identiques d’ARN à simple brin 

qui ne codent que pour 16 protéines (26). Le virus est caractérisé par trois gènes de 

structure dont gag, pol et env. Gag code pour les protéines structurales de la capside (p24, 

p7 et p6) ainsi que pour la matrice (p17) tandis que env code pour les glycoprotéines de 

l’enveloppe (gp120 et gp41) qui reconnaissent les récepteurs à la surface des cellules 

cibles. Gp120 contient 5 domaines conservés (C1 à C5) et 5 boucles variables (V1-V5) 
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(27). Les enzymes nécessaires à la réplication virale (transcriptase inverse, intégrase et 

protéase) sont codées par pol. D’autres gènes accessoires et régulateurs jouant un rôle dans 

la modulation de la réplication virale sont aussi présents (tat, rev, nef) (25). Le génome 

contient également des régions long terminal repeat (LTR) régulatrices à chaque bout des 

molécules d’ARN. Chaque LTR contient les régions U3, R et U5. (28) U3 représente des 

sites de liaison pour les facteurs de transcription cellulaires (29) et R, comprenant TAR 

(transactivation response element), est impliqué dans la transactivation médiée par Tat 

(30). 

 

1.5.1. Facteur négatif du VIH-1 (Nef) 

Nef est une protéine accessoire soluble de 27-35 kDa produite par le VIH-1 à partir 

d’un transcrit épissé à répétition. Elle est associée en partie à la membrane plasmique de la 

cellule via une molécule d’acide tétradécanoïque ajoutée à la partie N-terminus de la 

protéine post-traduction (31). Nef serais composée d’un centre globulaire, d’une région N-

terminale et d’une boucle C-terminale et son fonctionnement exige un aspartate à l’acide 

aminé 123 requis pour l’homodimérisation (32). Elle agit principalement comme une 

protéine de liaison entre sa protéine cible et la machinerie endosomale/vésiculaire de la 

cellule, dirigeant la protéine cible vers l’appareil de Golgi ou un lysosome (33). Son 

importance dans la pathogenèse de l’infection au VIH-1 découle du fait que les souches ne 

codant pas pour Nef ou ayant une basse expression de celle-ci mènent à une plus basse 

charge virale et de plus hauts niveaux de lymphocytes T CD4+ chez les individus infectés 

et ces individus ne développent généralement pas le SIDA (34; 35).  Des résultats similaires 

ont été observés chez les macaques infectés par des souches de SIV présentant une 

déficience en Nef (36).  

 

Nef pénètre plusieurs populations de cellules (37) dont les cellules dendritiques 

(DC) ayant un effet sur leur fonction et leur maturation (38) et induisant une sécrétion 

distincte de cytokines et chimiokines (38). En fait, la protéine mène à l’augmentation des 

niveaux de B lymphocyte stimulator (BAFF) sur les cellules dendritiques myéloïdes (mDC) 

chez les individus infectés au VIH en modulant la signalisation du signal transducer and 

activator of transcription 1-3  (STAT1-3) (39). Nef soluble est propulsé par les 
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prolongements des macrophages ou absorbé par les lymphocytes B par endocytose ou 

pinocytose, causant la suppression des class-switch recombination (CSR) ou la 

permutation de classe des immunoglobulines en bloquant la signalisation de CD40 (figure 

1). Cette interaction nuit à la réponse des cellules B mémoires T-dépendantes à haute 

affinité (40; 41). 

 

 
Figure 1. Effet de Nef sur les lymphocytes B (42). Représentation schématique des effets 

de Nef sur les lymphocytes B folliculaires. Nef livré aux cellules B par les macrophages 

infectés du centre germinatif inhibent la permutation de classe dépendante de CD40. De 

l’autre côté, les cellules B des zones extrafolliculaires contenant peu de Nef subissent une 

activation polyclonale en réponse aux hauts niveaux de ferritine et de BAFF. 

 

1.5.1.1. Esquive du système immunitaire 

Afin d’éviter la reconnaissance par le système immunitaire, Nef est capable de 

diminuer l’expression du complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (CMH-I) en 

surface des cellules en causant leur internalisation. De plus, elle redirige les molécules 

CMH-I en chemin vers la membrane plasmique vers l’appareil de Golgi. Une fois 

accumulées dans l’appareil de Golgi, les molécules CMH-I sont exportées dans des 

lysosomes et protéolysées. La perte de ces molécules en surface de la cellule prévient la 

lyse des cellules infectées par les lymphocytes T cytotoxiques. Nef diminue aussi 

l’expression des molécules human leukocyte antigen HLA-A et HLA-B responsables de la 
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présentation endogène d’antigènes aux lymphocytes T cytotoxiques sans affecté HLA-C et 

HLA-E qui sont impliqués dans l’inhibition de l’activité cytotoxique des cellules natural 

killer (NK). La présence d’un résidu de tyrosine en position 320 de la queue cytoplasmique 

de HLA-A et HLA-B permet cette sélectivité (37). 

 

1.5.1.2. Rôle dans l’inflammation 

L’inflammation chronique observée chez les patients atteints du VIH serait entre 

autre liée à la persistance de Nef provenant des réservoirs du virus. Ceci suggère que le 

virus peut produire Nef indépendamment de sa réplication (43). Contrairement au SIV, la 

protéine Nef du VIH perd son habileté de diminuer l’expression de CD3 mais pourrait 

contribuer à l’état d’inflammation chronique. Par contre, plusieurs contradictions à cette 

hypothèse persistent (37). 

 

1.5.1.3. Prévention de la surinfection 

La surinfection, l’acquisition d’une 2e souche du VIH après une infection primaire, 

est toxique pour les cellules et cause une diminution de la production de virions (37). Par 

moyen d’endocytose médiée par la clathrine (44; 45) et par une augmentation de rétention 

endosomale des molécules de CD4 (46; 47), Nef diminue l’expression de CD4 

membranaires, le récepteur principal du VIH-1 (48). Cette action permet une libération 

plus efficace de nouveaux virions (49; 50), augmente l’infectiosité de ces virions (51) et 

prévient la surinfection (52). Cette habilité de Nef à diminuer l’expression de CD4 en 

surface est observée chez tous les types de cellules (53). Nef préviens aussi la surinfection 

en diminuant l’expression de récepteurs du VIH tels que CCR5 est diminuer de façon 

efficace tandis que CXCR4 n’est que légèrement affecté par la protéine du virus (37). 

 

1.6 Cycle réplicatif 

1.6.1. Entrée dans la cellule 

Afin d’entrer dans une cellule, le virion du VIH doit repérer une cellule permissive. 

Certaines molécules de surface telle les pattern recognition receptors (PRR) dont dendritic 

cell-specific ICAM-3 grabbing-nonintegrin related (DC-SIGN) peuvent s’attacher de 

façon spécifique ou non avec les protéines de l’enveloppe virale. Ces interactions 
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améliorent l’efficacité de l’infection en rapprochant le virion de la cellule hôte et donc du 

corécepteur CD4, mais ne sont pas nécessaires pour l’établissement de l’infection (27).  

 

60% des lymphocytes T, des précurseurs de lymphocytes T du thymus, des 

monocytes, macrophages, éosinophiles, DC et des microglies du système nerveux 

possèdent la glycoprotéine CD4 à leur surface. C’est à cette molécule que la gp120 du virus 

se lie afin d’entamer le processus de pénétration cellulaire. Suite à l’interaction entre gp120 

et CD4, l’enveloppe virale du VIH subit un changement de conformation où il y a 

réarrangement des boucles V1 et V2 suivi de V3, ce qui expose le domaine de gp120 

capable de lié des chémorécepteurs. Il existe plusieurs ligands capables d’agir comme 

corécepteurs du VIH facilitant l’entrée du virus dans la cellule, mais les plus communs sont 

CXCR4 et CCR5 (54). L’importance de ces corécepteurs est reflétée par le fait que les 

individus déficients en CCR5 sont résistants à l’infection au VIH-1 (55). CXCR4 se 

retrouve sur plusieurs cellules, dont les lymphocytes T, et se lie naturellement à stromal 

cell-derived factor 1 (SDF1) tandis que CCR5, un récepteur de la famille des b-

chimiokines, se retrouve sur les monocytes et macrophages, les DC et les lymphocytes T 

activés. Les souches du VIH peuvent être classifiées selon le corécepteur utilisé. Les 

souches R5 lient CCR5, les souches X4 lient CXCR4, et les souches R5X4 lient les 2 

corécepteurs (56). Seules les souches R5 et R5X4 sont transmises entre individus (57) et 

les souches X4 ne deviennent prédominantes que plus tard dans l’infection (58). 

 

Gp120 lié à CD4 ainsi qu’à un chémorécepteur permet une meilleure fixation du 

virus menant à l’insertion de gp41, une protéine de fusion hydrophobe, dans la membrane 

cellulaire cible. L’interaction des séquences HR1 et HR2 de gp41 permet le changement 

de configuration de la partie extracellulaire de cette glycoprotéine en épingle, et cette 

structure rapproche les membranes virales et cellulaires, permettant la fusion de celles-ci 

et ainsi l’entrée de la capside virale dans la cellule via un pore de fusion (27). Une fois dans 

la cellule, la capside se désagrège, libérant les deux brins d’ARN viral (25). Le génome 

viral se déplace ensuite vers le noyau de la cellule cible à l’aide de microtubules (59). 
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1.6.2. Décapsidation 

 Le processus de décapsidation du VIH est encore mal compris. Il implique 

probablement la phosphorylation de la matrice médiée par une kinase mitogen activated 

protein (MAP), l’action de la cyclophiline A et les protéines virales Nef et Vif. 

L’association de Nef à une pompe à proton (V-ATPase) pourrait produire des changements 

locaux de pH, promouvant la décapsidation (60). 

 

1.6.3. Transcription inverse 

Après l’entrée du virus dans la cellule et la décapsidation vient la transcription 

inverse où l’ARN viral est converti en ADN proviral grâce à la transcriptase inverse et à 

l’intégrase. Le complexe de transcription inverse est libéré de la membrane plasmique et 

accoste des microfilaments d’actine. Cette interaction est médiée par la matrice 

phosphorylée et est requise pour la synthèse adéquate de l’ADN viral. Vif permet la 

stabilisation du complexe de transcription inverse en maîtrisant les effets déstabilisants des 

protéines de l’hôte (60). 

 

Le site actif de la ribonuclase H de la transcriptase inverse forme une double hélice 

hybride ARN/ADN et dégrade ensuite l’hélice d’ARN. Il y a ensuite complétion du brin 

complémentaire d’ADN, formant une molécule d’ADN à double brin (25). La terminaison 

de la transcription inverse résulte en la formation du complexe de préintégration (PIC). Ce 

dernier est composé d’ADN complémentaire (ADNc) à double brin, de l’intégrase, de la 

matrice, du Vpr, de la transcriptase inverse et du high-mobility group DNA-binding protein 

(HMGI[Y]). Le PIC se déplacerait vers le noyau à l’aide de microtubules, entrant par un 

pore nucléaire (60). 

 

Une fois le PIC dans le noyau, l’intégrase permet l’intégration de l’ADN viral dans 

le génome cellulaire en clivant des nucléotides de chaque extrémité 3’ de l’ADN viral. 

L’intégrase clive aussi l’ADN cellulaire et catalyse la liaison de cette dernière avec l’ADN 

viral. Il est nécessaire que la cellule soit activée afin que ce processus ait lieu et que l’ADN 

provirale soit exprimé (25).  
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Avant d’être intégré dans le génome cellulaire, l’ADN viral peut être retrouvé dans 

le noyau sous forme linéaire ou circulaire 1-LTR ou 2-LTR (61). Ces formes ne produisent 

pas de virus infectieux, mais elles sont capables de produire des niveaux basaux de Nef, 

Tat et Rev par activation du promoteur LTR par certains facteurs cellulaires dont NF-kB 

(61; 62). 

 

1.6.4. Transcription, assemblage et sortie 

 Le virion contient tout le matériel nécessaire à la synthèse de nouveaux virions 

infectieux. Les enzymes virales sont contenues dans la polyprotéine Gag-Pro-Pol, qui est 

générée lorsque les ribosomes s’occupant de la traduction se déplacent au cadre de lecture 

ouvert de gag à l’extrémité 3’. Ces ribosomes traduisent ensuite le gène pol (63). 

 

La transcription de l’ADN proviral produit des protéines de régulation de 

l’expression des gènes tel Tat et Rev. Ceux-ci stimulent et facilitent la transcription et 

l’expression de gènes structuraux et enzymatiques, et inhibent la production de protéines 

de régulation. Ces actions stimulent la production de particules virales matures (25). Plus 

précisément, Tat est un activateur du promoteur du LTR et sa séquence cible, nommée 

transactivation response (TAR), est située à l’extrémité 3’ du LTR (64). Sans Tat, le 

recrutement des facteurs de transcription cellulaires est suffisant pour initier la 

transcription, mais celle-ci produira peu de transcrits complets (65). Rev, lui, se lie à un 

Rev responsive element (RRE) afin de faciliter le transport de molécules d’ARN au travers 

la membrane nucléaire, permettant leur traduction dans le cytoplasme (66). 

 

 L’ARN messager viral migre vers le cytoplasme afin de synthétiser des protéines 

structurales et des virions. La protéine Gag du VIH dirige les évènements majeurs liés à 

l’assemblage du virion (63). Le noyau du virion est formé par les protéines codées par pol 

et gag tandis que les glycoprotéines de l’enveloppe proviennent du gène env. Env et les 

protéines accessoires proviennent d’ARN épissés et ces ARNm quittent le noyau via la 

route d’exportation d’ARNm normale. En contraste, l’ARN non épissé ou épissé de façon 

incomplète quitte le noyau via une voie d’exportation dépendante de Rev. Gp120 et gp41 

sont les produits du clivage de gp160. Ces protéines entourent deux brins d’ARN viral et 
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des enzymes de réplication formant la capside virale qui se dirige ensuite vers la surface 

de la cellule. La scission de la polyprotéine Gag-Pol par les protéases virales produit des 

virions matures infectieux (67) qui bourgeonnent hors de la cellule hôte, obtenant de celle-

ci leur nouvelle enveloppe. Le bourgeonnement, médié par endosomal sorting complexes 

required for transport (ESCRT) qui est recruté par la protéine p6 de Gag (63), permet au 

virion de s’enrichir avec des protéines, des phospholipides et du cholestérol provenant de 

la cellule (25).  

 

Afin d’éviter l’interaction de gp120 avec les molécules CD4 lors du 

bourgeonnement du virion, Nef accélère l’endocytose et la dégradation des CD4 et des 

molécules de CMH-I et II présentes à la surface cellulaire (68). Les molécules de CD4 sont 

ensuite captées dans le réticulum endoplasmique par gp160 et dégradées par Vpu, libérant 

la gp160 (69). Vpu s’occupe aussi de former des pores conducteurs afin de faciliter la 

libération des virions (70). Un schéma du cycle réplicatif est illustré à la figure 2. 

 
 

Figure 2. Cycle réplicatif du VIH (71). Les étapes de la réplication virale sont numérotés.  
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2. Pathogenèse du VIH-1 

2.1. Transmission 

 Le VIH peut être transmis de plusieurs façons : la transmission se fait 

principalement par les muqueuses et par un contact avec des liquides et sécrétions 

contaminées tels le sang, le sperme, les sécrétions vaginales et de l’anus, et le lait maternel. 

Le virus se transmet aussi de mère à enfant pendant la grossesse, l’accouchement ou 

l’allaitement ou par voie intraveineuse ou sous-cutanée lors de contact avec du matériel 

contaminé comme chez les utilisateurs de drogues injectables ou lors de procédures avec 

des instruments médicaux contaminés (72). Aujourd’hui, la transmission par voie 

hétérosexuelle est responsable de 85% des infections au VIH (73).  

 

Certaines recherches suggèrent que la transmission vaginale du virus est le résultat 

de l’infection d’une petite quantité de macrophages, DC ou lymphocytes T CD4+ situés 

dans la lamina propria (74). Le virus s’infiltre dans ces cellules de plusieurs façons, dont 

par endocytose, transcytose, ou en s’attachant aux mannose C-type lectin receptors (CLRs) 

situés sur les macrophages et les DC (75). Chez le modèle animal du Macaque rhésus 

exposé au SIV, la pénétration de la barrière épithéliale de la muqueuse par le virus est 

observée après seulement quelques heures (76). Après avoir croisé cette barrière, la 

population fondatrice de cellules infectées subit une expansion locale durant une semaine, 

ce qui mène à une production suffisante de virus pour le déclenchement d’une infection 

systémique des organes lymphoïdes secondaires (77). 

 

2.2. Phases cliniques de progression 

2.2.1. Phase aigüe 

 Immédiatement après l’exposition et la transmission, le virus commence à se 

répliquer dans la muqueuse, la sous-muqueuse et les tissus lymphoréticulaires sans être 

détectable dans le plasma (78; 79). Les premières cellules cibles semblent être des 

lymphocytes T CD4+ principalement au repos n’exprimant pas de marqueurs d’activation 

(80), mais ayant une expression résiduelle de co-récepteurs, ce qui est nécessaire pour 

l’établissement d’une infection productive (81). L’intégrine a4b7, présente dans l’intestin, 
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facilite l’entrée du virus et favorise l’infection de lymphocytes T helper 17 (Th17) CD4+ 

ayant ce même phénotype (82). Les cellules Th17, cruciales pour le maintien de l’intégrité 

de la barrière épithéliale des muqueuses, pourraient être une source importante 

d’inflammation menant à la dissémination subséquente du virus (83). En effet, le tractus 

génital est enrichi de lymphocytes T CD4+ Th17 CCR6+ qui sont préférentiellement 

infectés par le VIH lors des 48 h suivant l’infection, et qui contribuent à la persistance 

virale au-delà de la thérapie antirétrovirale (83; 84). Il a aussi été démontré que le tractus 

génital, porte d’entrée principale du VIH à côté de la voie anale, contient des lactobacilles 

qui mènent à l’acidification du mucus cervico-vaginal par la production d’acide lactique. 

Cette acidification élimine la charge négative du virus sans lyser sa membrane, et ralentit 

sa diffusion de 1000 fois (85). 

 

Le virus demeure indétectable pendant 7 à 21 jours (57; 86), période nommée phase 

éclipse, mais migre rapidement vers le gut-associated lymphoïd tissue (GALT) en passant 

par les ganglions lymphatiques (87), où il se retrouve après avoir traversé la barrière 

épithéliale des muqueuses par différents mécanismes dont les microfissures engendrées par 

des relations sexuelles (76; 88). De plus, seule une couche simple de cellules épithéliales 

protège l’endocol et constitue la zone de transformation entre l’ecto et l’endocol (89). Une 

fois dans les ganglions lymphatiques, le virus a accès à beaucoup plus de cellules qui lui 

sont susceptibles à proximité les unes des autres (81). 

 

Lors de la phase éclipse, les titres viraux augmentent exponentiellement et peuvent 

atteindre 108 copies d’ARN par millilitre de plasma 3 à 4 semaines après l’infection (90) 

menant à une réduction drastique des lymphocytes T CD4+ (91). Ces niveaux de virémie 

diminuent grâce à la réponse immunitaire de l’hôte dont l’activité cytotoxique des 

lymphocytes T CD8+ (92). Des anticorps spécifiques au VIH sont observés entre 3 à 5 

semaines après l’infection (93). Ceux-ci se lient aux antigènes du virus, déterminent la 

prévention de l’infection cellulaire (94) et ont un fort potentiel antibody-dependent cellular 

cytotoxicity (ADCC), menant à l’élimination de cellules infectées par les lymphocytes T et 

les cellules NK (95). Malheureusement, le virus mène à la perte progressive de cellules 

effectrices fonctionnelles, dont les cellules NK, qui contrôlent la réponse ADCC. De plus, 
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les souches du VIH mutent afin d’évader la réponse ADCC, diminuant de façon importante 

l’efficacité de ce mécanisme (95).  

 

 50% des gens infectés demeurent sans symptômes lors des quatre semaines suivant 

l’infection, tandis que l’autre moitié développent des symptômes similaires à ceux de la 

mononucléose (66). Les symptômes peuvent consister d’une fièvre, de malaises et de 

douleurs musculaires, d’une perte de poids et d’une lymphadénopathie (96), et persistent 

généralement pendant 7 à 10 jours (25). 

 

2.2.1.1. Importance de l’épithélium des muqueuses 

 Il est facile d’attribuer un rôle moindre à la barrière épithéliale des muqueuses, mais 

celle-ci a en fait un rôle actif dans la réponse immunitaire de l’hôte. Contrôlées par les 

hormones œstradiol et progestérone, les cellules épithéliales des muqueuses peuvent guider 

la réponse innée contre les microorganismes (97). À l’aide de Toll-like receptors (TLRs) 

qui reconnaissent et répondent aux pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), ces 

cellules épithéliales peuvent prévenir le système immunitaire de la présence de pathogènes 

afin que ces derniers orchestrent la réponse appropriée (98). La signalisation des cellules 

épithéliales des muqueuses par chimiokines et cytokines peut aussi mener au recrutement 

de cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDCs) (99) et autres cellules impliquées dans la 

réponse immune innée, dans la réponse immune adaptative, et dans l’inflammation (81).  

 

2.2.2. Phase chronique 

Après la phase aigüe vient la phase chronique de l’infection au VIH, où une 

réduction de la virémie mène à une période asymptomatique due à l’activation du système 

immunitaire inné et adaptatif (100). La majorité des individus entrent en phase chronique 

environ 6 semaines après avoir été infectés et peuvent y demeurer pendant plus de 10 ans 

(101). Une inflammation chronique systémique est établie dès le départ causée par la 

persistance de la réplication virale dans les compartiments du corps chez ces individus (25). 

Il y a réduction lente et graduelle de lymphocytes T CD4+ (100) et destruction du tissu 

lymphoïde due à la réplication virale et à l’activation immunitaire. Ces évènements mènent 

à une dissémination virale aux lymphocytes T CD4+ environnants, entrainant une 
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dispersion du virus dans le système lymphoïde (25). La phase chronique voit une 

réplication virale marquée dans la lamina propria, la sous-muqueuse intestinale, et dans les 

ganglions lymphatiques de drainage (102; 103). La progression de l’infection au VIH est 

déterminée par la capacité de l’individu à rétablir sa population de lymphocytes T 

mémoires dans le mucosa associated lymphoid tissue (MALT) et dans les ganglions 

lymphatiques, ainsi que sa capacité à contenir la réplication virale. Si l’individu est 

incapable de limiter la réplication virale, il y a détérioration des tissus lymphoïdes et une 

chute des niveaux de lymphocytes T CD4+ (25).  

 

Les tissus lymphoïdes contiennent plusieurs cellules cibles rapprochées permettant 

une propagation virale facile entre cellules avec une faible pénétration des composés 

antirétroviraux, créant un réservoir pour le VIH. Les lymphocytes T CD4+ étant 

susceptibles à la réplication virale et pouvant contenir le virus latent représentent un second 

réservoir viral (87). Le virus en latence se retrouve sous 2 différentes formes dans les 

lymphocytes T CD4+ soit sous forme de préintégration labile, ou sous forme de 

postintégration stable (104; 105). 

 

Selon la durée de la phase chronique, les individus atteints du VIH peuvent être 

classés dans 1 de 3 sous-groupes de progression. Les progresseurs classiques représentent 

70-80% des individus infectés au VIH et demeurent en phase chronique pendant 6-8 ans. 

Chez eux, le virus demeure actif et il y a perte progressive des lymphocytes T CD4+, mais 

ils auront peu de symptômes. Les progresseurs rapides représentent 10-15% des individus 

infectés, ceux-ci ayant une phase chronique de 2 à 3 ans. Finalement, les progresseurs lents, 

représentant moins de 5% des infections au VIH, peuvent vivre sans symptômes pendant 

une très longue période de temps. Ceux-ci maintiennent un niveau de lymphocytes T CD4+ 

de 500 cellules/uL ou plus (106). Un sous-groupe de progresseurs lents nommé les 

« contrôleurs élites » n’ont pas de virus détectables dans leur sang et donc demeurent sans 

symptômes (107).  

 

2.2.3. SIDA 
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 Lorsque l’individu ne peut continuer à contrôler la réplication virale du VIH, 

l’infection mène à la destruction du système lymphoïde et à une diminution drastique du 

nombre de lymphocytes T CD4+. La perte de ces lymphocytes rend l’individu vulnérable 

à plusieurs infections opportunistes par des bactéries, virus, champignons, et parasites et à 

des tumeurs. En fait, le SIDA est défini par l’apparition d’infections opportunistes 

communes causées par Pneumocystis jirovecii, Toxoplasma gondii, Candida albicans, 

Cytomegalovirus, Herpes zostère ou des parasites entérohépatiques (108) et par un taux 

sanguin de lymphocytes T CD4+ inférieur à 200 cellules/uL (106). 

 

Les symptômes associés au SIDA sont l’inflammation propagée des ganglions 

lymphatiques, une perte de poids importante, une fièvre, et des troubles respiratoires et 

gastro-intestinaux. Un risque élevé de mortalité est aussi indiqué par une encéphalopathie 

progressive (25). Les individus en phase SIDA peuvent développer des lymphomes et la 

maladie de Kaposi, accélérant la progression de la maladie (109).  

 

2.3. Traitements antirétroviraux 

 En 1985, le premier traitement du VIH fut développé par une équipe de chercheurs 

au National Cancer Institute. L’inhibiteur de la transcriptase inverse, nommé zidovudine, 

démontra qu’un traitement était possible, et fut un point de départ pour le développement 

de thérapies antirétrovirales subséquentes. Aujourd’hui, une trentaine de médicaments 

antirétroviraux sont offerts pour traiter les individus atteints du VIH. Parmi eux se trouvent 

les inhibiteurs nucléosidiques et non-nucléosidiques de la transcriptase inverse, dont les 

analogues de nucléotide et les inhibiteurs liant la transcriptase inverse, les inhibiteurs de 

protéase, les inhibiteurs de fusion, les inhibiteurs d’entrée et les inhibiteurs d’intégrase. 

Comme leurs noms l’indiquent, chacune des 6 classes d’antiviraux cible un procédé distinct 

dans le cycle réplicatif du VIH (110).  

 

 Le risque du développement d’une résistance virale lors de la monothérapie mena 

à la highly active antiretroviral therapy (HAART) dans les années 1990, un traitement de 

combinaison de différentes classes d’inhibiteurs (110). La combinaison d’un inhibiteur de 
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protéase et de deux analogues de nucléotides de la transcriptase inverse fut le premier 

traitement capable de diminuer les titres viraux en bas de la limite de détection (111). 

 

Lorsqu’un individu atteint du VIH commence un traitement antirétroviral, ses 

niveaux de lymphocytes T CD4+ augmentent, la charge virale diminue et dans la plupart 

des cas, la morbidité et mortalité liée au virus revient à la normale (112). Par contre, 

l’individu doit adhérer à son traitement pour le reste de sa vie, ce qui peut être difficile pour 

des raisons de coûts, de disponibilité, de facteurs socioéconomiques et d’effets secondaires 

(113) tels la lipodystrophie, la dyslipidémie et l’ostéoporose (114). Malgré les avancements 

incroyables dans le traitement de l’infection au VIH, une inflammation chronique et une 

dérégulation immune persistent chez les individus traités, et il n’existe toujours pas de 

remède (87). De plus, même si un individu est sous traitement, le VIH mène à l’accélération 

des problèmes en lien avec le vieillissement tel les maladies cardiovasculaires (115). 

 

2.4. Facteurs immunologiques de l’hôte 

2.4.1. Lymphocytes B 

 Vues en détail dans la section 3. 

 

2.4.2. Cellules dendritiques (DC) 

Aux sites d’infection des muqueuses, les DC sont parmi les premières cellules à 

être exposées au virus afin d’orchestrer une réponse immunitaire innée et adaptative. Elles 

ont la capacité de coordonner une homéostasie entre la tolérance et la protection, 

permettant un meilleur contrôle de l’infection. Il existe 2 sous-types majeurs de DC : les 

mDC et les pDC. Les mDC, spécialisées en présentation d’antigènes, gèrent la réponse 

adaptative et peuvent être identifiées par leur expression de CD11c et HLA-DR (116), 

tandis que les pDC gèrent la réponse innée en sécrétant des interférons de type a (IFNa) 

(38). Les deux sous-types expriment CD4 et les corécepteurs CCR5 et CXCR4 et sont donc 

susceptibles à l’infection au VIH, malgré qu’ils entretiennent une infection moins 

productive que les lymphocytes T CD4+ (117; 118). En fait, les mDC peuvent restreindre 

la réplication virale grâce à leur facteur de restriction SAM domain and HD domain-

containing protein 1 (SAMHD1) (119). 
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2.4.2.1. Cellules dendritiques myéloïdes (mDC) 

Les mDC, composées de cellules de Langerhans et de DC du derme (120) capturent 

et internalisent le virus grâce à leur PRRs, mais les mDC immatures peuvent quand même 

être infectés par celui-ci. Le virus capté par les mDC et infectant les mDC immatures 

infecte les lymphocytes T CD4+ environnant, propageant l’infection (121). Lors d’une 

infection au VIH, la fréquence des mDC dans le sang est diminuée, possiblement due à une 

migration vers les ganglions lymphatiques, ou à une augmentation de l’apoptose (122). De 

plus, comparativement aux patients sains, les DC du sang périphérique de patients infectés 

au VIH sont moins aptes à stimuler les lymphocytes T allogéniques (123). La diminution 

d’expression de CD80 et CD86 chez les DC DC-SIGN+ des patients infectés en serait peut-

être la cause (124). On observe aussi une augmentation de l’expression du ligand 

programmed death ligand-1 (PD-L1) à la surface des mDC, ce qui entraine l’expression 

de programmed cell death protein 1 (PD-1) chez les lymphocytes T (125). Les mDC 

infectés au VIH n’atteignent pas leur état mature, et pourraient stimuler la production d’IL-

10, une cytokine de régulation, par les lymphocytes T, causant une réponse 

immunosuppressive (121). L’infection au VIH affecte aussi la capacité des mDC à activer 

les cellules NK par poly(IC), diminuant leur activité lytique (126). Notre équipe a trouvé 

que le mauvais fonctionnement des mDC causant une augmentation de la production de 

BAFF semble jouer un rôle dans la dérégulation des lymphocytes B (107).  

 

2.4.2.2. Cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDC) 

Les pDC, caractérisés par l’expression de CLEC4C et ILT7 (127) ont une fréquence 

réduite dans le sang des patients progresseurs infectés au VIH. Ceux-ci semblent jouer un 

rôle dans le contrôle de la virémie, puisque chez les patients avec une plus haute fréquence 

de pDC produisant une grande quantité d’IFNa, un plus haut taux de lymphocytes T CD4+ 

est aussi observé (120). En fait, les patients contrôlant le virus ont des taux de pDC 

supérieurs aux individus non infectés par le VIH (128). De hauts niveaux de pDC et d’IFNa 

semblent avoir un effet bénéfique lors de la phase aiguë de l’infection au VIH, mais sont 

quand même associés à une activation immune chronique et à des effets délétères lors d’une 

infection chronique (129). 
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2.4.3. Lymphocytes T CD4+ 

 Les lymphocytes T CD4+ sont les principales cibles du VIH et jouent un rôle 

indispensable dans la réponse immunitaire. Ils recrutent les neutrophiles, éosinophiles, et 

basophiles aux sites d’infections, ils augmentent l’activité microbicide des macrophages, 

aident les lymphocytes B à produire des anticorps, et potentialisent une cascade de réponses 

immunitaires grâce aux cytokines et chimiokines qu’ils produisent (130). Avec l’aide des 

DC, les lymphocytes T CD4+ sont aussi cruciaux dans la maturation des lymphocytes T 

CD8+ menant à leur activité lytique (131). C’est la perte de ces cellules qui détermine la 

progression clinique de l’infection au VIH, et qui mène ultimement au SIDA (132). 

 

 La polarisation des lymphocytes T CD4+ naïfs vers un profil cytokinique présentant 

une certaine plasticité dépend des signaux reçus lors de leur première interaction avec un 

antigène. Les lymphocytes T CD4+ Th1 et Th2 furent les premiers découverts, chacun 

produisant différentes cytokines et ayant une fonction distincte. Les cellules présentatrices 

d’antigènes sécrètent de grandes quantités d’IL-12 puis l’IL-12 induit la production d’IFNg 

par les cellules NK, menant au développement des cellules Th1. Ces cellules produisent de 

l’IFNg et sont plutôt impliquées dans la réponse aux pathogènes intracellulaires tel le VIH. 

Les cellules Th2 résultent des cytokines IL-2 et IL-4, produisent de l’IL-4 et IL-13 et 

favorisent la réponse aux pathogènes extracellulaires. Les cellules Th2, par leur production 

d’IL-4, contrôlent la production d’IgE par les lymphocytes B. Plus tard, les sous-groupes 

Th17 et iTreg (induced T-regulatory cell) furent découverts. Les lymphocytes T CD4+ 

Th17, cellules abondantes dans les muqueuses, induites par TGFb (tranforming growth 

factor beta), IL-21 et IL-23, jouent un rôle critique dans la réponse immunitaire contre les 

microbes, dont les bactéries extracellulaires et les champignons, et sécrètent de l’IL21, IL-

22, et IL-17. Les lymphocytes Th17 CD4+ sécrètent aussi des chimiokines capables de 

recruter des neutrophiles et macrophages au site d’infection (133). Les cellules iTreg, 

capables de sécréter de l’IL-10 et TGFb, se développent à partir de lymphocytes T CD4+ 

naïfs stimulés par TGFb et IL-10 en absence de cytokines pro-inflammatoires et s’occupent 

de la tolérance et de la régulation des réponses immunitaires (130). Il existe aussi des 

cellules nTreg qui sont sécrétées du thymus exprimant déjà FOXP3, comparativement aux 
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cellules iTreg qui n’expriment FOXP3 qu’après avoir été en contact avec un antigène dans 

les organes lymphoïdes périphériques (134). Les cellules T follicular helper (Tfh) sont vues 

en détail dans la section 3.6.2.4. En bref, les différentes lignées de lymphocytes T CD4+ 

fournissent de l’aide aux lymphocytes T CD8+, aux lymphocytes B, aux macrophages et 

aux DC via des molécules de contact, telle CD40L, et des cytokines, chaque sous-groupe 

ayant une combinaison qui leur est propre.  

 

 Le VIH infecte préférentiellement les cellules exprimant CCR5 comme 

corécepteur. Cette cellule peut ensuite infecter des macrophages et des lymphocytes T 

CD4+ mémoires (135). Le tractus intestinal, un site de réplication virale important, contient 

des Th17 exprimant fortement CCR5, les rendants vulnérables à l’infection. La perte 

subséquente de ces cellules affecte l’intégrité de la barrière mucosale ainsi que la réponse 

immunitaire innée et adaptative locale. L’infection de ces lymphocytes T CD4+ dans le 

GALT résulte donc en une augmentation de l’inflammation des tissus mucosaux, ainsi 

qu’en une perte de l’intégrité mucosale menant à une augmentation de la translocation 

microbienne. Le rôle de la translocation microbienne dans l’inflammation chronique est 

discuté plus en détail dans la section 2.4.6. (136). 

 

2.4.4. Lymphocytes T CD8+ (CTL) 

 La réponse immunitaire dépend aussi des lymphocytes T CD8+, aussi nommés 

cytotoxic T lymphocytes (CTL), pour le contrôle de l’infection virale, où ces cellules 

protègent l’hôte de microorganismes étrangers grâce à leur activité lytique et non lytique 

(131). En fait, il a été démontré dans les années 1990 qu’une augmentation de l’activation 

des lymphocytes T CD8+, indiquée par le marqueur d’activation CD38, signale la 

progression de l’infection au VIH (137).  Lors d’une infection au VIH, les cellules CD8+ 

reconnaissent les cellules infectées par un processus dépendant de CMH-I pour ensuite 

lyser les cellules contenant le virus en libérant de la perforine et des granzymes, ou en 

engageant des death inducing ligands. Les lymphocytes T CD8+ sont aussi capables 

d’inhiber la fixation du virus à la cellule hôte ainsi que sa transcription en sécrétant des b-

chimiokines et des facteurs antiviraux CD8+ (CAF). Les b-chimiokines MIP-1α, MIP-1b 

et regulated upon activation, normal T-cell expressed and secreted (RANTES) inhibent la 
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réplication virale du VIH en se liant à leur récepteur apparenté, bloquant l’accès aux 

corécepteurs nécessaires à l’entrée du virion dans la cellule (131).  

 

 L’activité antivirale des cellules CD8+ mène à une pression sélective sur la mutation 

du virus, permettant son évasion de la réponse CD8 en diminuant l’expression de CMH-I 

à la surface de leur cellule hôte. Le VIH est capable de perturber la signalisation des cellules 

CD8+ en modifiant la production de cytokines et l’activation des récepteurs cellulaires, 

rendant ces dernières incapables de susciter une réponse immunitaire appropriée. Il y a 

éventuellement diminution du nombre de cellules CD8+ capables d’avoir une réaction 

antivirale (131). Les lymphocytes T CD8+ perdent leur efficacité, et vivent un épuisement. 

 

2.4.5. Cellules NK 

 Les cellules NK jouent un rôle dans l’immunité antivirale et antitumorale en 

secrétant des cytokines pro-inflammatoires et en causant la lyse de cellules infectées. Elles 

interagissent aussi avec les lymphocytes T et les DC afin de définir la réponse immune 

adaptative. Par contre, les cellules NK ne possèdent pas de récepteur capable de détecter 

directement le VIH. Elles réagissent plutôt en réponse à des signaux inhibiteurs et 

activateurs émis par les cellules infectées. Elles attaquent les cellules ne possédant pas de 

molécules CMH-I à leur surface (molécules importantes pour les récepteurs inhibiteurs des 

cellules NK), ou surexprimant le ligand pour leurs récepteurs activateurs.  

 

Un récepteur inhibiteur connu des cellules NK, hautement polymorphique et 

spécifique aux molécules CMH-I, est le killer immunoglobulin-like receptor (KIR). Le 

récepteur CD94-NKG2A, lui, est non polymorphique et reconnaît plutôt des molécules 

CMH non classiques tel HLA-E. Il existe aussi plusieurs récepteurs activateurs tel NKG2D, 

CD16 et NCRs (natural cytotoxicity receptors). CD16, un récepteur Fc, permet le 

déclenchement d’ADCC lorsque lié à la zone Fc d’un anticorps du VIH par la sécrétion de 

cytokines et de médiateurs cytotoxiques tel perforine et granzyme-A menant à l’apoptose 

de la cellule cible (138). 
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Les cellules NK infectées par le VIH grâce à leur expression de CD4 et de CXCR4 

démontrent de plus bas niveaux de perforine et de granzyme A, ce qui pourrait être la 

source de leur perte de cytotoxicité. Le VIH serait aussi capable de duper les cellules NK 

à l’aide de sa protéine Nef. Cette dernière est capable de diminuer l’expression de HLA-A 

et HLA-B dans les cellules infectées, permettant l’évasion du virus des lymphocytes T 

cytotoxiques et des cellules NK. Nef peut aussi diminuer l’expression de ligands de 

NKG2D tel MICA, ULBP1 et ULBP2 chez les cellules infectées, portant atteinte à la 

fonction des cellules NK (126). 

 

2.4.6. Activation immune liée au VIH 

 Comme l’humain, les macaques rhésus infectés au SIV souffrent d’une perte 

progressive des lymphocytes T CD4+ menant éventuellement au SIDA, et démontrent une 

susceptibilité accrue aux maladies opportunistes. Au contraire, l’hôte naturel du SIV, le 

Singe vert mangabey, maintient une haute charge virale et une réponse antivirale limitée 

des lymphocytes T CD8+ sans avancer au SIDA. Ce dernier présente aussi des niveaux 

d’activation immune et d’apoptose beaucoup plus bas que ceux observés lors d’une 

infection pathogénique au SIV ou au VIH. Ces informations suggèrent que la cause ultime 

de la progression au SIDA ne serait pas la perte des lymphocytes T CD4+, mais plutôt 

l’activation immune (139) ce qui fut confirmé par d’autres études (140).  

 

 Dès le début de l’infection au VIH, on observe de hauts niveaux de cytokines pro-

inflammatoires tels BAFF, tumor necrosis factor alpha (TNFa) et IL-6 dans le plasma et 

les ganglions lymphatiques, ainsi qu’une augmentation de la sécrétion des βchimiokines 

pro-inflammatoires MIP-1a, MIP-1B et RANTES. Cette inflammation a plusieurs causes 

telle la stimulation antigénique des lymphocytes T par le virus, la translocation 

microbienne et les produits viraux tel Nef (137). Les gènes du VIH pourraient aussi induire 

l’activation des lymphocytes et des macrophages ainsi que la production de cytokines et de 

chimiokines pro-inflammatoires. En effet, la gp120 en serait capable en se liant à CD4 ou 

à des co-récepteurs, même sans infection directe. (141) Les lymphocytes peuvent aussi être 

activés par Nef directement (142), ou par l’entremise de l’infection des macrophages (143).  
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 La translocation microbienne, définie comme le passage de microbes ou de produits 

microbiens du système gastro-intestinal (GI) aux sites extra-intestinaux tels les ganglions 

lymphatiques et la circulation sanguine, est aussi suggérée comme cause principale de 

l’activation du système immunitaire inné. La déplétion rapide des lymphocytes T CD4+ 

dans les tissus lymphoïdes lors des semaines suivant l’infection affecte principalement le 

système GI. Les dommages subis par les muqueuses du système GI et les 

microenvironnements épithéliaux des intestins influencent l’activation immune systémique 

lors de la phase chronique du VIH due à l’augmentation de translocation microbienne qui 

accompagne ces évènements. En fait, un indicateur de translocation microbienne qui 

corrèle directement avec l’activation immunitaire, les lipopolysaccharides (LPS), se 

retrouve à hauts niveaux dans le plasma des individus infectés au VIH (144). 

 

 L’activation immune liée au VIH entraine une augmentation de sénescence et 

d’apoptose cellulaire. Afin de maintenir l’homéostasie, le système immunitaire doit 

produire de nouvelles cellules plus rapidement. Lorsque l’inflammation persiste, il peut y 

avoir diminution progressive de la capacité régénératrice du système immunitaire et 

immunosénéscence. En même temps, plusieurs fonctions physiologiques sont aussi 

affectées due à la production élevée de cytokines pro-inflammatoires. Ces failles du 

système immunitaire sont accompagnées d’une perte de lymphocytes T naïfs et d’une 

population oligoclonale croissante hautement différenciée de lymphocytes T CD8+. Une 

réplication incontrôlable du virus s’ensuit, menant à la déplétion des dernières populations 

de lymphocytes T CD4+ puis à l’inefficacité du système immunitaire à combattre les 

pathogènes, phase nommée SIDA. Quant à l’expansion oligoclonale, celle-ci est reflétée 

par plusieurs changements, dont une diminution de sécrétion d’IL-2, une dérégulation de 

l’hématopoïèse, une activation immune et une inflammation systémique (137).  

 

3. Lymphocytes B 

3.1. Différenciation des lymphocytes B 

3.1.1. Développement des lymphocytes B dans la moelle osseuse 

 Chez tous les mammifères, les lymphocytes B se développent à partir du 

progéniteur lymphoïde commun de cellules souches hématopoïétique dans la moelle 
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osseuse. La phase de développement des lymphocytes B dépendante de la moelle osseuse 

est le résultat du processus de réarrangement fonctionnel des segments de gènes 

d’immunoglobulines (145). Il existe 5 classes d’immunoglobulines selon la région C-

terminale de la chaine lourde (Fc) dont IgM, IgD, IgG, IgA et IgE (146). IgM est codé par 

le gène µ tandis que les autres Ig font leur apparition plus tard via la permutation de classe. 

Elles sont composées de deux chaines lourdes (H) avec un domaine variable et 3-4 

domaines constants, et de deux chaines légères (L), codées par les gènes l et k, avec un 

domaine constant et un domaine variable. Les copies des chaines H et L sont les mêmes 

chez un anticorps (147). Les différentes combinaisons possibles des domaines variables de 

la chaine H et L créent un répertoire de lymphocytes B exprimant des anticorps capables 

de reconnaître plus de 5x1013 antigènes (148). 

 

3 stades développementaux sont définis par le réarrangement des segments de gènes 

des deux chaines (148). Dans le premier stade, nommé pro-B, il y a réarrangement des 

segments D et J de la chaine H par les cellules pro-B, suivi par un 2e réarrangement qui lie 

la région V au segment DJ (148). Le 2e stade, nommé stade pré-B, commence après le 

réarrangement fonctionnel du segment de gène μ de la chaine H. Les lymphocytes pré-B 

se divisent 1-2 fois et réorganisent les segments de gène κ et λ codant pour la chaine L. 

(149) Plus de 75% des lymphocytes B immatures sont autoréactifs et doivent donc être 

éliminés à divers points de contrôle dans la moelle osseuse et la rate lors de leur 

développement afin d’éviter une auto-immunité et d’atteindre l’autotolérance (146). La 

différenciation des cellules pro-B en pré-B s’accompagne d’une première vérification 

(150). Le complexe du pré-BCR est formé par deux substituts de chaine L (composée de 

l-like et de V-preB) et deux chaines H liées aux molécules de signalisation Iga et Igb. Le 

pré-BCR s’occupe d’interrompre l’activité et l’expression de la machinerie enzymatique 

qui catalyse le réarrangement des segments de gène de la chaine H. Ce processus, appelé 

exclusion allélique, empêche l’expression de 2 chaines H avec différentes spécificités par 

la même cellule. Le pré-B cell receptor (BCR) s’occupe aussi de provoquer le 

réarrangement des gènes de la chaine L (148).  
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Ensuite, une autre sélection est faite via le BCR dans la moelle osseuse par un 

processus nommé tolérance centrale, un processus qui mène à l’élimination de 20 à 50% 

des cellules autoréactives. La reconnaissance d’auto-antigènes ainsi que la réactivité du 

BCR déterminent si les cellules B continuent de se différencier. Les cellules B immatures 

recevant des signaux toniques du BCR se différencient en cellules B transitoires tandis que 

celles ne recevant aucun signal via le BCR ou recevant un signal trop fort subissent une 

apoptose (146). Le lymphocyte B immature est ensuite généré au 3e stade développemental 

lorsqu’une molécule IgM est formée et exprimée à sa surface. Les lymphocytes B 

immatures se transforment en lymphocytes B transitoires capables de quitter la moelle 

osseuse et de se diriger vers la rate où ils complètent leur développement et deviennent des 

lymphocytes B folliculaires ou de la zone marginale (MZ) (148). La différenciation des 

lymphocytes B est illustrée à la figure 3.  

 
Figure 3. Différenciation des lymphocytes B (148). Les cellules B se développent dans la 

moelle osseuse à partir de cellules hématopoïétiques précurseurs (HSC). Le réarrangement 

des segments D et J de la chaine H dépendant du recombination-activating gene (RAG) 
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commence au stade pro-B. Ensuite, le réarrangement du segment V commence au début 

du stade pré-B. Chez les cellules pré-B CD10+CD19+, les chaines H se lient à des molécules 

formant le pré-BCR exprimé à l’intérieur de la cellule, donc non détectable à la surface. 

Les signaux induits par le pré-BCR bloquent l’expression de RAG menant à la 

prolifération. Les gènes de RAG sont réactivés afin d’initier le réarrangement des segments 

de la chaine L menant à la formation d’IgM. Les cellules B immatures entrent dans la rate 

sous forme de cellule B transitionnelle, reçoivent des signaux de survie via BAFF-R, et se 

développent en cellule B de la zone marginale ou en cellule folliculaire, dépendamment de 

la spécificité de leur BCR. Les cellules B de la zone marginale qui entrent en contact avec 

un antigène se transforment en cellules plasmatiques à courte durée. Les cellules 

folliculaires sont activées par les antigènes et se transforment en cellule B mémoire (CSR+) 

ou en cellule plasmatique (PC) dans le centre germinatif.  

 

3.1.2. Maturation dans les organes lymphoïdes secondaires 

Les cellules immatures quittant la moelle osseuse se dirigent, via la circulation 

sanguine, vers la rate, où elles se différencient en cellules B transitoires T1 et T2 qui 

deviendrons des cellules B MZ ou folliculaire selon plusieurs facteurs dont les signaux du 

BCR, BAFF, et l’expression de facteurs de transcription tels neurogenic locus notch 

homolog protein 2 (NOTCH2) et Bruton tyrosine kinase (BTK) (151; 152; 153). Les 

cellules immatures se dirigent aussi, en moins grande quantité, vers les ganglions 

lymphatiques, les amygdales, et les plaques de Peyer, où cette population hétérogène de 

cellules B peut être retrouvée à différents stades de maturation (146).  

 

Après l’élimination des cellules autoréactives dans la moelle osseuse, les cellules 

B restantes ayant une autoréactivité sont éliminées par un autre processus de sélection ayant 

lieu dans la rate où celles recevant de forts signaux via leur BCR sont ciblées pour apoptose 

ou deviennent anergiques, leur longévité étant réduite à 1 à 5 jours (154). Ce processus de 

sélection peut être dupé par de hauts niveaux de BAFF et par l’intervention de cellules T, 

ce qui résulte en la présence de cellules B autoréactives parmi la population de cellules B 

matures (155). Ces cellules B autoréactives peuvent toutefois être contrôlées par des 

cellules régulatrices dont les cellules T régulatrices (Tregs) et les cellules B régulatrices 
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(Bregs) et éliminées tardivement par des cellules T CD4+ via des interactions Fas receptor-

Fas ligand et CD40-CD40L (156; 157). Plusieurs maladies auto-immunes sont fondées sur 

l’échec d’une de ces vérifications d’autotolérance tel le lupus érythémateux systémique 

(SLE) où un signal défectif du BCR dû à une mutation de BTK ou un polymorphisme de 

protein tyrosine phosphatase nonreceptor type 22 (PTPN22) brise la tolérance centrale 

(155; 158). Comme expliqué plus haut, de hauts niveaux de BAFF sont aussi un mécanisme 

menant au bris de l’autotolérance en augmentant la survie des cellules autoréactives. 

 

Plusieurs autres molécules contribuent à la maturation des cellules B dont des 

intégrines adhésives, des facteurs de croissance, des chimiokines et des cytokines, tel Fms-

like tyrosine kinase 3, thrombopoietin, CXCL12 et IL-7, provenant des cellules stromales 

de la moelle osseuse (159).  

 

3.2. Différentes populations de lymphocytes B 

 Il existe 3 classes principales de lymphocytes B chez l’humain et la souris, dont les 

lymphocytes B B1 et les lymphocytes B B2 qui incluent les cellules B MZ et folliculaires. 

Les lymphocytes B1, une population mieux définie chez la souris et encore controversée 

chez l’humain, proviennent de cellules du foie fœtal et font preuve d’autorenouvellement 

avec peu d’intervention de la moelle osseuse chez l’adulte (146). Les lymphocytes B B2, 

eux, proviennent des cellules T2 des follicules de la rate et continuent à être gérées par la 

moelle osseuse à l’âge adulte (146). La survie des cellules B T2 ainsi que leur 

différenciation en cellules B MZ ou folliculaires dépend de signaux provenant du BCR et 

de BAFF qui, une fois lié au BAFF-receptor (BAFF-R), active une voie alternative 

dépendante de NF-kB. Le rôle de BAFF dans la différenciation et la survie des cellules B 

est discuté en détail dans la section 5 (151). 

 

3.2.1. Lymphocytes B B1 

Les lymphocytes B B1, retrouvés dans les cavités pleurales et péritonéales chez la 

souris, produisent des anticorps IgM polyréactifs et poly-spécifiques qui s’attaquent à des 

antigènes T-indépendants et jouent un rôle important dans le maintien de l’homéostasie des 

tissus en se liant aux auto-antigènes exprimés par les cellules apoptotiques. Ces cellules 
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sont T-indépendantes puisqu’elles ne requièrent pas l’assistance de cellules Th afin de 

produire des anticorps, et la polyréactivité et polyspécificité de ces anticorps leur permet 

de lier des auto-antigènes ainsi que des antigènes microbiens. Les cellules B B1 produisent 

aussi des anticorps IgA polyreactifs contribuant à l’immunité mucosale, comme les IgA 

produits par les lymphocytes B folliculaires (146). Comme mentionné plus tôt, l’existence 

de cette population chez l’humain est l’objet de controverse, mais certaines études 

suggèrent qu’une population de cellules B exprimant CD5 chez la souris pourrait 

représenter l’équivalent des cellules B B1 chez l’humain (160; 161; 162). Chez la souris, 

2 sous-populations peuvent être différenciées par leur expression de CD5 ; les cellules B 

B1 CD5+ (B1a) et les cellules B B1 CD5- (B1b). Les cellules B1a s’occupent plutôt de la 

production d’IgM « naturels » polyréactifs tandis que les cellules B1b produisent des IgM 

« mémoires » non classiques (ne passent pas par le centre germinatif) T-indépendants de 

longue vie en réponse à certains pathogènes (162). 

 

3.2.2. Lymphocytes B folliculaire 

Les lymphocytes B folliculaires font partie du système immunitaire adaptatif et se 

retrouvent principalement dans les zones folliculaires de la rate et des ganglions 

lymphatiques où elles s’accumulent chez l’humain dans les centres germinatifs et le 

manteau folliculaire (163). Le centre germinatif fait l’objet de la section 3.3.1. où son 

fonctionnement est discuté en détail. Le rôle principal des cellules folliculaires, qui 

possèdent principalement un BCR monoréactif (164), est la production d’anticorps IgG ou 

IgA de longue durée et de haute affinité importants dans la réponse immune adaptative 

avec l’aide des lymphocytes T, et la production de lymphocytes B mémoires, mais elles 

sont aussi impliquées dans la réponse T-indépendante. Puisque la réponse des cellules 

folliculaires aux anticorps prend environ 7 jours, les cellules de première ligne B B1 et MZ 

s’occupent de la réponse immune initiale dans les 3 jours suivant l’infection (146). 

 

3.2.3. Lymphocytes B de la zone marginale 

 Vues en détail dans la section 4. 

 

3.2.4. Sélection des lymphocytes B folliculaires et de la zone marginale 
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Des signaux médiés par le BCR induisent une voie de signalisation dépendante de 

BTK menant à la différenciation de cellules B T2 de la rate en cellules B folliculaires. En 

fait, des signaux importants provenant du BTK pourraient bloquer la différenciation des 

cellules B T2 en cellules B MZ en inhibant les signaux de NOTCH2 (151). Au contraire, 

dans la zone marginale, une faible réactivité du BCR et un signal insuffisant provenant de 

BTK permettent la différenciation des cellules B T2 en cellules B MZ-précurseurs 

sensibles aux signaux de NOTCH2 (151). L’induction du facteur de transcription NOTCH2 

et l’activation de son ligand delta-like 1 (DLL1) sur les cellules endothéliales chez les 

lymphocytes B transitionnels mènent au développement de lymphocytes B de la zone 

marginale chez le rongeur et l’humain (165). Des signaux provenant de TLRs pourraient 

aussi contribuer au développement des cellules B MZ chez l’humain, mais le mécanisme 

reste encore à être élucidé (166).  

 

3.3. Réponse T-dépendante 

Le BCR permet la régulation de la maturation des lymphocytes B. Lorsqu’un 

lymphocyte B naïf interagit avec un antigène T-dépendant causant la réticulation du BCR, 

il y a signalisation à l’intérieur de la cellule afin de déclencher l’expression de gènes cibles, 

et il y a intériorisation de l’antigène qui est livré aux endosomes et dégradé en peptides. 

Ces peptides sont liés à des molécules CMH-II et recyclés à la surface des lymphocytes B. 

Le complexe peptide-CMH-II est reconnu par les lymphocytes T CD4+ spécifiques aux 

antigènes, activant leur T cell receptor (TCR). Cette interaction a lieu à la jonction des 

zones B et T. Plus précisément, CXCL13 produit par les DC folliculaires aide à la rétention 

des cellules B naïves exprimant CXCR5 dans les follicules lymphatiques primaires (167). 

Après avoir été exposées à un antigène via les DC ou sous forme soluble, les cellules B 

naïves augmentent leur expression de CCR7 afin de migrer à la frontière du follicule vers 

la zone T. C’est à la jonction B :T que le CD40 de la cellule B naïve se lie au CD40L du 

lymphocyte Tfh activé ; les cellules T au repos n’expriment pas CD40L, mais acquièrent 

plutôt la capacité de l’exprimer après avoir interagi avec un antigène (168; 169; 170). Il a 

aussi été démontré qu’un premier signal via le BCR donne aux cellules B la permissivité 

de recevoir un signal via CD40, ainsi que la capacité de migrer et de faire de la présentation 

antigénique (171). Ce contact apparenté T-B prend place dans les tissus lymphoïdes 
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secondaires (146) et est nécessaire à l’activation des cellules B (172). Les cellules T 

exprimant CD40L sont productrices de cytokines assistant la prolifération et la 

différenciation des cellules B tel IL-4, IL-21, et IFNg (146) et émettent plusieurs signaux 

aux cellules B menant à la sécrétion d’anticorps, à la CSR et au secours de l’apoptose (173). 

Les cellules B activées, elles, peuvent soit suivre une voie folliculaire ou extrafolliculaire. 

Dans la voie extrafolliculaire, les cellules B activées se différencient en plasmablastes 

extrafolliculaires dans le sinus marginal et dans la pulpe rouge (174) tandis que dans la 

voie folliculaire, les cellules B activées qui expriment fortement B-cell lymphoma 6 (Bcl6) 

retournent au follicule et y sont retenues par une forte expression de sphingosine-1-

phosphate receptor 2 (S1P2). La voie folliculaire mène à la formation de centres 

germinatifs qui dépendent aussi des liaisons CD40-CD40L pour leur formation et qui 

contiennent des cellules Tfh qui encouragent la CSR et la maturation de l’affinité des sites 

de liaison aux antigènes des immunoglobulines (169; 174). 

 

3.3.1. Le centre germinatif  

Les centres germinatifs représentent un microenvironnement spécialisé à l’intérieur 

de follicules des organes lymphoïdes secondaires. Les cellules B qu’elles contiennent 

subissent de la prolifération, des hypermutations somatiques (SHM), et une sélection selon 

leur affinité aux antigènes qui leur sont présentés (175; 176; 177). Le jeune centre 

germinatif mène à la production de plasmablastes de courte durée et à de cellules B 

mémoires commutées ou non, tandis que le centre germinatif mature produit des cellules 

plasmatiques de longue durée où la majorité ont eu une CSR et une SHM (174). 

Lorsqu’observés par microscopie, les centres germinatifs ont 2 zones distinctes, dont la 

zone sombre et la zone claire (figure 4). La zone sombre contient de grosses cellules 

lymphoïdes, nommées centroblastes, étroitement organisées tandis que la zone claire 

contient de plus petites cellules lymphoïdes, nommées centrocytes, plus espacées et un 

réseau dense de DC folliculaires (177). Les centroblastes de la zone sombre se différencient 

constamment en centrocytes, qui migrent par la suite vers la zone claire. Les centrocytes 

ayant la plus forte réponse de leur BCR face à l’antigène présenté par le FDC se 

différencient en cellules mémoires, tandis que les autres retournent à la zone sombre, où 

elles subissent des SHM avant de retourner à la zone claire, la sélection étant dépendante 
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des FDC ainsi que des Tfh. Les cellules ayant cyclées le plus souvent entre la zone claire 

et la zone sombre, et donc ayant moins d’affinité pour les antigènes présentés, deviennent 

éventuellement des plasmablastes puis quittent le centre germinatif. Les cellules des 

centres germinatifs ont une inclination naturelle pour l’apoptose pouvant être prévenue par 

des signaux ou cytokines provenant de cellules environnantes (175). Cette propension pour 

l’apoptose secourue par différents signaux dont la stimulation antigénique serait un 

mécanisme de sélection de base de cellules B des centres germinatifs (178). Seules les 

cellules capables de produire des anticorps d’une haute affinité pour les antigènes seraient 

sauvées de l’apoptose. Des mécanismes peu connus mènent à la production de 

plasmablastes et de lymphocytes B mémoires de longue durée (177). 

 

3.4. Réponse T-indépendante 

 Contrairement aux antigènes T-dépendants, les antigènes T-indépendants (TI) ne 

requièrent pas l’intervention de cellules T afin de provoquer une réponse chez les cellules 

B. Les antigènes TI, normalement des polysaccharides, se séparent en deux catégories dont 

les antigènes TI-1 comme les LPS et TI-2 qui consistent en de structures répétitives comme 

les polysaccharides de la capsule de bactéries liant plusieurs BCR polyspécifiques. Les 

antigènes TI-1 induisent la mitose des cellules B en entraînant une activation polyclonale 

non spécifique, et ne requièrent pas l’implication des cellules Th. Les antigènes TI-2, eux, 

n’ont pas d’effet mitogène, mais activent les cellules B matures en causant la réticulation 

des immunoglobulines à leur surface, menant à la production d’anticorps spécifiques à 

l’antigène. Certaines populations répondent mal aux antigènes TI-2 dont les gens atteints 

du VIH, les enfants de moins de 2 ans, les adultes de plus de 65 ans, et les gens avec une 

BTK non fonctionnelle (179); (180). Au contraire, les enfants et les gens déficients en BTK 

répondent normalement aux antigènes TI-1 (181). Les cellules B ayant été activées par la 

réticulation d’un minimum de 10 à 20 récepteurs multivalents d’immunoglobulines (182) 

causée par un antigène TI-2, il y a enchainement d’une cascade de signalisation 

cytoplasmique où BTK, qui dépend de la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-K) pour son 

activation, est l’acteur principal (183). Le BTK activé co-localise avec le complexe réticulé 

du récepteur de la cellule B (184) ce qui mène à la prolifération de celle-ci. Plusieurs études 

suggèrent qu’un 2e signal stimulant est nécessaire afin de mener à la production d’anticorps 
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(185). Ces signaux pourraient provenir des TLRs, du pathogène, des cellules B MZ due à 

leur capture rapide des antigènes et du système du complément. Certaines cytokines 

produites par des lymphocytes T, des cellules NK, des DC et des macrophages contribuent 

aussi à la sécrétion d’immunoglobulines, les plus importantes étant IL-2, IL-3, IFNg et 

granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF). L’important rôle de BAFF 

dans la CSR T-indépendante via transmembrane activator, calcium modulator and 

cytoclophilin ligand interactor (TACI) est élaboré dans la section « Récepteurs de BAFF » 

(186). 

 

3.5. Fonctions des lymphocytes B 

3.5.1. Fonctions effectrices des anticorps 

 Comme mentionné à la section 3.1.1., les immunoglobulines sont divisées en 5 

classes selon la région C-terminale de leur chaine lourde (Fc) : IgM, IgD, IgG, IgA et IgE. 

 

 Lorsque sécrété, IgM peut être sous forme pentamérique ou, moins souvent, sous 

forme hexamérique. Cet isotype est le premier exprimé lors de l’ontogenèse des cellules B, 

permettant une réponse de première ligne, et est l’origine de toutes les autres 

immunoglobulines sauf IgD. Les IgM réticulés par leur antigène apparenté en surface des 

cellules B servent de récepteurs d’antigènes. La fonction principale de cet isotype est la 

phagocytose via l’opsonisation et la cytolyse du pathogène (187).  

 

La structure d’IgD semble avoir été conservée pendant l’évolution afin d’assister 

aux fonctions d’IgM (188). Il a été découvert récemment qu’IgD est capable de se lier aux 

basophiles, monocytes, et neutrophiles circulants, ainsi qu’aux mastocytes des muqueuses 

(188). De plus, la réticulation d’IgD par un récepteur de flux de calcium encourage les 

basophiles à sécréter des cytokines menant à l’activation des cellules B tel IL-4, IL-13 et 

BAFF, menant à une augmentation de production d’IgM, d’IgG et d’IgA (189).  

 

IgG, mesuré à 994 mg/dL chez l’adulte (190), abondant dans le sang et capable de 

traverser le placenta, possède deux classes générales de récepteurs, dont les activateurs 

(FcgRs) et les inhibiteurs immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif (ITIM-
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containing). Lorsqu’un récepteur IgG activateur est engagé, celui-ci peut causer la 

phagocytose du pathogène où il y a opsonisation et destruction du pathogène à l’intérieur 

du phagosome, à l’ADCC et à la sécrétion de cytokines. Cette immunoglobuline participe 

donc à la réponse immune humorale mémoire par le combat de pathogènes, la 

neutralisation de toxines et la lyse médiée par l’activation de la voie classique du 

complément (187). Chez l’humain des sous-classes d’IgG à haute affinité, dont IgG1, 

IgG2, IgG3 et IgG4, peuvent aussi être produite par une CSR dépendante des cellules Th 

(187). 

 

Chez l’humain, IgA est l’isotype le plus abondant et est constitué de 2 sous-classes 

très similaires, IgA1 et IgA2, le résultat de duplication génique (187; 191). Cet isotype se 

retrouve sous forme de monomère dans le sérum, mais des formes polymériques peuvent 

aussi être présentes à basse fréquence (187). Il se retrouve principalement dans les 

muqueuses sous forme sécrétoire et avec l’aide du mucus et de peptides antimicrobiens, 

bloque l’adhésion des pathogènes aux cellules épithéliales sans déclencher une cascade 

inflammatoire (192). Plus précisément, IgA1 se retrouve plutôt dans les voies respiratoires 

et intestinales supérieures, tandis que IgA2 domine dans les sécrétions, l’iléon inférieur et 

le gros intestin (187). La forme sécrétoire d’IgA est la forme dominante aux surfaces des 

muqueuses, et est composée d’un dimère d’IgA, d’une chaine polypeptidique et d’une 

composante sécrétoire. Le complexe dimère IgA-chaine polypeptidique est produit par les 

lymphocytes B des couches sous-muqueuses, et la composante sécrétoire est produite par 

les cellules épithéliales mucosales. Quelques mécanismes permettent à l’IgA de réaliser sa 

fonction dont l’induction de l’agglutination bactérienne et la dissimulation des protéines 

bactériennes impliquées dans la fixation épithélial de la bactérie (193). 

 

Finalement, IgE, l’isotype le moins abondant du corps humain, s’occupe 

principalement de la réponse allergique et du contrôle de relations entre l’hôte et un 

parasite, permettant aux éosinophiles de reconnaître le pathogène opsonisé, menant à sa 

mort (194).  

 
3.5.2. Cellules B régulatrices « Breg » 
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 Les cellules Bregs, exprimant de hauts niveaux de CD1d chez l’humain et la souris 

(195), ne représentent qu’environ 1% de tous les lymphocytes B, mais on les retrouve dans 

toutes les sous-populations majeures des cellules B dont les lymphocytes B folliculaires et 

MZ. Un phénotype propre aux Bregs n’ayant pas encore été identifié, les chercheurs 

utilisent soit le phénotype CD19+CD5+CD1dhi ou CD19+CD21+CD23+ pour les cibler chez 

les souris (196; 197). L’équipe de Mauri, eux, utilise en fait le phénotype des lymphocytes 

B de la zone marginale CD19+CD21hiCD23loCD24hiIgMhiIgDlo afin de cibler les Breg chez 

la souris (198). Chez l’humain, les phénotypes régulièrement rapportés sont 

CD19+CD24+CD38+ (199) et CD19+CD24+CD27+ (200). Elles sont caractérisées 

notamment par leur production d’IL-10 et de TGF-b, où l’expression d’IL-10 leur permet 

d’avoir une régulation négative sur le système immunitaire adaptatif et inné (200; 201), et 

fonctionnent par un mécanisme immunorégulatoire spécifique ou non à l’antigène (202). 

À l’aide d’IL-10 et d’IL-35, les Bregs peuvent moduler les cellules innées tels les DC, les 

cellules NK ou les macrophages, ils peuvent diminuer la prolifération et la production de 

cytokines pro-inflammatoires dont IL-22, IL-17 et IFN-g par les cellules T CD4+ (199), et 

augmenter la fréquence de lymphocytes Tregs. L’équipe de Mauri démontre aussi que la 

suppression de l’arthrite médiée par les Bregs est accompagnée d’une augmentation des 

fréquences de Treg et d’une diminution des fréquences de Th1 et Th17 dépendantes d’IL-

10. IL-10 est aussi capable d’augmenter la fréquence de cellules Tregs forkhead box P3 

(FOXP3)+ (203). Le développement des Bregs et la production d’IL-10 semblent dépendre 

de la signalisation de BAFF par TACI, indiquant que ce sous-groupe de cellules B doit être 

considéré lors de l’utilisation d’une thérapie modulant BAFF. Le lien entre IL-10, CD39 

et CD73 est abordé plus tard dans ce projet.  

 

 Lors de l’infection au VIH, les Breg semblent augmenter en fréquence et contribuer 

à la dysfonction immune par leur surproduction d’IL-10 et de PD-L1 causant une atteinte 

des lymphocytes T dont les CTLs (204). Dans ce contexte, les Bregs ont un effet de 

suppression de la réponse immune qui est associée à la prévalence systémique des ligands 

de TLR et de CD40, menant au maintien de la charge virale (202). Notre équipe suspecte 

que la source de l’augmentation de fréquence des Bregs serait les cellules B MZ-like, une 

population potentiellement plus susceptible d’acquérir ce phénotype, afin de contrôler 
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l’activation et la dérégulation chronique des cellules B associées au VIH (204). Un article 

récemment publié par notre groupe suggère qu’un potentiel Breg existerait chez une sous 

population ou un stage de différenciation des précurseurs de cellules B MZ-like, celles 

exprimant NR4A et CD83. Cette population exprime aussi fortement CD39 et CD73, 

marqueurs associés aux Bregs (201). Finalement, normalement un marqueur des Bregs 

chez les patients sains ou ayant autres maladies, CD1d n’est toutefois par un marqueur des 

Bregs chez les individus infectés au VIH (205).  

 

3.5.2.1. Adénosine 

L’adénosine (ADO) est un nucléoside clé dans les réponses pathophysiologiques 

(206). À l’aide de ses récepteurs (ADOR), ADO est capable de transmettre de variables 

signaux à plusieurs cascades et systèmes biologiques dont le système immun (207; 208). 

Aux sites inflammatoires, son rôle est mis en lumière lorsque 2 enzymes purinergiques, 

ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1 (CD39) et ecto-5’-nucleotidase (CD73), 

hydrolysent un excès d’ATP exogène en ADO (figure 4) (209). CD39 catalyse l’ATP, 

molécule pro-inflammatoire, en ADP et AMP et CD73 catalyse l’AMP en adénosine, 

molécule anti-inflammatoire (210; 211). L’ATP et l’AMP extracellulaires proviennent de 

cellules mortes et mourantes dans le contexte d’une réponse inflammatoire, et peuvent être 

sécrétés par des bactéries commensales (212; 213). Les ectoenzymes CD39 et CD73 sont 

exprimées par plusieurs cellules, dont une sous-population de Bregs avec un phénotype 

CD39hi (214). Des études démontrent aussi l’expression de CD73 par des cellules de la rate 

(215), des cellules B mémoires (216) et des cellules B B1 (213). Après avoir été sécrété, 

ADO se lie à un de ses récepteurs (A1, A2A, A2B, A3) exprimés par ses cellules cibles telles 

les cellules immunes qui expriment des ADOR impliqués dans la régulation de la réponse 

immune (217). Il a été découvert que l’activation des récepteurs A2A exprimés par les 

lymphocytes T par ADO mène à des signaux immunosuppressifs (218; 219), et des études 

suggèrent que l’ADO produite par les Bregs CD39hi serait responsable de la régulation 

négative de l`activation des lymphocytes T CD4+ (214). Lorsque l’ADO provenant des 

Bregs CD39hi se lie aux récepteurs A2A des lymphocytes Th CD4+, il y a augmentation des 

niveaux de cAMP menant à une perte des fonctions effectrices, un mécanisme utilisé par 

les cellules Th ainsi que les cellules Tregs (220). Une population de cellules B B1 CD73hi 
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qui co-exprime CD39 peut aussi être considérée comme une sous-population de Bregs. 

Indépendamment d’IL-10, ces cellules suppriment l’inflammation associée à la colite in 

vivo par leur production d’ADO (213). 

 
Figure 4. Rôle de CD39, de CD73 et de l’adénosine dans la modulation de l’inflammation 

(213). Modèle de médiation d’inflammation chez les cellules B par CD73 et l’adénosine. 

Dans les zones d’inflammation, les cellules mortes ou mourantes relâchent de l’ATP. 

L’ATP est convertit est AMP par CD39 puis en adénosine par CD73. L’adénosine 

extracellulaire peut ensuite moduler l’inflammation pour maintenir une homéostasie. 

 

Dans un autre ordre d’idée, l’angiogenèse, composante essentielle de la guérison 

des tissus due à l’augmentation du transport d’oxygène, de nutriments et de cellules 

inflammatoires, peut être médiée par l’adénosine. Lorsqu’activée par son récepteur A2A, il 

y a augmentation de sécrétion du facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGF) 

et diminution de la protéine angiostatique matricellulaire thrombospondine 1 (TSP- 1), 

ainsi que migration et prolifération de cellules endothéliales (221; 222). 
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Dans le contexte du VIH, une diminution de la fréquence de cellules B exprimant 

CD73 est observée chez les patients en phase chronique non traités comparativement aux 

contrôles sains. Cette diminution est associée à une activation des cellules B, à une 

réduction de la consommation d’AMP, à une perturbation du mécanisme de commutation 

de classe des Ig et à une légère augmentation de l’expression de CD39 (223). Les gens 

atteints du VIH démontrent également une corrélation entre de bas niveaux de cellules T 

CD4+, une augmentation de l’activation des cellules B et une diminution de la fréquence 

de cellules B co-exprimant CD39 et CD73. La diminution d’expression de CD73 par les 

cellules B corrèle aussi avec une augmentation d’expression de marqueurs de prolifération 

et d’épuisement tel Ki-67 et PD-1 (224; 225). CD73 pourrait être largué de façon soluble 

menant à une augmentation de ces niveaux dans le sérum. L’ADO se voit réduite en 

conséquence à la diminution de l’expression de CD73 menant à une activation immune 

chronique, phénomène observé chez les cellules B de patients infectés au VIH non traité 

(223; 226). Finalement, CD73 agit aussi comme un marqueur de migration et est impliqué 

dans l’adhésion des cellules B aux DC folliculaires du centre germinatif (227). Ces 

corrélations observées chez les patients non-traités virémiques ne sont pas observées chez 

les contrôles sains ou chez les contrôleurs élites. Il a été démontré que la restauration de 

l’expression de CD73 est possible après traitement ART (228). 

 

3.5.2.2. La sous-famille NR4A 

 Il a été établi que plusieurs cytokines et facteurs de croissance jouent un rôle crucial 

dans l’inflammation chronique (229; 230). Certaines composantes restent à être élucidées, 

comme les facteurs de transcriptions en aval de ces signaux inflammatoires et leurs 

protéines co-régulatrices.  

 

 La superfamille des récepteurs nucléaires (NR) contient des facteurs de 

transcriptions modulant des cascades immunes et métaboliques. Un sous-groupe des NR, 

les récepteurs nucléaires orphelins (ONRs), n’a pas de ligand naturel identifié à date (231; 

232). Comme les NRs, les ONRs modulent la transcription des gènes par des mécanismes 

activateurs ou inhibiteurs et sont susceptibles aux cascades de signalisation de cellules 

environnantes. Il existe des coactivateurs et co-suppresseurs capables de renforcer les 
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modulations transcriptionnelles des ONRs lors de leur association avec ceux-ci aux sites 

promoteurs de l’ADN, menant à l’activation ou à la répression du gène cible (233). 

 

La famille de récepteurs nucléaires 4 sous-groupes A (NR4A) est une sous-famille 

des ONRs, et contient 3 membres dont NR4A1/NUR77, NR4A2/NURR1 et NR4A3/NOR1 

(234). Faisant partie des ONRs, les NR4As modulent la transcription des gènes lorsqu’ils 

se lient aux sites promoteurs de l’ADN sous forme monomérique, homodimérique ou 

hétérodimérique (235). Elles se lient à l’ADN à l’aide de leur région centrale « domaine de 

liaison du ligang » (LBD) qui est plutôt conservée chez les 3 NR4As et qui reconnaît une 

séquence d’ADN conservée ‘AAAGGTCA’ (236). Les NR4As influencent une panoplie 

de gènes impliqués dans le contrôle de plusieurs processus biologiques affectant la survie 

cellulaire, la prolifération, l’apoptose, l’angiogenèse, et la migration (237). De nombreux 

signaux apoptotiques, hormonaux et de croissance peuvent induire l’expression des NR4As 

(238), ce qui explique leur implication dans le cancer de la prostate, du sein, du poumon et 

du côlon (235). Leur délétion mène à la leucémie aiguë myéloblastique (LMA) chez les 

souris NR4A knock-out (KO) et une diminution d’expression des NR4As est observée chez 

les patients atteints de LMA (239). Plusieurs études démontrent que ces molécules 

pourraient être la cible de traitements contre le cancer, les maladies auto-immunes, la 

dyslipidémie, l’obésité, le diabète et les maladies cardiovasculaires (237; 240; 241; 242; 

243). 

 

Les NR4As semblent avoir un effet sur le fonctionnement des cytokines et des 

facteurs de croissance en régulant la réponse inflammatoire accompagnant plusieurs 

maladies, et se distinguent des autres NRs par leur capacité de réguler des gènes 

indépendamment du LBD (234; 244). En effet, il y a augmentation de l’expression des 

NR4As chez les cellules activées, ce qui suggère un rôle de ces récepteurs comme arbitres 

de la transcription de signaux inflammatoires (245; 246; 247; 248). Dans le cytoplasme, 

les activités mitochondriales qui activent l’apoptose sont régulées directement ou 

indirectement par les NR4As (235). Par contre, les fonctions des NR4As ainsi que les gènes 

qu’ils ciblent semblent dépendent des tissus et du contexte inflammatoire. 
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 Il est possible de moduler l’activité de NR4A avec l’agent antinéoplastique 6-

mercaptopurine (6-MP) (249). NR4A2 peut aussi être modulé in vitro et in vivo par 

methotrexate (MTX) et dexamethasone, utilisés dans le traitement de maladies articulaires 

et de la peau (246; 250). De plus, le déhydroergotamine (DHE) est un ergot alkaloïde qui 

réactive l’expression des NR4As par le recrutement du super elongation complex (SEC) 

qui active le promoteur d’élongation de NR4A, Pol II, via la phosphorylation de Serine 2 

(251). Donc, les effets bénéfiques de ces agents pourraient être attribués à leurs effets sur 

l’expression et l’activité des NR4As. 

 

 Il a été démontré que les propriétés anti-inflammatoires et d’immunosuppression 

de MTX découlent de sa capacité à augmenter les niveaux extracellulaires d’ADO 

(252). Les médiateurs transcriptionnels et les évènements de transduction impliqués dans 

l’augmentation des réponses médiées par l’ADO dans le contexte de l’inflammation sont 

peu connus, mais des études démontrent que l’immunomodulation de NR4A2 par MTX est 

modulée par la sécrétion d’ADO et la modulation de son récepteur A2A (250). Par contre, 

peu en est connu sur le rôle des récepteurs de NR4A dans le contrôle de l’inflammation. 

 

En plus d’être impliqués dans les cascades anti-inflammatoires, les NR4As 

dévoilent aussi un rôle dans la médiation des signaux pro-inflammatoires en activant la 

cascade d’NF-kB (253). L’expression ectopique de NR4A1 augmente l’expression de 

kinases activant NF-kB dont inhibitor of NF-kB kinase i (IKKi) et NCK-interacting kinase 

(NIK), IKKi étant une cible directe de l’activité transcriptionnelle de NR4A1 (247; 253). 

Donc de niveaux aigus ou chroniques d’expression des NR4As peuvent avoir de différents 

effets sur l’expression des gènes, menant à une augmentation ou à une diminution de 

l’inflammation (247; 253; 254; 255).  

 

Comme décrits plus haut, les lymphocytes Tregs peuvent être ciblés par plusieurs 

marqueurs, dont CD4 et Foxp3. Ces cellules jouent un rôle important dans la régulation 

des réponses immunes spécifiques aux pathogènes ainsi que dans le maintien de 

l’homéostasie (256; 257; 258; 259), et sont générées par la sélection positive de cellules T 

CD4+ via l’induction de la transcription du gène de Foxp3 (236). De ce fait, l’expression 
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de Foxp3 s’est prouvée indispensable pour le développement et la fonction des Tregs (260). 

Des études ont démontré que l’expression du gène de Foxp3 peut, entre autres, être régulée 

par les NR4As (261; 262) ainsi qu’activé par l’induction de NF-kB (263) qui peut lui-

même être induit par NR4A (247). La suppression individuelle des NR4As ne semble pas 

affecter l’expression de Foxp3, mais la perte simultanée de l’expression de NR4A1 et 

NR4A3 ou des 3 NR4As mène à un phénotype pathologique qui se caractérise par des 

dommages tissulaires importants (262). Un article publié par notre équipe suggère les 

NR4A1-3 comme marqueurs potentiels de populations Bregs de précurseurs de cellules B 

MZ-like. Chez ces cellules, une haute expression des NR4As semble être corrélée à une 

haute expression de CD83 qui possède des propriétés de modulation possiblement lié à leur 

fonction Breg (201). 

 

3.6. Les lymphocytes B dans le contexte d’une infection au VIH 

3.6.1. Infection des lymphocytes B et transmission 

 Malgré l’infection de cellules B in vivo n’ayant pas encore été démontrée, in vitro, 

le VIH est capable de se répliquer dans les cellules B ayant été stimulées par CD40 (264). 

Les virions peuvent aussi se lier aux cellules B à l’aide des récepteur CD21, DC-SIGN et 

α4b7 exprimés par certaines populations (265; 266).  

 

3.6.2. Perturbation de la dynamique des populations de lymphocytes B 

Le VIH mène à une activation immune persistante impliquant les cellules mémoires 

activées et les cellules mémoires « tissue-like », des cytokines inflammatoires, IFN-I, et 

Foxo3a et l’augmentation de la fréquence des plasmablastes. Cette activation immune 

persistante mène à une augmentation de l’apoptose (267; 268) et de l’épuisement cellulaire 

(269) et à l’hypergammaglobulinémie (270). L’hypergammaglobulinémie, une 

augmentation des Ig totaux dans le sang, est une réflexion des effets de l’activation immune 

systémique polyclonale causée par le VIH sur la différenciation des cellules B (270; 271) 

tandis que les défauts des cellules B mémoires, qui consistent en une perte de la mémoire 

due à une atteinte des structures lymphoïdes et des centres germinatifs, sont une réflexion 

des défauts des cellules Th CD4+.  
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3.6.2.1. Lymphocytes B mémoires 

La cellule B mémoire est une cellule qui se réplique suite au contact renouvelé avec 

un antigène et qui peut exprimer ou non CD27. Celles qui ne l’expriment pas sont celles 

ayant eu contact avec un antigène et ont généralement un isotype commuté IgG ou IgA 

(272). Les cellules B mémoires exprimant CD27 peuvent ou non avoir subi une 

commutation de classe de leur Ig (273). Dans le centre germinatif, suite à la reconnaissance 

d’un antigène initial, la cellule subit une SHM afin que son BCR ait une meilleure affinité 

à l’antigène l’ayant activé. (274) Des sous-types de cellules B mémoires CD27+CD21lo et 

CD27-CD21lo sont retrouvés à haute fréquence chez les gens atteints du VIH (269).  Les 

défauts des cellules B mémoires lors d’une infection au VIH incluent un changement de 

fréquence et de fonctionnalité des sous-populations circulant dans le sang et dans les tissus 

lymphoïdes et ceux-ci mènent à une diminution de la fréquence de cellules B T-

dépendantes et de cellules B mémoires IgM+ résultant en une réponse virale moins efficace 

(275). Le déclin des cellules B mémoires dont les « tissue-like », une population 

minoritaire qui augmente dans un contexte inflammatoire, pourrait être due à une 

susceptibilité augmentée à l’apoptose due à des changements dans l’expression de 

molécules clés impliquées dans la survie et la mort de la cellule dont Fas receptor (FasR) 

et TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) (268; 276; 277). Des changements 

chez les molécules qui guident les cellules B vers certains compartiments tels CXCR5 et 

CXCL13 peuvent aussi être responsables du déclin des cellules B mémoires (278). 

Finalement, dans le contexte du VIH, plus de cellules B mémoires se différencient en 

cellules plasmatiques que chez un contrôle sain (279). Malheureusement, les individus 

ayant été traités avec ART n’ont qu’une restauration partielle de cette population (280). 

 

3.6.2.2. Hypergammaglobulinémie 

Dans l’hypergammaglobulinémie associée au VIH, IgG1 est l’Ig subissant 

l’augmentation la plus importante (281). L’augmentation d’Ig dans le sang pourrait mener 

à une augmentation de la formation de complexes immuns se liant et activant les cellules 

connues pour la sécrétion de facteurs inflammatoires associés à une haute virémie 

exprimant des récepteurs activateurs Fc (282; 283). Les complexes immuns peuvent activer 

les cellules B, mais plutôt via leur BCR puisque celles-ci expriment plutôt Fc receptor, 
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IgE, low affinity II (FcεRII) à la place de récepteurs Fc (284). La Gp120 du VIH peut 

également mener à l’activation polyclonale des cellules B des amygdales et de la rate (285). 

La protéine virale agit par l’entremise des mannose C-type lectin receptor (MCLR) qui 

favorisent la CSR. Elle favorise aussi la sécrétion de BAFF par les monocytes, menant à 

l’augmentation d’expression de MCLR sur les cellules B, complétant un cycle vicieux 

d’activation polyclonale (286). 

 

3.6.2.3. Perturbation de l’homéostasie et hypercytokinémie pro-inflammatoire 

Le VIH mène aussi à la perturbation de l’homéostasie et de la régulation causée par 

les changements du compartiment B, dont ceux affectant les cellules B immatures et 

transitionnelles. La perte d’homéostasie mène à une diminution de la fréquence des cellules 

B naïves (287), une augmentation de l’apoptose intrinsèque et à l’autoréactivité (288). Le 

début de l’infection au VIH s’accompagne d’une hypercytokinémie pro-inflammatoire 

(289; 290; 291). Plusieurs cytokines impliquées contribuent à l’activation des cellules B, 

tel IL-15 qui joue un rôle dans l’activation polyclonale et dans la différenciation (292; 293) 

et IL-6 qui est impliquée dans la différenciation et la survie des cellules B (294) et qui a 

été associée à l’hypergammaglobulinémie (107). Les niveaux d’IL-6 semblent être 

directement contrôlés par les niveaux d’inflammation, plutôt que par le VIH (295). Les 

individus infectés au VIH ayant une déplétion de cellules T exhibent de plus hauts niveaux 

d’IL-7, une cytokine capable d’interférer avec la survie et la prolifération des cellules de 

façon non spécifique à l’antigène (286). IL-7 augmente l’expression de CD70 par les 

cellules T et leur production de BAFF ce qui mène à une augmentation de la production 

d’IgG par les cellules B (296). L’expression de la chimiokine inflammatoire IP-10 est 

induite par IFN-I (297), une famille de cytokines pro-inflammatoires liée à l’activation 

immune associée au VIH (298). L’expression d’IL-10, une cytokine associée à la virémie, 

vient un peu après les autres (289). Malgré qu’elle possède des propriétés anti-

inflammatoires, cette cytokine induit la différenciation des cellules B et la production 

d’anticorps, contribuant à l’activation des cellules B (299; 300). De plus, IL-10 inhibe 

l’activité antivirale des cellules Th (301) et CD8+ (302) diminuant le contrôle du virus par 

le système immun (303). L’activation des cellules B peut aussi être causée par la ferritine, 

une protéine produite par les macrophages qui expriment Nef (304). Les niveaux de 
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ferritine corrèlent directement avec la virémie et les niveaux d’IgG dans le sang (286). 

L’effet de la dérégulation de BAFF dans le contexte d’une infection au VIH est discuté en 

détail dans la section 5. 

 

3.6.2.4. Rôle des cellules Tfh CD4+ 

Les cellules Tfh CD4+ stimulées par un antigène augmentent l’expression de 

CXCR5 puis migrent aux follicules de cellules B afin d’avoir des interactions bénéfiques 

avec ces dernières lors des réactions du centre germinatif (305). Les cellules Tfh CD4+ sont 

capables d’aider les cellules B grâce à plusieurs molécules qu’elles expriment dont ICOS, 

CD28, CD40L, et grâce à de molécules qu’elles sécrètent tel IL-21 (306). Elles favorisent 

la survie des cellules B du GC et leur différenciation en cellules mémoires ou plasmatiques 

(305). Les cellules B du GC stimulent les cellules Tfh à l’aide d’interactions cellulaires 

médiées par ICOSL et SAP (307; 308) et à l’aide de cytokines tel IL-6 et IL-27 (306). Dans 

le contexte du VIH, une haute expression de BAFF et l’accumulation des cellules Tfh et 

ainsi de leurs cytokines IL-10 et IL-21 dans les GC peut diminuer le seuil de sélection de 

cellules B, résultant en une accumulation cellules B de basse affinité dans les GC (279). 

Les cellules B de basse affinité peuvent ensuite se différencier en cellules plasmatiques et 

contribuer à l’accumulation d’anticorps de basse affinité (286). L’augmentation de 

l’expression du ligand PD-1L chez les cellules B du centre germinatif pouvant lier PD-1, 

un marqueur hautement exprimé par les cellules Tfh, mène à une restriction fonctionnelle 

de ces dernières ainsi qu’à l’hyperplasie des tissus lymphoïdes (300; 309). Certaines études 

démontrent que les cellules B folliculaires des ganglions lymphatiques des individus 

infectés au VIH ont une défectuosité face à leur capacité de subir une commutation de 

classe et de répondre au VIH, un changement associé à Nef, une protéine du VIH capable 

de bloquer la cascade de signalisation via CD40 (40) (41). Il est possible de soutenir cette 

information ainsi que celles discutées plus tôt dans ce paragraphe si l’on suppose qu’au 

moins une partie de l’hyperactivation des cellules B à lieu à des sites extrafolliculaires 

(294). Finalement, il a été démontré que les cellules Tfh peuvent être une source de 

réservoir importante pour le virus, une étude ayant réussi à extraire du VIH capable de 

réplication chez des patients avec une basse virémie (< 1000 copies d’ARN VIH). Chez 

ces patients, les cellules Tfh contenaient le plus haut pourcentage de cellules T CD4+ 
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contenant de l’ADN VIH, et ces cellules étaient les plus efficaces en infection productive 

in vitro (310). 

 

3.6.2.5. Épuisement des lymphocytes B 

Lors d’une activation immune chronique dans le contexte du VIH ou d’une autre 

maladie inflammatoire, les cellules B peuvent avoir recours à un mécanisme d’épuisement 

afin de se protéger de leur environnement inflammatoire. Cette réponse est caractérisée 

fonctionnellement par une diminution de leur capacité de prolifération en réponse à un 

nouveau stimuli et phénotypiquement par l’expression de plusieurs récepteurs inhibiteur. 

L’épuisement de ces cellules est aussi reflété par une diminution de diversité d’épitopes.  

 

Dans le contexte du VIH, PD-1, un récepteur inhibiteur associé à l’épuisement des 

cellules T CD8+ (311), semble être impliqué dans l’épuisement des cellules B (305). Les 

récepteurs inhibiteurs Leukocyte-associated immunoglobulin-like receptor 1 (LAIR-1), 

Cytotoxic T-lymphocyte antigen-4 (CTLA-4), Tim-3 (312; 313), FCRL4, sialic acid-

binding Ig-like lectin 6 (SIGLEC-6) et CD11c (224; 314) ont également été associés à 

l’épuisement des cellules B associée au VIH. (286). De plus, les individus atteints du VIH 

ont une population de cellules B exprimant de hauts niveaux de T-bet. Les circonstances 

dans lesquelles ce facteur de transcription aurait un rôle bénéfique est encore mal compris 

(315). 

 

3.6.2.6. Lymphocytes B des muqueuses 

Les cellules B des muqueuses sont également affectées par le VIH. Une 

augmentation d’apoptose des cellules B des ganglions lymphatiques mésentériques, de la 

lamina propria et des plaques de Peyer, et une augmentation de l’activation polyclonale 

sont observés lors de la phase aiguë du VIH (316; 317). Une hyperplasie folliculaire des 

GC, résultat possible d’une accumulation de cellules B, est suivie par une dégénération des 

réseaux de FDC et la perte de l’intégrité des GC (316; 318). Chez les cellules B des 

muqueuses des individus en phase chronique, la réponse d’IgA au VIH et aux pathogènes 

des muqueuses est affectée (319). L’effet de Nef sur la commutation de classe des Ig 

pourrait être responsable de ce problème (41). La progression de la maladie mène au 
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changement de l’isotype dominant des Ig qui passe de IgA, une Ig non inflammatoire 

favorisant l’homéostasie, à IgG, une Ig inflammatoire, ce qui est en accord avec un profil 

antiviral de type Th1 et un bris d’homéostasie du profil Th17 (320). Ces changements ont 

aussi été observés par un membre de notre laboratoire, leur article démontrant un 

compartiment B dérégulé caractérisé par une augmentation d’IgG1 et un plus haut ratio 

IgG+/IgGA+ chez des travailleuses du sexe VIH-séropositives (321). Ce changement 

d’isotype reflète un mécanisme par lequel le VIH engendre de l’inflammation dans la 

muqueuse intestinale (322). 

 

3.6.3. Effet de la thérapie sur la restauration du compartiment B 

Suivant l’introduction de la thérapie antirétrovirale pour les gens atteints du VIH, 

des études ont été conduites afin de déterminer l’état des cellules B post-traitement. Il a été 

démontré qu’un traitement initié lors de la phase aiguë ou lors de la phase chronique de 

l’infection au VIH mène à une diminution des réponses polyclonales spontanées des 

cellules B (323). La fréquence de plasmablastes dans le sang, haute lors de la phase aiguë, 

revient à la normale chez les individus VIH+ après 1 an de traitement ART mais avec des 

ratios IgA et IgG inversés (280). Par contre, les populations de cellules B mémoires et 

‘tissue-like’ n’atteignent pas une restauration complète après cette même période de 

traitement, et l’hypergammaglobulinémie n’est pas non plus complètement normalisée par 

ART (280; 324). Certains chercheurs suggèrent que la cause de cette restauration 

incomplète réside dans la persistance d’une activation immune post-traitements chez les 

individus infectés (325). D’un autre côté, le phénotype et la fonction des cellules B 

mémoires ‘resting’ subissent une restauration plus complète si ART est administré lors de 

la phase aiguë plutôt que lors de la phase chronique (280). Globalement, l’administration 

de ART rapidement après l’infection au VIH mène à une restauration plus complète des 

populations de cellules B. 

 

3.7. Importance de la réponse B dans le contexte d’une infection au VIH-1 

 Chez les gens en santé, les anticorps sont produits soit par les cellules plasmatiques 

plasmocytes de longue durée se retrouvant dans la moelle osseuse (326) ou par les 

plasmablastes de courte durée qui migrent au sites effecteurs et qui prolifèrent et se 
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différencient en plasmocytes de façon transitoire lors d’une infection (327). La réponse 

primaire au VIH, avant la formation des centres germinatifs et avant l’implication des 

cellules T, implique la production de plasmablastes. Les plasmablastes sont des cellules B 

s’étant différenciées en cellules sécrétant des anticorps en continuant de proliférer. Ces 

cellules peuvent être retrouvées dans les tissus lymphoïdes ou en circulation dans le sang 

périphérique et expriment CD38, CD27 et Ki-67, qui indique le changement de cycle des 

cellules (274). Le flux de plasmablastes, la plupart étant spécifiques à l’antigène, vient 5-7 

jours après l’infection au VIH (327), ce qui corrèle avec la présence d’IgM spécifiques au 

VIH retrouvés dans le sang dans les premières semaines suivant l’infection (328). Les 

plasmablastes non spécifiques au VIH sont une réflexion des effets directes et indirectes 

d’activation polyclonale du virus sur les cellules B (329).  Les plasmablastes peuvent, peu 

après l’infection, représenter 50% des cellules B circulant dans le sang périphérique (271) 

et leur présence corrèle avec la virémie, chose démontrée par leur disparition après 

initiation d’ART (323).  

 

Selon l’équipe de Liao, la gp41 du VIH serait l’une des premières cibles de la 

réponse immune après l’infection (328) et les anticorps monoclonaux ciblant cette protéine 

virale proviendraient entre autres des plasmablastes (330). Ces anticorps sont hautement 

permutés, polyréactifs (330) et non neutralisants, suggérant qu’ils proviennent de cellules 

B mémoires de 1ère ligne ou présentes avant l’infection au VIH et visant des antigènes 

bactériens du microbiote. Les BCRs de ces cellules mémoires ont donc une réactivité 

croisée avec la gp41 du VIH et lorsqu’ils entrent en contact avec cette dernière, les cellules 

mémoires subissent une expansion clonale (330). L’infection au VIH ne semble pas 

affecter le cycle des cellules plasmatiques incluant leur tendance de s’accumuler dans la 

moelle osseuse, et la sécrétion d’anticorps dans la circulation. Par contre, la qualité des 

anticorps sécrétés par ces cellules n’a pas encore été déterminée (274). 

 

 La réponse primaire au VIH implique aussi un enrichissement en IgG3 (331) qui 

serait le résultat de la commutation de classe de cellules B immatures, indépendamment du 

centre germinatif (332; 333; 334). L’enrichissement en IgG3 est rapidement suivi d’une 

déplétion de ces Ig chez les individus infectés au VIH (331). La réponse initiale impliquant 
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les anticorps non neutralisants est suivie par une réponse au virus, puis, lors de la phase 

chronique, la fréquence des anticorps diminue (mais demeure élevée comparée aux 

individus non infectés) et l’isotype dominant change d’IgA à IgG (271), la réponse des 

cellules B s’élargit, et une fraction des gens infectés développent une réponse large et 

puissante (335).  

 

 Les cellules plasmatiques, eux, sont plus difficiles à étudier dû à leur nature non 

cyclique et à leur différenciation. Ces cellules commencent sous forme de plasmablastes 

puis subissent une différenciation finale avant de devenir des cellules plasmatiques 

productrices d’anticorps. De plus, elles se retrouvent généralement dans de tissus difficiles 

d’accès telles la rate et la moelle osseuse (336). L’étude des anticorps neutralisants des 

cellules plasmatiques de la moelle osseuse démontre qu’elles ressemblent de près aux 

anticorps retrouvés dans le sang périphérique, indiquant une association entre les 

compartiments (337). Les cellules plasmatiques des tissus muqueux sont connues pour leur 

production d’IgA chez les gens en santé (167). Ces cellules B IgA+ spécifiques au virus ont 

été détectées dans les tissus muqueux des femmes exposées au VIH séronégatives, 

suggérant leur importance dans le contrôle de l’infection (338). 

 

La restreinte de la réplication virale et de la progression de la maladie par la réponse 

des cellules B et des anticorps au VIH n’est pas supportée par la littérature. En fait, 

certaines études démontrent une corrélation entre une haute fréquence d’anticorps 

neutralisants (bNAbs), une haute virémie et une diminution de cellules T CD4+ (339).  Le 

rôle des anticorps sécrétés par ces cellules dans le contrôle de l’infection n’est pas encore 

bien compris (274). D’un autre côté, des études démontrent qu’une distribution normale de 

populations de cellules B dans la circulation des individus avec VIH (similaire à celle des 

individus sains) est associée à une réponse des cellules B mémoires ou à des bNAbs (340) 

En fait, une basse virémie et une normalisation du compartiment B seraient nécessaire à la 

sécrétion de bNAbs, aussi retrouvés chez des individus atteints du VIH sous traitements 

(340). Une plus grande réponse des cellules B spécifiques au VIH est observée chez les 

individus traités avec ART même si la fréquence de ces cellules diminue avec le traitement 
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(275). Donc, un compartiment de cellules B mémoires intact serait associé à une forte 

réponse humorale (274).  

 

4. Lymphocytes B de la zone marginale 

4.1. Zone marginale 

La zone marginale, découverte initialement chez le rat, se retrouve entre le tissu 

lymphoïde de la pulpe blanche de la rate et la circulation sanguine, et contient des 

lymphocytes B résidents ayant une réponse T-indépendante T2 (341) enchevêtrés avec des 

DC, des macrophages et des granulocytes dans un réseau réticulaire stromal (342). 

 

 
Figure 5. Analyse immunohistochimique d’une section d’amygdale illustrant l’épithélium, 

la zone marginale, le centre germinatif, la zone claire (LZ) et la zone sombre (DZ) (343) 

 

4.1.1. Découverte de la zone marginale et des cellules B MZ 

 MacNeal fut l’un des premiers chercheurs à décrire l’anatomie de la zone marginale 

chez le rat en 1929. Initialement, il était cru que cette zone fût peuplée par des granulocytes, 

des macrophages et des cellules plasmatiques précurseurs lors de la réponse immune innée 
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ou adaptative (344). Dans les années 1980, le groupe de MacLennan démontra que les 

cellules B de la zone marginale « naïve », provenant de précurseurs transitoires de la 

lymphe du rongeur, ont tendance à rester dans cette zone marginale (345; 346). Il fut 

ensuite découvert que ces cellules B MZ sont indépendantes des cellules T et des antigènes 

exogènes (347), et qu’elles participent dans la réponse immune (348), les antigènes leurs 

étant présenté par des macrophages spécialisés de la rate (349).  

 

4.2. Rétention des cellules B MZ dans la zone marginale 

CXCL13, produit par les DC folliculaires, se lie à CXCR5 menant à la migration et à la 

rétention des cellules B dans le follicule (350). Chez les rongeurs, les cellules MZ 

expriment les récepteurs lysophospholipides S1P1 et S1P3 qui, lorsque lié à la sphingosine-

1-phosphate (S1P), interfèrent avec les signaux de CXCR5 (350) permettant la rétention 

des cellules MZ dans la zone marginale, zone riche en S1P, lors du passage du sang (342; 

351). En fait, S1P est un lipide produit par les plaquettes, les érythrocytes et les cellules 

endothéliales vasculaires qui attire les lymphocytes B (352). Les cellules folliculaires, 

n’exprimant pas les récepteurs de S1P, peuvent donc facilement traverser la zone marginale 

sans y rester prises et s’accumulent dans le follicule, suivant le gradient de CXCL13 (350; 

353). Le récepteur cannabinoïde 2 (CNR2) joue aussi un rôle dans la migration des 

lymphocytes B immatures de la rate vers la zone marginale (354). Ce récepteur joue aussi 

un rôle dans la rétention sinusoïdale des lymphocytes B immatures dans la moelle osseuse 

(355). De plus, l’interaction entre les intégrines αLB2 et α4B1 des cellules B MZ avec les 

molécules d’adhésion des cellules stromales intracellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) 

et vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1), respectivement, s’agit d’une autre 

composante de rétention des cellules B MZ dans la zone marginale (356).  En parallèle, 

CXCR7, exprimé par les cellules B MZ mais non par les cellules folliculaires, se lie à 

CXCL12, un modulateur de l’activité de CXCR4 participant à la rétention des cellules B 

MZ dans la MZ (357). 

 

4.2.1. Cellules MZ transitoires 

Malgré les multiples facteurs assurant la rétention des cellules B MZ dans la zone 

marginale de la rate, ces cellules peuvent aussi être transitoires et passer par la MZ avant 



 49 

d’entrer dans la circulation systémique chez l’humain (358). En fait, une étude de Weller 

et coll. démontre que les cellules mémoires IgM+IgD+CD27+ retrouvées dans la circulation 

sanguine humaine sont plutôt des cellules MZ transitoires de la rate capables d’exprimer 

des Ig diverses (359). Lors d’une réponse T-dépendante, des cellules B à haute affinité de 

la circulation et du centre germinatif transitent vers la MZ. Ces cellules sont ensuite 

capables de réagir comme les MZ lors d’une réponse T-indépendante induite par un 

polysaccharide (360). Ce phénomène de recirculation défini chez l’humain n’a pas été 

observé chez les rongeurs, chez qui les cellules B MZ semblent rester dans la MZ de la rate 

(361).  

 

4.3. Présentation antigénique aux cellules B MZ 

Dans le sinus marginal du rongeur, où il y a ralentissement du débit sanguin 

favorisant l’interaction entre les antigènes et les cellules MZ, les macrophages de la zone 

marginale et les macrophages métallophiles captent les antigènes à l’aide de leurs PRRs 

dont les récepteurs éboueurs et les CLRs et les internalisent dans des vésicules 

intracellulaires qui migrent à la surface de la cellule afin d’exposer les antigènes aux 

cellules B MZ qui les reconnaissent avec leur BCR (362). Les antigènes peuvent aussi être 

captés par les DC et les granulocytes et transportés au sinus marginal afin d’être présentés 

aux cellules B MZ (363). Chez la souris, les plus gros antigènes sont captés par les DC ou 

les granulocytes dans la circulation périphérique, ou par les macrophages de la zone 

marginale dans la rate (363; 364). Les plus petits antigènes, à l’aide d’un complément 

opsonine, sont capables d’interagir et d’activer directement les cellules B MZ (365). Les 

lymphocytes B MZ ayant interagi avec un antigène via leur BCR peuvent ensuite sortir de 

la zone marginale et se déplacer vers les follicules afin de transporter leur antigène aux DC 

folliculaires, ce qui aide à l’élaboration d’un centre germinatif (350). Après activation par 

leur BCR par un antigène, les cellules B MZ peuvent aussi se déplacer vers la zone T afin 

d’activer les lymphocytes T ou, à l’aide de signaux co-stimulatoires provenant de cellules 

immunes innées ou adaptatives, se différencier en plasmablastes sécrétant des anticorps 

non mutés via une cascade dépendante (TD pathway) ou indépendante (TI pathway) des 

cellules T (362). Ici, la cascade T dépendante implique la présentation de peptides aux 

cellules Th CD4+ via des complexes CMH-II (366). Chez l’humain, la zone marginale n’est 
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pas séparée des follicules de lymphocytes B par un sinus marginal, elle est plutôt divisée 

en partie interne et externe par une couche de fibroblastes. De plus, la zone marginale ne 

contient pas les macrophages spécifiques retrouvés chez le rongeur (367). Dans ce cas, les 

antigènes pourraient venir en contact avec les cellules B MZ au travers de la zone 

périfolliculaire (367), qui contient entre autres des neutrophiles ayant un fort potentiel B-

helper et des DC (368).  

 

4.4. Différenciation en plasmablastes 

 Chez les souris, lorsqu’une cellule B MZ se transforme en plasmablaste à court 

terme après activation par un antigène, il y a migration subséquente de cette cellule vers la 

pulpe rouge en réponse à CXCL12, un ligand de CXCR4, exprimé par des cellules 

stromales, dendritiques, neutrophiles et macrophages de la pulpe rouge et de la zone 

périfolliculaire (368; 369; 370). La stimulation des cellules B MZ par un ligand microbien 

d’un TLR mène à la diminution de l’expression des intégrines, des récepteurs de S1P, de 

CXCR5, et de CCR7, des changements nécessaires à leur migration (353; 369). Chez la 

souris ainsi que chez l’humain, des cellules innées (DC, macrophages, neutrophiles, 

cellules stromales de la pulpe rouge, cellules tapissant le sinus) produisent BAFF et a 

proliferation-inducing-ligand (APRIL), ce qui engage les récepteurs TACI et B-cell 

maturation factor (BCMA), supportant la maturation et la survie des plasmablastes (363; 

368; 371; 372; 373; 374). Chez l’humain, des ligands d’un TLR microbien et des cytokines 

tel IFN-I et IFNg stimulent la production de BAFF et de APRIL par les DC (375; 376; 377). 

Les DC des souris, elles, produisent BAFF en réponse à IFNg par une cascade dépendant 

de STAT-1 régulée négativement par autoimmune regulator (AIRE) (378). Les 

plasmablastes humains reçoivent des signaux de maturation et de survie additionnels d’IL-

6, d’IFN-I et de CXCL10 (379; 380). CXCL10 est un ligand de CXCR3 qui stimule la 

production d’IL-6 par les cellules B activées, augmentant la production de CXCL10 par un 

sous-type de macrophages exprimant CD163, un récepteur d’hémoglobine (380). 

 

4.5. Molécules exprimées par les lymphocytes B MZ 

Les cellules B MZ des rongeurs expriment plusieurs molécules dont complement 

receptor type 2 (CD21), complement receptor type 1 (CD35), CD1d, CD80, CD86 et CMH-
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II (146; 381), avec un phénotype typique IgMhiIgDloCD21+CD22hiCD23-CD1hi (381). Via 

leurs molécules CD21 et CD35, les cellules B MZ des souris sont spécialisées dans la 

reconnaissance d’opsonines complémentaires (365). CD1d, une molécule CMH-I, permet 

une reconnaissance spécialisée de glycolipides microbiaux (382). CD80, CD86 et CMH-

II, eux, sont requis pour l’activation des cellules folliculaires Th, permettant une 

polyvalence fonctionnelle des cellules B MZ (366). En fait, il existe une sous-population 

chez la souris nommée cellules B MZ précurseurs T2 (T2-MZP) distingués par le 

phénotype CD19+CD21hiCD23hiCD24hiIgMhiIgDhiCD1dhi produisant une grande quantité 

d’IL-10. Ces cellules, par leur fonction Breg, semblent même alléger les symptômes 

associés à l’arthrite en augmentant la fréquence de Treg et en diminuant la fréquence de 

Th1 et de Th17, et ce, par leur production d’IL-10 (198). 

 

Les cellules B MZ expriment aussi des BCRs polyreactifs capables de se lier à 

plusieurs PAMPs (164) comme le font les TLRs. Ces cellules sont donc capables de 

répondre aux ligands de TLRs endogènes ou associés à un pathogène avec ou sans la 

reconnaissance d’un antigène via leur BCR. En fait, l’activation simultanée d’un BCR et 

TLR par une molécule microbienne tel un lipopolysaccharide ou un peptidoglycan permet 

aux cellules MZ d’avoir une réponse immunitaire T-indépendante de basse affinité jusqu’à 

ce que les cellules folliculaires aient le temps de générer une réponse de haute affinité 

(383). Les cellules B MZ se développent rapidement au cours des 3 premiers jours suivant 

l’infection en cellules plasmatiques extrafolliculaires sécrétant IgM (363) qui forment un 

complexe avec le pathogène. À l’aide de l’enzyme activation-induced cytidine deaminase 

(AID), des IgG et IgA sont produits par CSR via TACI, récepteur de BAFF, et contribuent 

à la réponse immune (368).  

 

4.6. Réponse des cellules B MZ aux antigènes T-indépendants 

 Le temps requis avant le développement d’une réponse T-dépendante consistante 

par les cellules B folliculaires, 5 à 7 jours, peut mener à la mort si une réponse plus rapide 

n’est pas engendrée. C’est dans cet intervalle que les cellules B MZ mènent la réponse de 

première ligne en ayant une réponse T-indépendante. Pendant les 3 premiers jours suivants 

l’infection, les cellules B MZ se développent en plasmablastes qui résident dans la pulpe 
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rouge de la rate puis en plasmocytes sécrétant des IgG, des IgA, et des IgM de basse affinité 

(362; 384; 385). Rapidement, ces cellules produisent des anticorps en réponse aux 

antigènes T-indépendants de type 1 qui se lient au BCR et peuvent co-activer des TLRs, 

ou qui se lient aux antigènes T-indépendants de type 2, qui induisent la réticulation du BCR 

et co-activent plusieurs PRRs (386; 387; 388). L’interaction entre les cellules B MZ et les 

antigènes peut se faire de plusieurs façons décrites dans la section ‘Présentation 

antigénique aux cellules B MZ de la zone marginale’. Chez l’humain et la souris, l’antigène 

T-indépendant se liant aux molécules BCR et TLR permet l’activation des cellules B MZ 

par coopération avec TACI, un récepteur capable de lier BAFF et APRIL qui sera décrit 

en détail plus loin (371). Chez la souris, des opsonines complémentaires se lient aux 

antigènes T-indépendants, et, via CD21 et CD35, permettent la production de plus de 

signaux activateurs dirigés vers les cellules B MZ. Les récepteurs complémentaires CD21 

et CD35 fonctionnent en augmentant la signalisation du BCR par l’interruption de 

l’expression de PD-1 (365; 387; 389).  

 

4.7. Réponse des cellules B MZ aux antigènes T-dépendants 

 Il a été démontré chez la souris que les cellules B MZ expriment de hauts niveaux 

de CD80, de CD86, et de molécules CMH-I et II à leur surface permettant une forte activité 

de présentation antigénique (390; 391). La notion la plus véhiculée dans la littérature est 

celle qui stipule que les cellules T naïves sont d’abord stimulées par les DC dans les gaines 

lymphoïdes périartériolaires (PALS). Les cellules B folliculaires stimulées migrent et 

interagissent avec les cellules T au bordure du follicule et des PALS formant un centre 

germinatif. Les cellules B MZ, elles, sont importantes pour la transportation des complexes 

immuns aux cellules dendritiques folliculaires dans la zone folliculaire. Il a été rapporté 

que l’activité des cellules B MZ joue un rôle dans la régulation des centres germinatifs en 

amplifiant l’activation des cellules NK par les DC (392). Un article de Mauri démontre que 

lorsqu’il y a déplétion des cellules B MZ, les cellules B MZ précurseurs continuent 

d’induire la différenciation des cellules iNKT (195). Les populations des cellules B MZ 

sont hétérogènes; ces cellules sont capables de migrer à la jonction follicule-PALS et 

pourraient ainsi engendrer le centre germinatif. Des centres germinatifs secondaires 

pourraient aussi être formés par des cellules B mémoires qui transitent par la zone 
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marginale (393). Par contre, le rôle des cellules B MZ dans la formation du centre 

germinatif n’est pas tout à fait élucidé (366; 391). Une hypothèse consiste en la 

différenciation de ces cellules naïves Th CD4+ en cellule Tfh classique avec ou sans l’aide 

de DC locaux (366; 394). Les cellules Tfh stimulent les cellules B spécifiques aux 

antigènes à subir des CSR et SHM par l’expression de CD40L et de cytokines dont IL-4, 

IL21 et IFN-g. Cette cascade dépendante de CD40 mène à la production de cellules B 

mémoires et de cellules plasmatiques exprimant des anticorps IgG commutés de haute 

affinité (366; 394).  

 

 Les cellules B MZ de la souris pourraient amplifier la réponse aux anticorps 

folliculaires T-dépendants en amenant continuellement des antigènes liés à des complexes 

immuns au follicule. Les antigènes, captés par les DC folliculaires, facilitent la sélection 

des cellules B du centre germinatif où celles ayant une haute affinité pour ces antigènes 

sont sélectionnées (152). Les cellules B MZ de la souris ont aussi une réponse T-

dépendante extrafolliculaire menant à la production de plasmablastes sécrétant des IgM et 

IgG de basse affinité (395; 396).  

 

4.8. Différences entre cellules B MZ et cellules mémoires humaines 

 Les cellules B MZ humaines présentent des mutations somatiques du récepteur 

IgM, poussant plusieurs chercheurs à les nommer ‘cellules mémoires IgM’, mais elles 

représentent deux populations distinctes. De plus, les lymphocytes B mémoires produits 

par la réponse T-dépendante peuvent se retrouver dans la zone marginale, causant encore 

plus de confusion entre les cellules B MZ de l’humain et de la souris. (361; 397; 398; 399) 

Les cellules B MZ humaines ont de plus hauts niveaux d’autoréactivité que les cellules B 

naïves, sûrement dû à leurs BCR polyréactifs et mutations somatiques (400).  

Au contraire, les cellules B MZ de la souris expriment des gènes de chaines variables 

d’immunoglobuline (IgV) non mutés où certains d’entre eux encodent des BCRs 

polyreactifs (381). Des structures moléculaires conservées exprimées par des auto-

antigènes ainsi que des antigènes étrangers sont reconnus par ces BCRs, permettant 

l’élimination de bactéries provenant de l’environnement ainsi que de cellules 

endommagées (381).  
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Comme les cellules B MZ de la souris, les cellules B MZ humaines seraient 

capables de produire des anticorps spécifiques aux polysaccharides microbiens d’une façon 

T-indépendante, mais une réponse T-dépendante serait aussi possible (359). La population 

de cellules B IgMhiIgDlowCD1c+CD21hiCD23-CD27+ exprime plusieurs traits normalement 

retrouvés chez la population de cellules B mémoires IgM-IgD-CD1c-CD21medCD21-CD27+ 

dont la recirculation, l’expression de CD27, un membre de la famille des récepteurs TNF, 

un gène V(D)J muté et des empreintes moléculaires d’un séjour dans un centre germinatif 

(273; 401; 402). Ces caractéristiques ont mené certains chercheurs à supposer que les 

cellules B MZ humaines seraient équivalentes à des cellules B mémoires qui, en sortant du 

centre germinatif avant l’induction de CSR, auraient retenu leur capacité de produire IgM 

(403). Par contre, certaines distinctions existent. Contrairement aux cellules B mémoires 

permutées et non permutées, les cellules B MZ humaines expriment IgD, elles ont un 

mécanisme distinct de diversification de répertoire de gène IgV lors de l’ontogénie, un 

modèle d’utilisation des gènes IgV différent, moins de mutations des gènes IgV, une 

accumulation plus lente de mutations des gènes IgV, elles sont moins dépendantes des 

centres germinatifs et des cellules T CD4+ exprimant CD40L pour la production de 

mutations des gènes IgV, et ont moins de division cellulaire antérieure comparée aux 

cellules B mémoires (404; 405; 406). De plus, les cellules B MZ récupèrent plus lentement 

que les cellules B mémoires après un traitement de déplétion et dépendent moins des 

signaux de CD40 et plus des signaux TLR (166; 404; 407). En fait, une déplétion sélective 

des cellules B MZ humaines est observée chez les individus manquant de molécules 

signalisant TLR (166). Il peut être utile de voir ces deux groupes de cellules comme 

appartenant à une population hétérogène de cellules B IgMhiIgDlowCD1c+CD21hiCD23-

CD27+ où les cellules B MZ se développent à l’extérieur du centre germinatif et les cellules 

B mémoires non commutées se développent à l’intérieur du centre germinatif (152).  

 

4.9. Cellules MZ-like humaines 

 Des cellules MZ-like humaines sont aussi retrouvées dans la paroi interne du sinus 

sous-capsulaire des ganglions lymphatiques, dans la crypte de Lieberkühn des amygdales, 

et sous l’épithélium en dôme des plaques de Peyer du GALT (361; 408; 409; 410; 411). 
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Comme les cellules B MZ de la rate, ces cellules MZ-like sont hautement exposées aux 

antigènes. Par contre, ces cellules MZ ne semblent pas jouer un rôle aussi important dans 

la réponse immune que celles de la rate (412; 413; 414). De plus, des cellules B MZ 

humaines ont été retrouvées dans la circulation sanguine, démontrant leur capacité de 

circuler (359). 

 

4.9.1. Cellules d’amygdales 

 Les ganglions lymphatiques contiennent des cellules similaires aux lymphocytes B 

MZ de la rate (415). Plus spécifiquement, le MALT contient une mixed cell zone qui 

représente la zone marginale de la rate (416). Dans cette zone, les cellules se distinguent 

par une taille et un noyau ressemblant les centrocytes de la zone claire du centre germinatif 

(417). Dans les amygdales, les lymphocytes B de la zone sous-épithéliale sont l’équivalent 

des lymphocytes B MZ (417). Ces cellules sous-épithéliales ne semblent pas répondre aux 

antigènes TI-1 et ont une réponse aux antigènes TI-2, mais seulement en présence d’IL-2, 

ce qui n’est pas observé chez les cellules des centres germinatifs et des manteaux 

folliculaires. La réponse aux antigènes TI est observée chez les cellules B MZ de la rate du 

rongeur et de l’humain, renforçant l’idée que les cellules B sous-épithéliales des amygdales 

ayant cette même réponse représentent leur équivalent. Comme les cellules B MZ de la 

rate, les cellules sous-épithéliales ne semblent pas circuler puisque la majorité des 

lymphocytes B du sang en périphérie ont un phénotype ressemblant aux cellules du 

manteau folliculaire et ne semblent pas pouvoir générer une réponse aux antigènes TI-2. 

De plus, les cellules sous-épithéliales, tout comme les cellules B MZ, ne répondent pas aux 

activateurs polyclonaux, dont CD40. Elles peuvent toutefois avoir une activation 

polyclonale lors d’interaction avec des cellules T activées. La capacité de réponse aux 

antigènes TI-2 en absence de cellules T et la nécessité des cellules T pour l’activation 

polyclonale suggère l’hétérogénéité des cellules B sous-épithéliales (418). 

 

 Les cellules sous-épithéliales des amygdales se distinguent aussi du fait qu’elles 

n’ont pas une propension naturelle à l’apoptose comme les cellules des centres germinatifs 

et ne produisent pas d’anticorps polyspécifiques comme les cellules du manteau 

folliculaire. Après exposition à anti-µ-ab, un activateur polyclonal de cellules B, elles sont 
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capables de stimuler la réaction leucocytaire mixte des deux types de lymphocytes T 

répondeurs par présentation antigénique presque aussi efficacement que les DC, une 

caractéristique que l’on ne retrouve pas chez les cellules B du manteau folliculaire. Ces 

différences suggèrent que les cellules sous-épithéliales sont une sous-population distincte 

de cellules B (418). 

 

 Les amygdales contiennent aussi d’autres populations, dont des cellules épithéliales 

(EC) de l’épithélium réticulaire des cryptes. Ces EC forment des pochettes contenant des 

cellules B exprimant paired box protein Pax5 (Pax5), une protéine nucléaire qui permet la 

régulation des gènes d’immunoglobulines (419). Ces pochettes épithéliales contiennent 

aussi des mDC CD11c+ et des pDC CD123+ pouvant induire une CSR (375). Une enzyme 

associée à la CSR continue, AID, pourrait être exprimée par les cellules B intraépithéliales 

(420). L’expression de AID par une sous-population de cellules B dans l’épithélium 

réticulaire de l’amygdale appuie cette hypothèse (376). 

 

5. B-cell activating factor (BAFF) 

 BAFF, aussi connu sous le nom de B lymphocyte stimulator (BLyS), est un membre 

de la superfamille de ligands TNF et un facteur de survie et de différenciation primordial 

pour les cellules B (421). Cette protéine transmembranaire de type 2 se retrouvant à la 

surface des cellules sous forme d’homotrimère peut être clivée par la protéase furine et 

libérée sous forme soluble et active de 17 kDa afin d’assurer l’homéostasie des cellules B 

(422; 423). À des conditions physiologiques, BAFF a aussi été retrouvé sous forme de 

60mer formé de multimers de 20 trimères capables de se lier à TACI, un de ses trois 

récepteurs décrits en détail plus bas (figure 6) (424). Il existe aussi D-BAFF, un isomère de 

BAFF incapable de se lier aux récepteurs de BAFF due à un peptide manquant. Celui-ci 

est toutefois capable de réguler l’activité de BAFF en formant un trimère inactif avec celui-

ci (425). 

 

5.1. Cellules exprimant BAFF 

 BAFF est principalement produit par les cellules stromales, les neutrophiles, et 

plusieurs cellules myéloïdes dont les DC, les macrophages, et les monocytes (426), surtout 
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ceux stimulés par granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) ou IFN (427). Il peut 

aussi être produit par les cellules T (428) et B activées (429) et les mastocytes (430), surtout 

en conditions inflammatoires créant des niches où l’inflammation est importante. La 

production de BAFF est régulée par plusieurs molécules, incluant l’estrogène (431), des 

IFNs de type I et II, TGFb, IL-10, CD40L et G-CSF (431; 432). Sa production peut aussi 

être induite par l’activation de TLRs tel TLR4, TLR7 et TLR9 (432), ainsi que par des LPS 

provenant de bactéries (433).  

 

Des études démontrent aussi la production de BAFF par les cellules épithéliales des 

glandes salivaires dans le contexte du syndrome de Sjogren (434), par les cellules 

épithéliales de la voie respiratoire (435), par les cytotrophoblastes de placenta (436), par 

les synoviocytes ‘fibroblast-like’ du liquide synoviale de gens atteints d’arthrite 

rhumatoïde (431; 437), par les adipocytes des seins (438), par les ostéoclastes de patients 

atteints du myélome multiple (439; 440) et par les astrocytes de gens souffrant de la 

sclérose en plaques (441; 442). Les cellules épithéliales peuvent aussi produire thymic 

stromal lymphopoietin (TSLP) qui augmente encore les niveaux de BAFF (294). 

 

5.2. Récepteurs de BAFF 

Sous forme transmembranaire ou soluble, BAFF peut se lier à 3 récepteurs dont 

BAFF-R, TACI et BCMA (443). Ces trois récepteurs, tous exprimés différemment selon 

le stade de développement des cellules (444), forment un système ligand-récepteur qui 

inclut APRIL, capable de se lier à TACI et BCMA, mais non à BAFF-R (148). BAFF ayant 

trois récepteurs principaux a une affinité particulière pour TACI et BAFF-R, et ne se lie 

que faiblement à BCMA (445).  

 

BAFF-R est une protéine transmembranaire de type 1 retrouvé sur les cellules 

naïves et mémoires. Les lymphocytes B immatures de la moelle osseuse sont les premières 

cellules à exprimer BAFF-R après le développement d’un BCR (444) et son expression 

augmente lorsque les cellules B transitionnelles se différencient en lymphocytes B 

folliculaires et MZ (148). BAFF-R est le récepteur principal dans la survie et la maturation 

des cellules B naïves et transitionnelles. Ce récepteur est aussi retrouvé à la surface de 
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cellules T mémoires effectrices suggérant un rôle de BAFF-R et de BAFF dans la fonction 

des cellules T (446).  

 

TACI, une protéine membranaire de type III, peut se lier de haute affinité avec 

BAFF et APRIL. Le trimère de BAFF peut se lier à TACI, mais seulement le 60-mer de 

BAFF active la cascade de signalisation (447). Chez les souris, TACI est plutôt exprimé 

chez les cellules B innées matures comme les cellules B MZ, où son expression est 

augmentée en réponse aux ligands microbiens de TLR (371), tandis que chez l’humain, il 

est principalement exprimé par les cellules B MZ et mémoires  (448). Ce ligand est 

important pour les réponses T-indépendantes (449). Via une cascade TLR-like impliquant 

MYD88, IRAK1, IRAK4 et des protéines adaptatrices de TRAF, TACI induit une CSR et 

la production d’anticorps (371; 450). La coopération de TACI avec le BCR et CD40 (371) 

pourrait indiquer que les cellules B MZ conçoivent leur réponse immune rapide par de 

cascades de signalisation innées et adaptatives classiques (152). TACI peut aussi réguler 

la fonction des cellules B en limitant l’expansion clonale de celles-ci par un mécanisme 

dépendant de B lymphocyte-induced maturation protein-1 (Blimp-1) et en produisant des 

cellules plasmatiques de longue vie sécrétant des anticorps (451).  

 

BCMA, comme TACI, est une protéine membranaire de type III. Il a une plus 

grande affinité pour APRIL que pour BAFF, mais se lie aux 2 molécules avec plus haute 

affinité chez l’humain que chez la souris (452). Les sous-populations de cellules B du sang 

périphérique et de la rate expriment de hauts niveaux de BAFF-R et de TACI, tandis que 

l’expression de BCMA qui a comme rôle la promotion de la survie des cellules 

plasmatiques à long terme (453) est restreinte aux cellules B du centre germinatif et aux 

cellules plasmatiques de la moelle osseuse (454). BCMA semble aussi jouer un rôle dans 

la régulation des cellules T-helper folliculaires et dans l’accroissement de la présentation 

antigénique par les cellules B matures (455), indiquant sa participation dans le maintien de 

la réponse humorale. Finalement, BCMA ne semble pas être impliqué dans le 

développement et la survie des cellules B, puisque les cellules B des souris BCMA KO ont 

un développement normal et une bonne réponse humorale aux antigènes (452; 456; 457).  
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Figure 6. Formes existantes de BAFF et de APRIL et leurs récepteurs respectifs (458). 

Cette figure démontre les différentes formes de BAFF et APRIL ainsi que les récepteurs 

pour lesquels ces formes ont une affinité. 

 

5.3. Fonction de BAFF 

 En premier lieu, BAFF joue un rôle crucial dans la sélection, la maturation et la 

survie des lymphocytes B de la zone marginale (459). L’importance de ce rôle fut mise en 

lumière par plusieurs publications, dont celle de Schiemann et coll. qui illustre qu’en 

absence de BAFF, les souris étudiées démontrent une perte de lymphocytes T folliculaires 

et B MZ (456). Chez la souris ainsi que chez l’humain, l’activation des molécules BCR et 

TLR par un antigène active les cellules B MZ via TACI, un des récepteurs de BAFF. 

Comme décris plus haut, TACI, avec l’aide de TLRs, induit une CSR et la production 

d’anticorps (152). 

 

 BAFF semble promouvoir la commutation de classe des immunoglobulines puisque 

des souris BAFF transgéniques démontrent une augmentation d’Ig dans le sérum (460), 

tandis que des souris BAFF KO démontrent une diminution de niveaux d’Ig (461). Cerutti 

a aussi démontré que BAFF a un effet direct sur la CSR des Ig via TACI (462). BAFF 

pourrait avoir effet directement sur les cellules B, ou indirectement en incitant les cellules 
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B à produire des cytokines telles IL-10 et IL-4 qui mènent à la commutation d’IgG et d’IgA, 

ainsi qu’à IgE respectivement (375; 463; 464). 

 

 BAFF a aussi un effet sur l’activation des cellules T, démontré par une 

accumulation de cellules T activées chez les souris BAFF Tg (460). BAFF livre des signaux 

co-stimulants aux cellules T menant à la sécrétion d’IL-2 et à la division des cellules T 

ainsi qu’à une faible stimulation de TCR (462). BAFF peut aussi promouvoir la 

différenciation des cellules T en cellules effectrices L-selectinlo/CD44hi, polariser les 

cellules T vers un phénotype Th1 et être produit lui-même par des cellules T activées dont 

les cellules Tfh du centre germinatif, menant à une augmentation de l’expression de BAFF-

R (428).  

 

 Plusieurs effets de BAFF sont observés chez les monocytes et les DC. Cette 

molécule favorise l’activation et la différenciation des monocytes, menant à la production 

de cytokines inflammatoires dont IL-6 (465) et augmente l’expression de molécules co-

stimulantes à la surface de DC dérivées de monocytes humains. BAFF mène à la sécrétion 

de plusieurs autres cytokines et chimiokines tel IL-8, MCP-1, CXCL-1, CCL-5 et TNFa 

(466), et la prolifération de cellules T CD4+ est plus importante en présence de DC 

stimulées par BAFF (462). De plus, les DC stimulées par BAFF sécrètent plus d’IL-12p70, 

une cytokine menant à la production de cellules T Th1 (466). Ces divers effets de BAFF 

suggèrent une régulation du système immunitaire adaptatif par la promotion de la 

maturation et des fonctions innées des DC (462). 

 

5.3.1. Survie des cellules B 

 En diminuant l’expression de molécules pro-apoptotiques tel Bak, Blk et Bim et en 

augmentant l’expression de molécules anti-apoptotiques tel Al, bcl-2, bcl-xL et Mcl-1, 

BAFF augmente la prolifération et la sécrétion d’immunoglobulines des cellules B activées 

par leur BCR (385; 453; 467; 468; 469; 470). Par contre, BAFF semble seulement avoir 

cet effet chez les cellules B transitoires et matures (467; 471), les récepteurs de BAFF 

n’étant pas exprimés chez les cellules pro-B et pré-B (467; 472). Les premiers récepteurs 

de BAFF se développent au stade transitionnel des cellules B et celles-ci peuvent recevoir 
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des signaux de BAFF jusqu’à ce qu’elles se différencient en cellules plasmatiques (473). 

Ainsi, BAFF provenant de cellules Tfh (474) et une activation du BCR aident à la sélection 

positive de cellules B transitoires, à leur maturation (467; 475), et à la survie des clones de 

cellules B à haute affinité.  

 

5.4. Implications dans l’auto-immunité 

5.4.1. Inflammation causée par un excès de BAFF 

 Lors d’un stimulus inflammatoire, les cellules épithéliales ou hématopoïétiques de 

la région affectée génèrent une réponse inflammatoire via NFkB (476). En réponse à 

l’activation d’NFkB, il y a augmentation d’expression d’adhésines et de chimiokines par 

les cellules endothéliales et subséquemment recrutement et activation de cellules 

effectrices (462). Une augmentation de la production de molécules antimicrobiennes et de 

la survie de cellules immunes sont aussi associées à l’activation de NFkB (476).  

 

 La famille de facteurs de transcription NFkB peut être activée de façon canonique 

ou non de plusieurs manières dont par de cytokines pro-inflammatoires, des PAMPs, des 

ligands associés aux cellules, et des stress physiques (385). Il a été démontré que chez les 

cellules lymphoïdes (477; 478) et myéloïdes (465), les cascades d’activation canoniques et 

non canoniques peuvent être déclenchées par BAFF. En fait, l’activation de la cascade non 

canonique s’agit d’un aspect majeur de la signalisation de BAFF chez les cellules B. Cette 

cascade implique les 3 récepteurs de BAFF dont BCMA, TACI et BAFF-R et mène au 

recrutement des protéines TNF receptor-associated factor (TRAF) capables de se lier 

directement ou indirectement à plusieurs membres de la famille de récepteurs TNF (477; 

479); (462). Une fois liées à leur récepteur, les protéines TRAF activent NIK (477; 479).  

 

TRAF3 est une molécule capable d’inhiber l’activation non canonique d’NFkB en 

dégradant NIK après s’être liée à BAFF-R (480; 481). Lorsque BAFF se lie à BAFF-R, il 

cause la protéolyse de TRAF3 et ainsi une accumulation de NIK menant à l’activation non 

canonique d’NFkB (462). BAFF peut aussi mener à l’activation non canonique d’NFkB en 

se liant à BCMA (482; 483). Moins importante que l’activation non canonique, l’activation 
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canonique peut aussi être activée par BAFF via TRAF6 libérant des hétérodimères de 

RelA(p65) /NFkB1(p50) (484). 

 

Comme mentionné dans les sections précédentes, BAFF mène à la production de 

cellules T Th1 via des DC exprimant BAFF et donc à la production de cytokines pro-

inflammatoires (485). La surexpression de BAFF peut aussi mener à la production de 

cellules T Th17 comme il a été observé chez les souris BAFF tg (486). L’augmentation de 

cellules T Th17 mène ensuite à une surexpression d’IL-17, une cytokine pro-inflammatoire 

(487). La souris BAFF tg développe aussi des symptômes de maladies auto-immunes tel 

SLE (460; 488) due à l’augmentation de signaux de survie aux cellules B autoréactives. 

D’autre part, BAFF via TACI mène à l’activation des nuclear factors of activated T cells 

2 et 1 (NFATC2 et NFATC1) (489). Ces molécules, régulées par la phosphatase 

calcineurine (490), ont plusieurs rôles dont la régulation de la réponse immune des cellules 

T en activant la transcription d’IL-2 (491; 492). Elles modulent plusieurs molécules 

impliquées dans la régulation de l’expression de cellules T tel IL-3 (493) et TNFa (494). 

La transcription d’IFNg et d’IL-4, cytokines polarisantes responsables de la différenciation 

des cellules T Th1 et Th2 est aussi régulée par NFATC1 (495; 496). Chez la souris portant 

un mutant de NFATC1 (NFATc1nuc), une amplification de la réponse inflammatoire 

globale est observée et accompagnée d’une activation des cellules T et d’une surproduction 

de cytokines par les cellules T Th1 et Th2 (497). Finalement, une augmentation de la 

transcription de BAFF est enclenchée par NFATC2 et NFATC1, créant une boucle de 

rétroaction positive (498).  

 

L’implication de BAFF dans l’auto-immunité est aussi solidifiée par les niveaux 

élevés retrouvés dans le sérum de gens souffrant de maladies auto-immunes, dont SLE, le 

syndrome de Sjogren et l’arthrite rhumatoïde (499; 500). De plus, la pathogenèse de 

plusieurs maladies inflammatoires est accompagnée de hauts niveaux de BAFF dans des 

tissus cibles. La muqueuse de patients atteints de gastrite chronique avec présence 

d’Helicobacter pylori est enrichie de BAFF et d’IL-17 tandis que ces molécules sont très 

peu exprimées chez un patient atteint de gastrite chronique sans présence d’H. pylori. Dans 

ce contexte, les macrophages produits après stimulation par H. pylori sécrètent BAFF qui 
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favorise la sécrétion de cytokines pro-Th17 dont IL-23, IL-1B et TGFB. Il y a donc 

production indirecte de cellules T Th17 due au milieu et production directe par la 

différenciation de cellules T naïves en cellules Th17 (501). Plusieurs polyorphismes de 

BAFF existent, un ayant déjà été lié avec le développement de la maladie de Basedow, 

maladie auto-immune, dans une population taiwanaise (502), et un autre ayant été lié avec 

SLE chez les Égyptiens (503). 

 

Des traitements anti-BAFF existent déjà pour le traitement de maladies auto-

immunes dont belimumab et atacicept, et de nombreux essais cliniques ont été faits pour 

ces médicaments dans le contexte de plusieurs maladies auto-immunes. Ces traitements 

ont été approuvés par la FDA pour le traitement de SLE, mais un essai clinique démontre 

que ces composés ont un effet moindre chez les patients atteints d’arthrite rhumatoïde. Une 

différente étude sur atacicept démontre que ce dernier a peu d’effet chez les patients atteints 

de la sclérose en plaques. Chez l’humain, le blocage de BAFF mène à une diminution des 

fréquences de cellules B naïves et transitionnelles tandis que les cellules B mémoires 

permutées et les cellules plasmatiques de longue durée sont peu affectées. Lorsque BAFF 

seul est bloqué, les niveaux d’Ig, dont IgM, du sérum sont moins affectés que lorsque 

BAFF et APRIL sont tous deux bloqués (504).  

 

5.5. Implication dans le VIH 

Dans le contexte du VIH, BAFF favorise l’activation polyclonale des cellules B 

produisant des Ig menant à une hyperglobulinémie et à la réponse des IgG et IgA à plusieurs 

protéines du VIH dont des protéines de l’enveloppe (Env) gp41 et gp120, et des protéines 

structurales (Gag) p17 et p24 (329). Au contraire, l’infection mène aussi à une 

commutation de classe non spécifique d’IgM à IgG, IgA et IgE (324). Lors de la 

progression de l’infection, la déplétion des lymphocytes T CD4+ mène à une défectuosité 

du mécanisme de commutation de classe des Ig, mais cette défectuosité n’affecte que les 

Ig ayant une réponse aux protéines structurales (106; 505). La réponse non spécifique et 

spécifique à l’enveloppe des Ig demeure intacte (505). Ces observations démontrent que le 

VIH pourrait induire la commutation de classe des Ig indépendamment des lymphocytes T 

CD4+, et donc indépendamment de CD40L. En fait, l’accumulation de Env dans les 
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follicules lymphatiques peut activer les cellules B sans l’aide de cellules T CD4+ (506). 

Une fois lié à un macrophage, un monocyte ou une DC, Env est capable de livrer des 

signaux au travers DC-SIGN, mannose receptor (MR) et langerin, trois DC-associated 

MCLRs qui se lient à des saccharides de mannose de la portion glycosylée de gp120 (507; 

508). L’activation par gp120 mène en la commutation de classe des IgG, IgA et IgE via 

TACI (158). Cette réponse peut ensuite être rehaussée par BAFF, produit en excès dû à la 

stimulation de monocytes et de macrophages par Env résultant en une plus grande 

production d’IFNa et d’IL-10, cytokines menant à la production de BAFF, qui augmente 

encore plus la production d’IL-10 (176; 375; 509). Les niveaux de LPS contribuent aussi 

au profil inflammatoire des patients progresseurs en modulant BAFF (510). Une étude de 

notre équipe démontre que le LPS agit en synergie avec Nef, menant à une production de 

BAFF encore plus importante que Nef seule (511). Des niveaux élevés de BAFF sont aussi 

associés à la déplétion des lymphocytes T CD4+ et à la progression de la maladie (512), 

renforçant ces propos. L’implication de BAFF dans la commutation de classe des Ig, la 

différenciation plasmacytoïde menant à la sécrétion d’anticorps indépendamment de CD40 

(18) pourraient contribuer à la pathogenèse de l’hypergammaglobulinémie, de l’auto-

immunité et du syndrome hyper-IgE (maladie immunitaire caractérisée par l’eczéma, des 

abcès cutanés à Staphylocoque, des infections pulmonaires et des hauts niveaux d’IgE) 

chez les individus infectés avec peu de cellules T CD4+ (324). BAFF contribuerait au 

syndrome hyper-IgE en incitant les cellules B à produire des cytokines telles IL-10 et IL-4 

qui mènent à la commutation d’IgG et d’IgA, ainsi qu’à IgE respectivement. De plus, en 

présence de gp120 et de BAFF, les cellules B exprimant les MCLRs augmentent leur 

expression d’AID, une enzyme qui favorise la translocation chromosomique oncogène. 

AID encourage le développement de lymphomes en jouant un rôle dans la CSR et la SHM 

(176; 375; 513). 

 

Les cellules affectées par ce mécanisme ressemblent aux cellules B MZ ainsi 

qu’aux cellules sous-épithéliales, l’équivalent des cellules B MZ dans les organes 

lymphoïdes secondaires telles les amygdales, puisqu’elles sont 

IgM+IgD+CD1c+CD21hiCD27+ (359; 411). Effectivement, des lymphocytes B IgD+ 

exprimant DC-SIGN, MR et langerin ont été retrouvées dans la région sous-épithéliale des 
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amygdales et la zone marginale de la rate (285). De plus, ces cellules augmentent leur 

expression de DC-SIGN, MR et langerin lorsqu’elles sont stimulées par BAFF, amplifiant 

l’activation polyclonale des IgG, IgA et IgE (285). 

 

6. Modèle murin VIH transgénique 

 La souris VIH-Tg exprime les régions codantes pour les protéines Rev, Env, ou Nef 

du VIH-1 sous le contrôle d’un promoteur humain de CD4 (514; 515; 516). Ces souris 

développent une maladie dépendante de Nef comparable au SIDA chez l’humain (514; 

515). Elles présentent une augmentation de lymphocytes B dans les ganglions 

lymphatiques et la rate, cette dernière ayant expansion de la zone marginale (514; 515; 

517). Une hyperglobulinémie, une accumulation d’autoanticorps dsDNA dans le sérum et 

une hyper-réactivité spontanée in vitro démontrent une activation polyclonale des cellules 

B (517). Il a été démontré que l’accumulation de mDC aux points d’entrée des organes 

lymphoïdes secondaires mène à l’activation polyclonale et le bris de tolérance des cellules 

B, ainsi qu’à la prolifération de la population de cellules B MZ (517; 518). Ces souris VIH-

Tg démontrent aussi une augmentation de la fréquence de BAFF dans le sérum. 

 

Chez les souris BAFF transgéniques, de hauts niveaux de BAFF sont accompagnés 

d’une augmentation de lymphocytes B matures, et peuvent mener à de maladies auto-

immunes progressives (460). Ces souris développent le syndrome de Sjögren avec une 

expansion du compartiment de cellules B et des organes lymphoïdes et une 

hyperglobulinémie (460). Elles démontrent aussi une expansion de leurs zones marginales, 

une hyperactivité des cellules B et une diminution de fréquence des cellules T (460; 514; 

517; 518). Leur phénotype rappelle celui de la souris VIH transgénique, chose sensée vu 

l’implication de BAFF dans l’activation polyclonale médiée par la gp120 chez l’humain 

(285), et l’augmentation de BAFF dans le sang périphérique des individus atteints du VIH 

(519; 520). Il a aussi été démontré qu’une haute concentration sanguine de cette molécule 

corrèle avec une haute concentration d’auto-anticorps dans le sérum (512).  

 

Les études réalisées préalablement par les membres de notre équipe de recherche 

ont mené aux questions au centre de mes travaux. Un résultat clé fut celui du RNAseq 
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(Raphaelle Lambert, analyse par Patrick Gendron, purification d’ADN par Josiane 

Chagnon-Choquet, IRIC) de cellules B de la zone marginale matures et précurseurs de 

patients sains, de patients atteints du VIH et d’élite contrôleurs (figure 7).  

 

 
Figure 7. Expression des NR4As et de CD83 chez les lymphocytes B MZ et MZ 

précurseurs d’individus VIH-, VIH+ et élites contrôleurs (Doyon-Laliberté et al; en 

préparation). Les VIH+ sont des progresseurs classiques infectés depuis 5-8 mois. Chaque 

groupe comporte 3 patients.  

p=0.047 
 

p=0.009 
 

p=0.029 
 p=0.444 
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Hypothèse 
Les résultats observés dans le RNAseq de la figure 7 furent la diminution de 

l’expression des gènes NR4A1-3 dans les cellules B MZ matures et précurseurs des patients 

atteints du VIH comparé aux patients sains et aux élites contrôleurs. Une diminution 

d’expression de CD83 fut aussi observée chez les cellules de ces mêmes patients VIH+ 

comparativement aux patients sains et aux élites contrôleurs, chose sensée puisque la 

littérature suggère que les NR4As jouent un rôle dans l’expression de ces molécules (521). 

 

Plusieurs facteurs ont mené à la formulation de notre hypothèse. D’abord, les 

résultats du RNAseq démontrant la diminution d’expression des NR4As et de CD83 chez 

les patients progresseurs ainsi que les observations indiquant une augmentation de BAFF 

chez les patients atteints du VIH comparé aux patients sains. Ensuite, les études sur les 

souris VIH-Tg qui démontrent l’importance de Nef sur la pathogénicité du VIH. De plus, 

un article récemment publié par notre équipe souligne la co-expression des NR4As 1 et 3 

avec CD83 chez les cellules B MZ précurseurs. Ces cellules exprimant NR4A1 et CD83 

sont majoritairement CD39+CD73+ suggérant un potentiel Breg chez ces dernières, CD39 

et CD73 étant impliqué dans la synthèse de l’adénosine (201). Finalement, notre hypothèse 

suppose que de niveaux élevés de BAFF et de Nef contribuent à la modulation de 

l’expression des NR4As chez les cellules B MZ.  
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Objectifs 
Afin de tester cette hypothèse, l’objectif principal de ce projet est d’étudier in vitro 

si des niveaux élevés de BAFF seul ou en présence de la protéine Nef du VIH agissent 

directement sur l’expression des NR4As au niveau de populations de cellules B MZ ainsi 

que dans d’autres populations de cellules B des amygdales humaines. L’impact du DHE 

sur l’expression des NR4As sera aussi étudié. De plus, puisque nous avons démontré que 

les lymphocytes B MZ et MZ précurseurs jouent un rôle Breg (201), l’effet de Nef sur 

l’expression d’IL-10 par ces populations de cellules B d’amygdales humaines sera mesuré. 

L’IL-10 est ciblé puisqu’il pourrait jouer un rôle dans le développement d’un potentiel 

régulatoire chez ces populations de cellules B.  
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Matériels et méthode 
Récolte et préparation des échantillons 

Consentement 

 Un consentement informé écrit fut obtenu de tous les participants de cette étude. 

L’étude fut menée en accord avec la déclaration d’Helsinki. Les méthodes décrites dans ce 

travail fut exécutées en accord avec les lignes directrices pertinentes et tous les protocoles 

furent approuvés par le Comité d’éthique de la recherche du Centre Hospitalier de 

l’Université de Montréal (CHUM). 

 

PBMC 

Les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) furent isolées du sang par 

centrifugation sur un gradient de Ficoll, lavées et resuspendues dans un milieu de 

congélation (90% sérum de veau fœtal inactivé à la chaleur [hi-FBS], 10% 

diméthylesulfoxyde [DMSO]). Ces cellules furent ensuite conservées dans l’azote liquide 

jusqu’à leur utilisation. Le plasma et le sérum furent stockés à -80°C jusqu’à leur 

utilisation. 

 

Amygdales 

Les amygdales prélevées de donneurs VIH-séronégatifs atteints de conditions mineures 

furent coupées en morceaux et écrasées mécaniquement puis le tout fut filtré afin 

d’éliminer les débris des capsules. Le Percoll et le Ficoll ainsi que la digestion enzymatique 

ne sont pas utilisés. Les cellules d’amygdales furent ensuite lavées quelques fois afin 

d’éliminer les débris et globules rouges puis congelées rapidement dans l’azote.  

 

Décongélation et mise en culture des cellules d’amygdales 

Les PBMC et les cellules d’amygdales furent décongelées et lavées avec du Iscoves’ 

Medium (IMDM, Gibco by Life Technologies, NY, USA) supplémenté avec du hi-FBS 

(Fetal Bovine Serum, Winsent inc, Qc, Canada) à 10%, de la Pénicilline et Streptomycine 

à 1% (Pen/strep, Gibco by Life Technologies, NY, USA) et du b-2mercaptoethanol à 10-4 

M (Sigma-Aldrich). Elles furent suspendues dans du tampon d’isolation (composé de PBS 
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1x [Phosphate Buffered Saline, Gibco by Life Technologies, NY, USA], de 2% FBSi et 

0,002 M UltraPure EDTA [Invitrogen by Life Technologies, CA, USA]) et les échantillons 

furent enrichis en cellules B comme décris dans la prochaine section. 

 

Isolation des lymphocytes B et conditions de cultures 

L’isolation de cellules B de sang et d’amygdales fut réalisée à l’aide du kit Dynabeads 

Untouched Human B Cells (Invitrogen Life technologies, Eugene, USA) en suivant le 

protocole fourni avec celui-ci. Le protocole consiste en un enrichissement par sélection 

négative à l’aide d’une technologie immunomagnétique (Invitrogen Life technologies, 

Eugene, USA). Les cellules B isolées furent ensuite mises en plaque de 24 puits à une 

concentration de 1 x 106 cellules/mL avec l’IMDM supplémenté et incubées à 37°C 

pendant 3 ou 18 heures avec différentes combinaisons des traitements suivants : IMDM 

supplémenté, PMA/ionomycine, qui imite la voie du BCR à 2 µL/mL (eBiosciences Cell 

Stimulation Cocktail 500x, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific), BAFF recombinant 

humain à 1 ng/mL, 10 ng/mL, 50 ng/mL, 100 ng/mL, 125 ng/mL, et 250 ng/mL (R&D 

Systems A Biotechne Brand), Nef à 1 ng/mL (NIH AIDS Reagent Program), et 1000 

ng/mL, DNef à 1000 ng/mL (NIH AIDS Reagent Program), et DHE à 1 mM et à 10 mM 

(Toronto Research Chemicals). Le réactif DNef est un Nef muté inactivé qui permet de 

valider l’effet de Nef. Le Nef utilisé a été purifié de LPS par filtration afin d’isoler son 

effet.  

 

Marquage extracellulaire et intracellulaire 

Afin de marquer les cellules mortes pour les exclure de nos analyses, les cellules furent 

marquées avec AQUA Live/Dead Fixable (Invitrogen Life Technologies, Eugene, USA) 

dans du PBS. Par la suite, les sites de liaison d’Ig non spécifiques furent bloqués par 

incubation de 10 minutes sur glace avec le tampon Fluorescence-activated cell sorting 

(FACS) (1X PBS, 2% FBSi et 0,1% azoture de sodium) supplémenté de FBSi à 20% et de 

10 µg d’IgG provenant de la souris (Sigma-Aldrich, St-Louis, USA) par 106 cellules. Les 

cellules furent ensuite marquées avec les anticorps monoclonaux souris anti-humains 

conjugués à un fluorochrome: APC anti-CD19, Alexa Fluor700 anti-CD27, BB515 anti-

IgM, PE anti-CD21, BV421 anti-CD10, BUV395 anti-CD73, BV786 anti-CD39, PE-Cy7 
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anti-CD83, BUV395 anti-IgM (BD Biosciences), PerCP-eFluor 710 anti-CD1c (Invitrogen 

by Thermo Fisher Scientific, Ca, USA). Le marquage intranucléaire fut effectué à l’aide 

du Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set (Invitrogen eBiosciences). Les cellules 

furent perméabilisées, les sites de liaison d’Ig non spécifiques furent bloqués en incubant 

avec du hi-FBS à 30% et du FC block ([5 µL/106 cellules] Invitrogen by Thermo Fisher 

Scientific, Ca, USA) 30 minutes et les cellules furent marquées avec un anticorps humain 

anti-souris anti-NR4A1 PE (Miltenyi Biotec), un anticorps souris anti-humain NR4A3 PE 

(Santa Cruz Biotechnology), ou un contrôle isotypique. L’anticorps humain anti-souris 

anti-NR4A1 PE fut préalablement testé chez la souris et ensuite chez l’humain avec ou 

sans activation par PMA/ionomycine (eBioscience Cell Stimulation Cocktail 500x, 

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific) qui augmente l’expression des NR4As afin de 

s’assurer de leur fonctionnalité. Cet effet est démontré dans les figures supplémentaires de 

notre article (201). Après une incubation de 3 heures avec PMA/ionomycine, les 

lymphocytes B démontrent bel et bien une augmentation d’expression de NR4A1. Les 

cellules furent fixées avec du paraformaldéhyde (PFA) à 1,25 % et stockées à 4°C pour un 

minimum de 12 heures avant l’analyse par cytométrie en flux (FACS). Un minimum de 

104 évènements furent acquis par échantillon avec le FACS LSR IIB (BD Biosciences) et 

analysés avec le logiciel FlowJo7.6.3 (TreeStar, Ashland, OR, USA). Tous les marquages 

aux anticorps furent comparés à la valeur de leurs contrôles isotypiques et valeurs 

fluoresence minus one (FMO). Des CompBeads anti-souris Ig (k) furent utilisées afin 

d’optimiser les paramètres de compensation de fluorescence du LSR IIB. Différents 

fluorochromes furent utilisés afin de voir la proportion des différentes populations (voir ci-

haut) ainsi que l’efficacité de l’enrichissement des lymphocytes B. Pour vérifier 

l’enrichissement des lymphocytes B et les proportions des différentes populations, nous 

avons utilisé les marqueurs : BV605 anti-CD19 (BD Biosciences), APC anti-CD56 

(eBiosciences, San Jose, CA, USA), Alexa Fluor700 anti-CD3 (Cedarlane, eBiosciences) 

et PE-Cy7 anti-CD66b (Cedarlane, eBiosciences). Les autres populations furent vérifié par 

l’absence de ces marqueurs et avec FSC et SSC.  

 

Détection de Nef dans les lymphocytes B 
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Les lymphocytes B des PBMC et des cellules d’amygdales furent enrichies et incubés à 

37°C pendant 1 heure avec différentes combinaisons des traitements suivants : IMDM 

supplémenté, BAFF 50 ng/mL et Nef 1000 ng/mL. Le marquage extracellulaire 

commençant par l’exclusion live/dead fut effectué comme décris ci-dessus puis les cellules 

furent marquées avec les anticorps énumérés plus haut sauf BB515 anti-IgM (BD 

Bioscience) et le BUV395 anti-CD73 (BD Bioscience) qui furent remplacé par BUV anti-

IgM pendant le marquage extracellulaire et FITC anti-Nef (Cedarlane, Biobyt) pendant le 

marquage intracellulaire. Le marquage intracytoplasmique fut effectué à l’aide du kit 

Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilization et du tampon perm/wash BD 1X (BD 

Biosciences). Les cellules furent fixées et perméabilisées puis les sites de liaison d’Ig non 

spécifiques furent bloqués par incubation sur glace 10 minutes avec du FC-block (BD 

Biosciences). Les cellules furent ensuite marquées avec FITC anti-Nef puis fixées dans du 

PFA 1,25%. Les cellules marquées furent comparées à la valeur de leur contrôle isotypique 

et FMO. Un minimum de 104 évènements furent acquis par échantillon par FACS et 

l’analyse fut effectuée comme décris ci-dessus.  

 

Détection d’IL-10 dans les amygdales 

Les lymphocytes B des cellules d’amygdales furent isolées et incubés à 37°C pendant 16 

heures avec une combinaison d’IMDM supplémenté, de BAFF à 250 ng/mL et de Nef à 

1000 ng/mL, les derniers 4 heures avec de la Brefeldin A à 0,5 µL/106 cellules (BD 

Biosciences). Les cellules furent récoltées et le marquage extracellulaire fut fait comme 

décris plus haut avec les anticorps habituels (cocktail identifié ci-dessus). Ce dernier fut 

suivi d’un marquage intracytoplasmique effectué avec le kit Cytofix/Cytoperm 

Fixation/Permeabilization et du tampon perm/wash BD 1X (BD Biosciences) où les 

cellules furent fixées, perméabilisées, les sites de liaison d’Ig non spécifiques furent 

bloqués avec de l’IgG provenant du rat puis les cellules furent marquées avec l’anticorps 

de rat anti-IL-10 humain (Biolegend). Les cellules furent fixées dans du PFA 1,25% et 

comparées à la valeur de leur contrôle isotypique et FMO. Un minimum de 104 évènements 

furent acquis par échantillon par FACS et l’analyse fut effectuée comme décris ci-dessus. 

 

Analyses statistiques 
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La significativité des données a été déterminée par le test de Student. Les analyses furent 

faites à l’aide du logiciel GraphPad Prism 5.00 pour Windows (GraphPad Software, San 

Diego, California, USA).  
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Résultats 
Notre projet devait débuté par une étude exploratoire des cellules d’amygdales. Les 

cellules mortes et les doublets furent éliminés puis le pourcentage de différents marqueurs 

distinguant les populations d’intérêts fut étudié. Sans enrichissement, les cellules 

d’amygdales sont déjà constituées en grande majorité de lymphocytes B (70,7%), suivi de 

lymphocytes T (29,3%). Ensuite, de petites populations de cellules NK et de granulocytes 

furent aussi observées. Des DC constituent aussi l’échantillon d’amygdales non enrichi 

selon des tests effectués par mes collègues.  

 

 
Figure 8. Populations retrouvées dans les cellules d’amygdales non isolées. Les cellules 

T furent distinguées par le marqueur Alexa Fluor700 anti-CD3 (Cedarlane, eBiosciences), 

les cellules NK par le marqueur APC anti-CD56 (eBiosciences, San Jose, CA, USA), les 

granylocytes par le marqueur PE-Cy7 anti-CD66b (Cedarlane, eBiosciences), et les 

cellules B par le marqueur BV605 anti-CD19 (BD Biosciences). Avec ce marquage, les 

cellules myéloïdes sont CD3-CD56-CD66b-CD19- et SSChiFSChi. Cette expérience fut 

répétée 2 fois avec 2 différents donneurs afin d’obtenir une vue globale de la distribution 

des populations dans les cellules d’amygdales.  

 

Ensuite, nous avons enrichi les lymphocytes B de PBMC et de cellules d’amygdales 

afin de comparer la distribution des populations chez celles-ci. Les figures 9B et 10B 

démontrent l’efficacité de l’enrichissement de lymphocytes B, avec des traces de 

lymphocytes T, de cellules NK et de cellules myéloïdes restantes. En observant les figures 

9C et 10C, nous pouvons noter que les cellules B d’amygdales humaines contiennent 
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presque 4 fois plus de cellules IgM+CD27+ (16,2 %) que les PBMC (4,7 %). Elles 

contiennent aussi plus de cellules B MZ (IgM+CD27+CD1c+) (15%) et MZ précurseurs 

(IgM+CD27+CD1c+CD10+) (10 %) que les cellules B des PBMC (3,7 % et 1,4 %, 

respectivement). Finalement, les figures 10D et 10E nous démontre que l’expression de 

NR4A1 et de CD83 est beaucoup plus importante chez les cellules B MZ et MZ précurseurs 

comparativement aux cellules B totales. 
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Figure 9. Efficacité de l’enrichissement de lymphocytes B chez les PBMC. Les doublets 

et les cellules mortes furent éliminés (figure 9A) puis le pourcentage de différents 

marqueurs distinguant les populations d’intérêts fut étudié. Les cellules T furent 

distinguées par le marqueur Alexa Fluor700 anti-CD3 (Cedarlane, eBiosciences), les 

cellules NK par le marqueur APC anti-CD56 (eBiosciences, San Jose, CA, USA), les 

granulocytes par le marqueur PE-Cy7 anti-CD66b (Cedarlane, eBiosciences), et les 

cellules B par le marqueur BV605 anti-CD19 (BD Biosciences). Les cellules de la zone 

marginale furent ciblées avec les marqueurs Alexa Fluor700 anti-CD27 (BD Biosciences), 

BB515 anti-IgM (BD Bioscience), PerCP-eFluor 710 anti-CD1c (Invitrogen by Thermo 

Fisher Scientific, Ca, USA) puis, à partir de cette population, les cellules précurseurs de la 

zone marginale furent ciblées avec BV421 anti-CD10 (BD Bioscience). L’enrichissement 

des lymphocytes B fut répété 3 fois avec 3 différents donneurs. Les puits où les cellules 

étaient incubées en milieu seul étaient aussi utilisés pour marquer les FMOs, donc les puits 

avec BAFF contenaient généralement plus de cellules, rendant la visualisation des 

populations plus facile.   
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Figure 10. Efficacité de l’enrichissement de lymphocytes B chez les cellules 

d’amygdales. Analyse par cytométrie en flux où les doublets et les cellules mortes furent 

éliminés (figure 10A) puis les pourcentages de différents marqueurs distinguant les 

populations d’intérêts furent étudiés. Les cellules T furent distinguées par le marqueur 

Alexa Fluor700 anti-CD3 (Cedarlane, eBiosciences), les cellules NK par le marqueur APC 

anti-CD56 (ebiosciences, San Jose, CA, USA), les granylocytes par le marqueur PE-Cy7 

anti-CD66b (Cedarlane, eBiosciences), et les cellules B par le marqueur BV605 anti-CD19 

(BD Biosciences). Les cellules de la zone marginale furent ciblées avec les marqueurs 

Alexa Fluor700 anti-CD27 (BD Biosciences), BB515 anti-IgM (BD Bioscience), PerCP-

eFluor 710 anti-CD1c (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Ca, USA) puis, à partir de 

cette population, les cellules précurseurs de la zone marginale furent ciblées avec BV421 

anti-CD10 (BD Bioscience). Les figures 10D et 10E démontrent l’intensité d’expression 

(GeoMFI) de NR4A1 et CD83 de 3 différentes expériences chez les cellules B totales, les 

MZ et les MZ précurseurs après incubation en milieu seul, ainsi que les moyennes et les 

déviations standards associées. L’isolation de lymphocytes B (figures 10A-C) fut répétée 

22 fois avec 6 différents donneurs. 

 

 Il est important de noter que les résultats obtenus avec les échantillons d’amygdales 

lors de cette étude dépendant grandement des niveaux de base de BAFF chez les donneurs. 

Un collègue en fut l’étude et réalisa la figure 11 avec ses résultats. Les échantillons 
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d’amygdales des 4 donneurs de la figure 11 furent utilisés pour divers expériences lors de 

ce projet. On observe une variation importante entre l’intensité d’expression de BAFF chez 

ces donneurs. 

 

 
Figure 11. Niveaux de BAFF dans les amygdales de chacun des donneurs utilisées lors 

de cette étude. Les cellules d’amygdales totales des différents donneurs furent marquées 

et triées au FACs afin de déterminer l’intensité d’expression (GeoMFI) de BAFF de 

chacun. Les doublets et les cellules mortes furent éliminées avant l’analyse. Ce test fut fait 

une fois avec 4 différents donneurs. La significativité de ces résultats est encore à 

déterminer, puisque ce test n’a été effectué qu’une fois.  

 

 Après avoir terminé l’exploration de base des cellules d’amygdales, nous avons 

observé l’expression de différentes molécules par ces lymphocytes en présence ou en 

absence de BAFF recombinant humain, facteur de différenciation et de survie des cellules 

B, et de Nef recombinant, protéine accessoire du VIH. Les concentrations de BAFF 

utilisées furent déterminées en partie à l’aide d’articles publiés par Dr Andrea Cerutti qui 

utilise souvent BAFF à des concentrations variant de 100 à 500 ng/mL (373; 522). De plus, 
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avoir testé l’effet de ces deux concentrations, nous avons décidé de poursuivre nos 

expériences avec une concentration de Nef de 1000 ng/mL. Il est important de noter que 

chez les individus infectés au VIH, les concentrations physiologiques de Nef mesurées 

dans le sérum varient entre 1 et 10 ng/mL (523), mais les concentrations réelles de Nef sont 

difficiles à anticiper. En effet, Nef est aussi relargué dans des microvésicules et est détecté 

dans certaines populations circulantes, telles les mDCs (523) et les concentrations de Nef 

dans les tissus et les structures lymphoïdes tels les centres germinatifs risquent d’être 

beaucoup plus élevées. Le même raisonnement s’applique pour les concentrations 

physiologiques de BAFF. 

 

La figure 12A nous démontre qu’une concentration de BAFF de 50 ng/mL engendre 

une plus grande expression de CD83, NR4A1 et CD73 chez les lymphocytes B 

d’amygdales comparativement à une concentration de BAFF de 1 ng/mL. Nous voulions 

ensuite voir l’effet d’une incubation avec BAFF en présence de Nef sur l’expression de 

NR4A1 par les lymphocytes B. La figure 12B illustre qu’après une incubation avec 

BAFF250 ng/mL et Nef 1000 ng/mL, le pourcentage et le GeoMFI de NR4A1 diminuent 

comparativement au milieu seul tandis que les cellules incubées avec BAFF 50 ng/mL et 

Nef 1000 ng/mL démontrent une plus grande expression de NR4A1 que les cellules du 

milieu seul. Lors des incubations avec Nef seul ou avec ΔNef, les niveaux de NR4A1 

obtenus étaient similaires aux niveaux obtenus en milieu seul.  
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Figure 12. Culture de lymphocytes B d’amygdales avec différentes concentrations de 

BAFF recombinant en présence ou en absence de Nef. A) Les cellules mortes et les 

doublets furent éliminés puis les intensités d’expression (GeoMFI) des marqueurs 

d’intérêts furent étudiés suivant une incubation de 16 h en milieu seul (MA), ou avec BAFF 

1 ng/mL ou BAFF 50 ng/mL. Les marqueurs utilisés sont BUV395 anti-CD73 (BD 

Bioscience), PE-Cy7 anti-CD83 (BD Bioscience) et PE anti-NR4A1 (Miltenyi Biotec). (B) 

Le même processus d’analyse a été fait mais cette fois-ci l’incubation est de 3 h et les 

traitements utilisés sont BAFF 50 ng/mL ou BAFF 250 ng/mL avec Nef 1000 ng/mL. Ces 

tests furent fait une fois chacun avec 2 différents donneurs (IA-015 et BJJC-018) donc leur 

significativité n’a pas encore été évaluée. Les figures A et B démontrent les résultats 

obtenus avec le donneur BJJC-018 puisque ceux-ci sont aussi représentatifs du donneur 

IA-015. Nous avons observé les effets de BAFF et de Nef à différents temps d’incubation 

au long de cette étude puisque NR4A1 et CD83 augmentent en expression à différentes 

vitesses (NR4A1 augmente plus rapidement après incubation et CD83 plus tard). 

 

Nous avons ensuite observé l’effet de BAFF recombinant humain et de Nef 

recombinant sur l’expression de NR4A1, CD83, CD73 et CD39. CD73 et CD39 sont des 

molécules d’intérêt due à leur implication dans la synthèse de l’adénosine qui elle, joue un 

rôle régulatoire. La modulation des NR4As par l’adénosine a aussi été démontrée. La figure 
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13A démontre l’augmentation du pourcentage de l’expression de CD39 par les cellules B 

MZ précurseurs après incubation avec BAFF 50 ng/mL avec ou sans Nef 1000 ng/mL 

comparé au milieu seul. Lorsque les cellules sont incubées avec BAFF seul, il y a 

augmentation de l’expression de CD39 tandis qu’après une incubation avec BAFF et Nef, 

l’expression de CD39 est plus basse comparativement à BAFF seul. Cette diminution 

d’expression lors de l’ajout de Nef peut aussi être observée chez le GeoMFI de CD83 et de 

NR4A1 des cellules B MZ précurseurs (figure 13B et 13D) et chez le pourcentage de 

l’expression de CD39 par les cellules B totales (figure 13C). Cette tendance où Nef diminue 

l’expression de certaines molécules lorsqu’ajouté à BAFF pendant l’incubation de 

lymphocytes B est observé dans les 4 figures, et fut observée dans d’autres expériences de 

notre laboratoire avec différentes concentrations de BAFF. Par contre, il y a une grande 

variabilité entre les résultats obtenus, possiblement due aux différents niveaux de base de 

BAFF chez les différents donneurs. Les niveaux d’expression obtenus après une incubation 

avec Nef seul demeurent similaire aux niveaux d’expression après incubation en milieu 

seul, mais des études supplémentaires sont nécessaires.  
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Figure 13. Effets de BAFF recombinant et de Nef sur l’expression de différentes 

molécules dont NR4A1 chez les lymphocytes B totaux, les cellules B de la zone 

marginale, et les cellules B précurseurs de la zone marginale des amygdales. Afin de 

comparer les différentes expériences, nous avons divisé chaque valeur d’expression 

obtenue par la valeur du milieu seul, donc les valeurs indiquées dans les graphiques sont 

des rapports. Les données représentent le rapport du pourcentage de l’expression et le 

GeoMFI de différentes molécules comparativement aux valeurs des cellules incubées en 

milieu seul. Les données des figures 13A-D ont été obtenues suite à l’incubation des 

cellules B avec ou sans BAFF 50 ng/mL et Nef 1000 ng/mL effectuée quatre fois. Les 
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figures comportent les données combinée des quatre expériences avec les cellules de 2 

donneurs. Puisqu’il s’agit d’une analyse préliminaire, la significativité n’est pas indiquée.  

 

 Les figures 14A-C démontrent la même tendance observée à la figure 13. Après 

incubation avec BAFF et Nef, il y a diminution d’expression de CD83, CD73 et CD39 

(dénoté par * aux figures A, B et C) comparativement à l’expression après incubation avec 

BAFF seul. Par contre, cette diminution d’expression touche seulement NR4A1 chez les 

lymphocytes B MZ. Ces observations sont attendues chez les MZ puisque ce sont ces 

populations exprimant NR4A1 et CD83 ex vivo qui démontrent un potentiel Breg (201). 

En ce qui concerne les lymphocytes B totaux, ceci pourrait être expliqué par le fait que 

NR4A1 est une molécule d’expression rapide (524), donc après 16 h d’incubation, son 

augmentation par BAFF serait déjà redescendu. De plus, dépendamment du donneur, 

BAFF augmente NR4A1, mais à de fortes concentrations, il le diminue, c’est ce qui semble 

se passer ici.  

 

 

0.00

20.00

40.00

60.00

80.00

CD83 NR4A CD73 CD39

% d'expression de molécules cibles par les 
lymphocytes B totaux

MA PMA iono BAFF50 BAFF50+Nef1000 Nef1000

A 

* 

* 
* 



 85 

 

 
Figure 14. Effets de BAFF et de Nef sur l’expression de CD83, NR4A1, CD73 et CD39 

par les lymphocytes B totaux. Les cellules mortes et les doublets furent éliminés puis 

l’expression de CD83, NR4A1, CD73 et CD39 par les lymphocytes B d’amygdales fut 

observée après incubation de 16 h en milieu seul (MA), avec PMA/ionomycine, avec BAFF 

50 ng/mL avec ou sans Nef 1000 ng/mL, et Nef 1000 ng/mL seul. PMA/ionomycine servit 
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d’un contrôle d’activation. Cette expérience fut répétée 8 fois avec 2 différents donneurs 

(D-013 et IA-015). Les figures 14A-C contiennent les données d’un des essaie avec le 

donneur IA-015, puisque cet essai démontrait les tendances plus clairement. 

 

Nous avons donc posé la question : Nef est-il bel et bien absorbé par les 

lymphocytes B? Et si oui, quelles populations l’absorbent? À l’aide du marqueur FITC 

anti-Nef, nous avons pu déterminer qu’environs 3,33% des cellules B d’amygdales 

intériorisent Nef (figure 15A). Les cellules CD10+, marqueur caractéristique des cellules 

B MZ précurseurs, des cellules B transitionnelles immatures, et des cellules B post-centre-

germinatif, semblent tous absorber Nef, donc ce dernier serait capté par les cellules actives. 

Un peu moins de la moitié des cellules CD83+ intériorisent aussi cette molécule. Les 

cellules IgM+, CD27+ et CD1c+ démontrent une absorption modérée de Nef et finalement, 

les cellules CD39+ ne semblent pas du tout absorber Nef.  

 

 
Figure 15. Entrée de Nef dans les populations de lymphocytes B d’amygdales après 3 

h d’incubation. Les doublets et les cellules mortes furent éliminés. Les cellules ayant été 

incubées 3 h avec BAFF 50 ng/mL et celles ayant été incubées 3 h avec BAFF 50 ng/mL 

A 

B 
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et Nef 1000 ng/mL furent étudiées pour déterminer l’expression de FITC anti-Nef 

(Cedarlane, Biobyt). Ensuite, les populations exprimant Nef furent étudiées avec les 

marqueurs suivants : APC anti-CD19 (BD Biosciences), PE anti-CD21 (BD Biosciences), 

Alexa Fluor700 anti-CD27 (BD Biosciences), BB515 anti-IgM (BD Biosciences), PerCP-

eFluor 710 anti-CD1c (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Ca, USA), BV421 anti-

CD10 (BD Biosciences), PE-Cy7 anti-CD83 (BD Biosciences). Cette expérience fut 

répétée 3 fois avec le même donneur. La figure 15A démontre l’entrée de Nef dans les 

cellules B, et la figure 15B démontre quelles populations absorbent Nef.  

 

 Après avoir complété les tests précédents avec BAFF et Nef, nous voulions étudier 

l’effet du DHE sur l’expression de nos molécules d’intérêts puisque des études ont déjà 

démontré la capacité du DHE à réactiver l’expression de NR4A (251). À noter que ces 

expériences ne ciblaient que NR4A1 et 3 puisque les autres molécules auraient eu besoin 

d’au moins 6 h d’incubation avant d’observer un effet du DHE tandis que le NR4A fluctue 

en expression plus rapidement. D’abord, la concentration de DHE à utiliser devait être 

déterminée. Nous nous sommes basés sur les travaux de Dr Orla Conneely qui utilise le 

DHE de 0,001 à 0,1 mM (251). À la figure 16A, nous pouvons observer une augmentation 

d’expression de NR4A1 légèrement plus haute après incubation avec BAFF 250 ng/mL, 

Nef 1000 ng/mL et DHE 1 mM comparativement aux cellules incubées avec BAFF, Nef 

et DHE 10 mM (colonne rouge de la figure 16A). La différence d’expression de NR4A1 

aux deux concentrations de DHE était très petite, donc les expériences subséquentes furent 

faites avec une concentration de DHE de 10 mM ce qui ne semblait pas affecter la viabilité 

des cellules.  

 

La figure 16B démontre que le GeoMFI de NR4A1 est plus haut chez les cellules 

B totales, les MZ et les MZ précurseurs après une incubation de 3 h avec BAFF 50 ng/mL 

et BAFF 50 ng/mL en présence de Nef 1000 ng/mL qu’après 1 h d’incubation. Au 

contraire, le GeoMFI du NR4A1 est plus bas après 3 h d’incubation avec BAFF 50 ng/mL 

en présence de Nef 1000 ng/mL et de DHE 10 mM qu’après 1 h d’incubation.  

 



 88 

Ensuite, la figure 16C illustre l’effet du DHE sur NR4A1 après 3 h d’incubation en 

comparant deux concentrations de BAFF. La modulation de NR4A1 par le DHE est 

beaucoup plus évidente lorsque BAFF est utilisé à une concentration de 250 ng/mL (dénoté 

par * à la figure 16C) qu’à une concentration de 50 ng/mL. Nous pouvons aussi noter qu’à 

BAFF 50 ng/mL en présence de Nef, il y a diminution de l’expression de NR4A1 

comparativement à BAFF seule, tandis qu’à BAFF 250 ng/mL en présence de Nef il y a 

augmentation de l’expression de NR4A1 comparativement à BAFF seul. Il ne faut pas 

oublier ici que de hautes concentration de BAFF ainsi que Nef peuvent mener à la 

diminution d’expression des NR4As ce qui contrecarre l’effet du DHE. Nous utilisons le 

DHE pour cette raison; son augmentation de l’expression des NR4As.  
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Figure 16. Test de temps d’incubation et de concentrations de BAFF recombinant 

pour l’observation de l’effet du DHE sur l’expression de différentes molécules dont 

NR4A1 chez les lymphocytes B, les cellules B de la zone marginale, et les cellules B 

précurseurs de la zone marginale des amygdales. Les doublets et les cellules mortes 

furent éliminés puis le GeoMFI de PE anti-NR4A1 (Miltenyi Biotec) des cellules B MZ 

incubés 1 h ou 3 h en milieu seul (MA), avec BAFF 250 ng/mL, en présence ou en absence 
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de Nef 1000 ng/mL, avec ou sans DHE 1mM ou 10 mM fut étudié (figure 16A). La figure 

16B démontre le GeoMFI de NR4A1 après 1 h et 3 h d’incubation chez les B totaux, les 

MZ et les MZ précurseurs. La figure 16C démontre l’expression de NR4A1 chez les 

cellules B, les MZ et les MZ précurseurs après 3 h d’incubation avec BAFF à 50 ng/mL ou 

250 ng/mL, avec ou sans Nef 1000 ng/mL, avec ou sans DHE 10 mM. Le test comparant 

l’effet du DHE à 1 mM et à 10 mM et celui comparant une incubation de 1 h et de 3 h 

furent faits une fois avec un donneur. La comparaison entre une incubation de 3 h avec 

BAFF 50 ng/mL et 250 ng/mL fut fait une seule fois, les expériences subséquentes utilisant 

BAFF à une concentration de 250 ng/mL. 

 

L’ajout du DHE aux traitements préétablis a illustré quelques tendances. 

Premièrement, le pourcentage d’expression ainsi que le GeoMFI de NR4A1 augmente 

lorsque les cellules sont incubées avec BAFF 250 ng/mL, Nef 1000 ng/mL et DHE 10 mM 

comparativement aux cellules incubées avec BAFF et Nef seulement aux mêmes 

concentrations. Cette augmentation d’expression de NR4A1 est observée chez les cellules 

B totales, les cellules B MZ ainsi que les cellules B MZ précurseurs (dénoté par * aux 

figures 17A, B et C). La même tendance est observée avec les mêmes traitements et les 

mêmes populations pour le NR4A3 (dénoté par * aux figures 17D, E et F). Par contre, une 

tendance inverse est observée face à l’expression de CD83 chez les cellules B MZ 

précurseurs avec les mêmes traitements (dénoté par € aux figures 17C et F). Finalement, le 

DHE ne semble pas affecter le pourcentage d’expression ou le GeoMFI de CD73 ou de 

CD39 chez les populations observées. En somme, le DHE semble augmenter l’expression 

de NR4A1 et NR4A3 chez toutes les populations observées et semble diminuer 

l’expression de CD83 chez les lymphocytes B MZ précurseurs.  
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Figure 17. Effet du DHE sur l’expression de différentes molécules dont NR4A1 et 

NR4A3 chez les lymphocytes B totaux, les cellules B de la zone marginale, et les 

cellules B précurseurs de la zone marginale des amygdales. Les doublets et les cellules 

mortes furent éliminés. Les cellules B furent incubées 3 h en milieu seul (MA) ou avec 

BAFF 250 ng/mL en présence ou non de Nef 1000 ng/mL et de DHE 10 mM. Ensuite, 

l’expression de diverses molécules fut étudiée chez les cellules B totales, les MZ et les MZ 

précurseurs. Les marqueurs utilisés sont les suivants : PE anti-NR4A1 (Miltenyi Biotec) 

ou PE anti-NR4A3 (Santa Cruz Biotechnology), BUV395 anti-CD73 (BD Biosciences) et 

PE-Cy7 anti-CD83 (BD Biosciences). Ce test fut fait deux fois avec deux différents 
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donneurs. Les figures contiennent les résultats d’une des expérience d’un donneur, celle-ci 

étant représentative des données obtenues aux autres expériences. Du au petit nombre de 

répétition, la significativité n’est pas donnée.  

 

 Nous avons maintenant fait les observations suivantes : après incubation avec 

BAFF 50 ng/mL pendant 3 heures, les B totaux, les MZ et les MZ précurseurs ont un 

GeoMFI de NR4A1 similaire aux cellules incubées en milieu seul. Lorsque Nef 1000 

ng/mL est ajouté au BAFF 50 ng/mL, le GeoMF diminue légèrement comparé au BAFF 

seul. Après ajout de DHE, il y a encore une légère diminution comparativement à BAFF 

50 ng/mL et Nef 1000 ng/mL et à BAFF seul. Après incubation avec BAFF 250 ng/mL 

pendant 3 heures, les B totaux, les MZ et les MZ précurseurs ont encore un GeoMFI de 

NR4A1 similaire aux cellules incubées en milieu seul. De plus, lorsque Nef 1000 ng/mL 

est ajouté à BAFF 250 ng/mL, il y a une légère diminution du GeoMFI de NR4A1 

comparativement à BAFF seul. Par contre, lors de l’ajout du DHE, le GeoMFI de NR4A1 

est considérablement plus élevé comparativement à BAFF 250 ng/mL et Nef 1000 ng/mL, 

et à BAFF seul. Les hypothèses explicatives de ces observations figurent dans la section 

Discussion.  

 

Nous voulions finalement étudier l’effet de Nef sur la production d’IL-10 par les 

lymphocytes B d’amygdales. Les cellules B MZ ont déjà été décrites comme ayant un 

potentiel Breg, et cette activité régulatoire des cellules B pourrait leur être accordée par 

leur production d’IL-10 (300). Contrairement à nos hypothèses, l’ajout de Nef 1000 ng/mL 

à BAFF 250 ng/mL lors de l’incubation des cellules B ne semble pas affecter leur 

expression d’IL-10 qui est déjà modulée par BAFF (figure 18A). En étudiant la population 

exprimant IL-10, il est possible de voir que la majorité des cellules exprimant IL-10 

expriment aussi CD10. Certaines co-expriment aussi CD1c, et très peu co-expriment CD39, 

CD73, CD83, IgM ou CD27. Donc, IL-10 stimulé par BAFF serait principalement exprimé 

par les lymphocytes B immatures ainsi que les lymphocytes B du centre germinatif et sa 

production ne serait pas affectée par Nef. 
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Figure 18. Expression d’IL-10 par les lymphocytes B des cellules d’amygdales. Les 

doublets et les cellules mortes furent éliminés puis le pourcentage et le GeoMFI de cellules 

exprimant IL-10 après incubation avec BAFF 250 ng/mL fut comparé avec celui des 

cellules ayant été incubées avec BAFF 250 ng/mL et Nef 1000 ng/mL. Ensuite, les 

populations exprimant IL-10 furent étudiées avec les marqueurs suivants : APC anti-CD19 

(BD Biosciences), Alexa Fluor700 anti-CD27 (BD Biosciences), BB515 anti-IgM (BD 

Biosciences), PerCP-eFluor 710 anti-CD1c (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Ca, 

USA), BV421 anti-CD10 (BD Biosciences), BUV395 anti-CD73 (BD Biosciences), PE-

Cy7 anti-CD83 (BD Biosciences). Ce test fut fait 2 fois avec 2 différents donneurs.  
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Discussion 
Malgré les avancements incroyables dans le traitement du VIH, plusieurs 

mécanismes restent à être élucidés, dont ceux impliqués dans l’inflammation chronique 

résultante de cette infection. Comme mentionné dans l’introduction de ce travail, nous 

pouvons observer chez les patients atteints de VIH une dérégulation de plusieurs 

populations, dont les cellules B, qui persiste au-delà de la thérapie antirétrovirale. Cette 

dérégulation mène à l’augmentation de la fréquence des cellules précurseurs de la zone 

marginale, dont celles qui expriment IL-10, à l’augmentation de BAFF, et à 

l’hyperglobulinémie, et n’est pas complètement résolue par les traitements disponibles 

(107). La recherche sur le VIH étant largement axée sur la réponse des lymphocytes T 

résulte en une lacune de connaissances sur le rôle des lymphocytes B dans le 

développement d’une immunité naturelle ainsi que son potentiel en tant que cible 

thérapeutique. L’implication des lymphocytes B dans l’inflammation pourrait bel et bien 

nous guider vers une solution thérapeutique ayant des répercussions importantes pour les 

gens vivant avec cette infection.  

 

1. Populations de cellules d’amygdales humaines 

Notre équipe a auparavant démontré l’existence d’une petite population de 

lymphocytes B présente dans le sang des individus sains exprimant 

CD19+CD1c+IgM+CD27+CD21loCD10+. Cette population exprimant des marqueurs de 

cellules B transitionnelles immatures et innées de la zone marginale fut nommée cellules 

B MZ précurseurs (107; 204). Lors de l’étude de nos échantillons de cellules d’amygdales 

humaines, nous avons observé que celles-ci ont une plus grande population de cellules B 

MZ ainsi que de cellules B MZ précurseurs que ce que l’on retrouve dans les PBMC. Les 

cellules B MZ, connues pour leur BCR polyréactif et son potentiel autoréactif (152), 

pourraient conserver l’expression des NR4As comme le font les Tregs, soit par des signaux 

TCR autoréactifs (525). En fait, nous avons démontré une fonction Breg chez les cellules 

B MZ précurseurs impliquant NR4A1 et CD83. Aussi, les cellules B MZ expriment les 

ectonucléotidases membranaires CD39 et CD73 qui permettent l’hydrolyse d’ATP 

extracellulaire menant à la production d’adénosine (223) et l’adénosine, permettant une 

suppression immunitaire, donnant un potentiel Breg à la cellule. Il a aussi été démontré que 
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l’adénosine a la capacité de réguler l’expression des NR4As (526). C’est le maintien de 

l’expression des NR4As par cette population qui pourrait donc permettre une haute 

expression de CD83, qui participe dans des interactions homotypiques. Ces interactions 

homotypiques pourraient ensuite livrer des signaux régulatoires menant à une inhibition de 

signaux pro-inflammatoires (521).  

 

Les populations principales co-exprimant NR4A1 et CD83 dans nos échantillons 

d’amygdales humaines sont les cellules B MZ précurseurs. Les cellules co-exprimant ces 

deux molécules sont majoritairement CD39+CD73+, suggérant la production d’adénosine, 

mais la population est hétérogène, et certaines cellules CD39+CD73+ n’expriment pas 

NR4A1 et CD83. D’autres travaux de notre équipe ciblant les PBMC de participants sains 

démontrent que les populations co-exprimant NR4A1 et CD83 sont principalement CD1c+. 

Parmi ces dernières, nous retrouvons une population de MZ IgM+CD27+ et une population 

de MZ précurseurs IgM+CD27+CD10+ (201). Des résultats similaires ont été obtenus avec 

les populations co-exprimant NR4A3 et CD83. Il faut aussi noter que la variation entre les 

résultats obtenus peut être expliquée par l’existence de différents mécanismes post-

transcription encore mal compris, interférant avec le lien entre l’ARNm et les niveaux 

protéiques. En somme, le potentiel Breg des cellules B MZ précurseurs provient 

possiblement des populations co-exprimant NR4A1 (et possiblement NR4A2 et 3) et 

CD83, due en partie à leur lien à l’adénosine, mais d’autres études sont nécessaires afin de 

confirmer cette hypothèse.  

 

2. Entrée de Nef dans les cellules B 

La protéine du VIH Nef nous intéresse pour plusieurs raisons. À la base, nos travaux 

découlent des études portant sur les souris VIH-Tg. Celles-ci développent une dérégulation 

des lymphocytes B et une maladie comparable au SIDA qui dépendent de Nef (514; 515). 

Chez les gens vivant avec le VIH, elle contribue au profil inflammatoire en menant à une 

surproduction de BAFF (511). Elle amplifie la réplication, l’infectiosité et la propagation 

virale, ainsi les gens infectés avec un virus contenant un gène de Nef démontrent une 

progression atténuée de la maladie (36; 37). Il faut noter que d’autres facteurs contribuent 

aussi au profil inflammatoire des patients progresseurs en modulant BAFF tels les niveaux 
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de LPS et de gp120 solubles (510). En fait, une étude réalisée par notre laboratoire 

démontre que le LPS agit en synergie avec Nef, menant à une production de BAFF encore 

plus importante que Nef et LPS seules (511). L’inflammation chronique et la restauration 

incomplète du système immunitaire des patients atteints du VIH pourraient donc être liée 

à la persistance de Nef qui, malgré ART, serait sécrété par les réservoirs viraux (43). Une 

étude publiée par notre équipe démontre la présence de Nef dans les DC post ART chez 

les progresseurs classique et l’absence de Nef dans le plasma des progresseurs lents 

avirémiques (511). L’élucidation de ce mécanisme inflammatoire pourrait donc être la clé 

nécessaire aux prochaines découvertes thérapeutiques. Celles-ci pourraient permettre la 

diminution de la charge inflammatoire chez les patients vivant avec le VIH, et ce, 

potentiellement par le blocage de Nef et/ou BAFF en conjonction avec ART.  

 

Chez les patients atteints du VIH, la présence de Nef dans les cellules B ne provient 

probablement pas d’une synthèse endogène, puisque ces cellules ne contiennent pas 

d’ADN viral (265), de p24 (protéine de la capside virale) ou de p17 (protéine de la matrice 

virale) (40). La présence de Nef dans les cellules B folliculaires proviendrait donc d’une 

source exogène, chose possible puisque Nef est sécrété en vésicule ou sous forme soluble 

dans le milieu extracellulaire par les cellules infectées (527), avec des concentrations de 1 

à 10 ng/mL mesurées dans le sérum des patients infectés (523). Comme décris dans 

l’introduction, Nef soluble est propulsé par les prolongements des macrophages et absorbé 

par les lymphocytes B par endocytose ou pinocytose, menant à la suppression de CSR 

d’immunoglobulines par le blocage de la signalisation de CD40 (40). 

 

Nos résultats corroborent avec la littérature, démontrant l’entrée de Nef dans les 

cellules B, dont les MZ précurseurs où Nef et CD10 ont une co-expression de 98,4%. Nef 

exogène absorbée par les cellules B peut donc inhiber la permutation de classe dépendante 

de CD40 à l’aide de NFkB, permettant au virus d’échapper à la réponse immune T-

dépendante (40). Il est important de noter que Nef fut utilisé à une concentration de 1000 

ng/mL et que les concentrations mesurées dans le sérum des patients infectés sont de 

l’ordre de 1 à 10 ng/mL (523), mais les concentrations des centres germinatifs risquent 

d’être beaucoup plus élevées puisque ceux-ci représentent le site principal de réplication et 
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de propagation virale (528). Donc, il est difficile de prévoir les concentrations 

physiologiques exactes. Les cellules B du centre germinatif pourraient absorber Nef 

exogène de façon passive ou active via les macrophages et possiblement les DC (523; 527), 

ou les cellules infectées par le VIH pourraient transférer Nef aux cellules B lors 

d’interactions telles les synapses immunes ou par des nanotubules (529). Donc, le VIH 

échappe à la réponse B T-dépendante en piratant leur machinerie interne à l’aide de Nef. 

Le blocage de Nef pourrait donc mener au rétablissement de la réponse B protectrice 

impliquant la CSR dépendante de CD40, la production d’IgG2 et d’IgA spécifiques au 

VIH, et à la production de facteurs du centre germinatif tel Bcl-6, AID et IRF4 (42).  

 

3. Effet de BAFF et de Nef sur les cellules B MZ 

 Notre équipe a déjà montré que la capacité de réguler l’expression de BAFF dans 

le sang et les muqueuses génitales est associée à l’immunité naturelle chez les travailleuses 

du sexe highly exposed seronegative (HESN), permettant possiblement une réponse 

d’homéostasie des cellules B et T spécifiques au VIH à la porte d’entrée du virus, 

contrairement aux observations chez les travailleuses du sexe VIH+ où de niveaux élevés 

de BAFF sont mesurés dans le tractus génital indiquant une immuno-incompétence. Les 

patients ne contrôlant pas leur infection au VIH maintiennent de hauts niveaux de BAFF 

qui persistent même lorsque l’infection est contrôlée par ART, et qui mènent à une 

dérégulation des lymphocytes B favorisant l’inflammation (530). Les cellules B des centres 

germinatifs dont la sélection implique BAFF sont particulièrement touchées (517). Ceci 

concorde avec les observations des souris VIH et BAFF transgéniques où de hauts niveaux 

de BAFF sont accompagnés d’une augmentation de lymphocytes B matures et d’une 

expansion du compartiment B et des zones marginales (460).  

 

J’ai discuté plus haut des effets de Nef sur nos populations cibles de lymphocytes 

B d’amygdales, dont l’inhibition de la permutation de classe, bloquant la réponse des 

lymphocytes B. Le blocage de la permutation de classe par Nef pourrait mener à de hauts 

niveaux de BAFF afin d’initier la permutation de classe indépendante de CD40 via TACI 

et la production d’anticorps par les lymphocytes B MZ (375). Cette augmentation de BAFF 

cause aussi l’activation polyclonale des cellules B et l’hyperglobulinémie (107), et corrèle 
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avec la progression de la maladie (531). BAFF est certes un élément clé dans la bataille du 

système immunitaire contre le VIH, mais sa dérégulation et surproduction rend ultimement 

l’individu plus vulnérable à sa maladie. 

 

Lors de nos expériences sur les effets de BAFF et de Nef sur l’expression de 

NR4A1, CD83, CD73 et CD39, nous avons observé plusieurs tendances, mais 

malheureusement, nos résultats n’étaient pas significatifs. Certains donneurs démontraient 

des tendances beaucoup plus prononcées que d’autres, et ce, surement dues à de bas 

niveaux d’inflammation basale menant à une modulation plus importante des molécules. 

Chez un patient ayant déjà de hauts niveaux d’inflammation lors de la récolte des cellules 

d’amygdales, les molécules d’intérêt sont déjà modulées. Donc, l’expression des molécules 

étudiées par les cellules incubées avec BAFF, molécule d’activation des lymphocytes B, 

ne diverge pas beaucoup de l’expression par les cellules incubées en milieu seul. En effet, 

la mesure des niveaux de BAFF des patients fut effectuée par un collègue, démontrant de 

variations importantes entre eux (figure 11).  De plus, nos échantillons sont obtenus 

d’individus ayant une amygdalectomie, suggérant un certain niveau inflammatoire basale. 

Il est aussi à noter que nos expériences subséquentes ont été réalisées avec une 

concentration de BAFF de 250 ng/mL à la place de 50 ng/mL (la concentration utilisée ici), 

et que les effets de BAFF et de Nef sont plus flagrants à cette haute concentration.  

 

Nous avons observé qu’une incubation avec BAFF mène à l’augmentation de 

l’expression de CD39 par les cellules B et les cellules B MZ précurseurs comparativement 

à une incubation en milieu seul. Ensuite, une incubation avec BAFF accompagné de Nef 

diminue considérablement l’expression de CD39 comparativement à une incubation avec 

BAFF seul. Ces résultats sont sensés puisque CD39 avec CD73 ainsi que l’adénosine qu’ils 

synthétisent travaillent ensemble afin de créer une cascade d’immunosuppression menant 

au déclin de l’inflammation et de l’activation immune (Tianyu He, 2017). Par contre, 

aucune tendance fixe n’a été observée avec CD73. La littérature décrit une légère 

diminution de l’expression de CD73 chez les patients atteints du VIH comparativement 

aux contrôles sains. Cette diminution de CD73 est associée à une consommation d’AMP 

réduite, à une perturbation du mécanisme de commutation de classe, à une activation des 
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cellules B et à l’augmentation de l’expression de CD39 (226). Nous avons bel et bien 

observé une diminution d’expression de CD73 après une incubation avec BAFF et Nef 

comparativement à une incubation avec BAFF seul, mais cette diminution n’est pas 

observée dans l’ensemble des expériences. À la figure 14C, Nef seul semble augmenter 

significativement l’expression de CD73 et CD39 comparativement au milieu seul pouvant 

indiquer une augmentation de la production d’adénosine par ces molécules afin de 

contrôler l’inflammation entrainée par Nef. 

 

La même tendance a été observée pour le CD83 et NR4A1, c’est à dire la 

diminution d’expression des molécules après incubation avec BAFF et Nef 

comparativement à BAFF seul. Une incubation avec BAFF diminuait les niveaux 

d’expression de ces molécules comparativement au milieu seul, puis une incubation avec 

BAFF et Nef diminuait encore plus leur expression. Dans certaines expériences, 

l’expression de NR4A1 ou de CD83 ne changeait pas avec l’ajout de BAFF 

comparativement au milieu seul. Les résultats dépendent du patient, de ses niveaux basaux 

de BAFF, ainsi que des concentrations de BAFF et de Nef utilisés en laboratoire. Lorsque 

les lymphocytes B sont préincubés avec Nef, ou incubés avec Nef seul, l’effet est moindre, 

indiquant que Nef pirate la machinerie intracellulaire des cellules au travers de BAFF et de 

ses récepteurs, dont TACI et BAFF-R. Par contre, un effet de Nef seul peut être noté dans 

certaines figures, ce qui est normal puisque BAFF était déjà présent dans les échantillons 

de chaque patient. Lors du développement de nos protocoles, nous avons choisi d’incuber 

BAFF et Nef en tandem puisque physiologiquement, BAFF est toujours présent pour les 

MZ chez l’humain, soit sous forme soluble ou en surface des DC.  

 

 Il a été démontré que les lymphocytes B activés et les lymphocytes B du centre 

germinatif expriment CD83, mais le rôle de ce dernier n’est pas encore bien défini (532). 

Comme expliqué plus haut, l’expression de CD83 mène à d’interactions homotypiques 

entre cellules qui déclenchent la livraison de signaux régulatoires menant à une inhibition 

de l’activité inflammatoire. Ces caractéristiques ont été décrites chez les DC mais la même 

étude trouve l’expression de CD83 ainsi que de son récepteur, qui ne semble être que 

CD83, chez les cellules B (521). CD83 a aussi été lié aux cellules B MZ, tel que décrit dans 
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les souris ayant un gène de CD83 muté menant à une diminution d’expression de CD83 et  

une plus petite population de cellules B MZ. Au contraire, les souris transgéniques ayant 

une surexpression de CD83 avaient de plus grosses populations de cellules B MZ (533).  

 

La tendance observée de l’expression de NR4A1 et CD83 semble concorder avec 

la littérature. Il a déjà été démontré chez les DC que NR4A1 augmente directement 

l’expression de CD83 donc cette même relation pourrait être présente chez les cellules B 

(534). Ensuite, la diminution de l’expression de NR4A1 par les populations de cellules B 

après incubation avec Nef pourrait provenir de l’effet du VIH sur l’expression de CD73 

qui semble parfois augmenter avec CD39 en présence de Nef seul suggérant la production 

d’adénosine. Il a été démontré chez les cellules B de patients infectés au VIH que la 

diminution de l’expression de CD73 mène à une diminution d’adénosine accompagnée 

d’une activation immune chronique (226). Sachant que l’adénosine module NR4A, sa 

diminution pourrait mener à une diminution d’expression de NR4A, contribuant au 

phénotype inflammatoire. En effet, des études ont démontré que l’adénosine, par 

l’entremise du récepteur A2a, contrôle l’expression génomique des NR4A1-3 et que cette 

modulation, plus spécifiquement de NR4A2, diminue l’expression de NFkB (Tianyu He, 

2017). Donc, l’adénosine a un effet anti-inflammatoire par l’entremise des NR4As. Il serait 

important dans une étude future d’étudier un plus grand nombre de patients afin de pouvoir 

les catégoriser par groupe selon leur niveau d’expression de BAFF. 

 

4. Effet du DHE sur les marqueurs exprimés par les cellules B MZ 

Des études ont déjà démontré la capacité de la déhydroergotamine (DHE) à 

réactiver l’expression de NR4A en fins thérapeutiques comme dans la leucémie aiguë 

myéloïde où NR4A est diminué (251). Nous voulions donc examiner l’effet de cette 

molécule sur l’expression de NR4A1 et de NR4A3 par nos populations de lymphocytes B 

en vue de thérapies possibles dans le contexte du VIH où NR4A est aussi diminué. Lors de 

l’étude de l’effet du DHE sur NR4A1 et 3, les intensités d’expressions ont été observées 

après 3 h d’incubation puisque les NR4As répondent rapidement et un temps d’incubation 

trop long aurait pu nous faire manquer sa réponse. Après 3 h d’incubation avec BAFF 50 

ng/mL, les cellules démontrent une plus grande expression de NR4A1 qu’après 1 h 
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d’incubation. Une plus grande expression de NR4A1 est aussi observée après une 

incubation de 3 h avec BAFF et Nef comparativement à 1 h d’incubation. Notre dernier 

test, une incubation de 1 h et de 3 h avec BAFF, Nef, et DHE, illustre une plus basse 

expression de NR4A1 après 3 h, ce qui contredit la littérature qui démontre que le DHE 

augmente l’expression des NR4As. Nos tendances disant que lorsqu’ajoutée à BAFF, Nef 

diminue l’expression de NR4A1 comparativement à une incubation avec BAFF seul n’est 

non plus observée ici possiblement due au court temps d’incubation et au fait que NR4A1 

est une molécule à expression rapide, menant à une plus grande expression après 3 h 

qu’après 16 h (524). Il serait possible que la diminution observée après incubation avec 

BAFF et Nef pendant 16 h reflète l’activité à long terme du NR4A tel ce qui est observé 

chez les patients atteints du VIH. En effet, les premières expériences effectuées avec une 

incubation de 16 h visaient à explorer l’expression de NR4A1, mais aussi de CD83, qui est 

une molécule à expression plus tardive. Il est donc sensé que de plus hauts niveaux de 

NR4A1 soient obtenus après une incubation plus courte. L’expression des molécules 

d’intérêt doit être étudiée à divers temps d’incubation afin d’obtenir une image plus 

complète de leur expression dans le temps. De plus, comme mentionné plus haut, l’effet de 

BAFF in vitro sur l’expression des NR4As semble dépendre des niveaux de BAFF du 

patient lors de la récolte des échantillons (figure 11), donc la variation de résultats obtenus 

chez différents patients est sensée. Nous avons ensuite décidé de refaire le test avec 

incubation de 3 h avec une plus grande concentration de BAFF (250 ng/mL).  

 

Après 3 h d’incubation avec la nouvelle concentration de BAFF, les résultats 

reflètent maintenant les études antérieures qui décrivent une augmentation de l’expression 

des NR4As par le DHE. Pour les 3 populations étudiées, les cellules B totales, les cellules 

B MZ et les MZ précurseurs, les mêmes tendances sont observées. Une incubation avec 

BAFF et Nef résulte en une plus grande expression de NR4A1 comparé à une incubation 

avec BAFF seul, puis une incubation avec BAFF, Nef et DHE augmente encore plus 

l’expression de NR4A1. Pour NR4A3, une incubation avec BAFF et Nef engendre une 

plus basse expression de NR4A3 qu’une incubation avec BAFF seul, puis une incubation 

avec BAFF, Nef et DHE augmente l’expression de NR4A3 au niveau retrouvé après 

incubation avec BAFF seul, confirmant l’effet du DHE tel que décrit dans la littérature.  
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Sachant que NFkB joue un rôle dans l’activation de gènes inflammatoires, dont 

ceux activés dans le contexte d’une infection au VIH (535) et sachant que les NR4As 

contribuent à la modulation de NFkB où de hauts niveaux des NR4As diminuent 

l’expression de NFkB (536), une molécule augmentant l’expression des NR4As pourrait 

contribuer à la diminution de l’inflammation chez les gens atteints du VIH. En effet, un 

RNA-Seq effectué à l’IRIC (figure 7) démontre bien la diminution d’expression des 

NR4As et de CD83 chez les individus atteints du VIH comparativement aux contrôles sains 

et aux élites contrôleurs.  

 

Aussi, Nef, par l’entremise de NFkB, interfère avec CD40, bloquant la permutation 

de classe des lymphocytes B et diminuant leur réponse antivirale T-dépendante (537). 

Donc, l’augmentation de NR4A par une molécule telle le DHE pourrait réduire les niveaux 

de NFkB, diminuant l’effet néfaste de Nef sur la permutation de classe et la réponse des 

lymphocytes B aux cellules Th CD4+. D’autres molécules telles le dexamethasone et le 

methotrexate (MTX) ont aussi été identifiés comme régulateurs des NR4As, plus 

spécifiquement du NR4A2, in vitro et in vivo (246). MTX fonctionne en diminuant 

l’infiltration cellulaire en diminuant l’expression de molécules d’adhésion en surface, 

menant à une réduction des niveaux de médiateurs d’inflammation solubles (538). Des 

études subséquentes suggèrent que l’effet anti-inflammatoire du MTX provient de sa 

capacité d’augmenter les niveaux extracellulaires d’adénosine menant à de plus hauts 

niveaux de NR4A2 (252).  

 

5. Expression d’IL-10 par les cellules B MZ 

Notre équipe a déjà démontré l’expression ex vivo d’IL-10 par les cellules B MZ 

matures (CD19+CD1c+IgM+CD27+CD21hiCD10-) ainsi que par les cellules B MZ 

précurseurs (CD19+CD1c+IgM+CD27+CD21loCD10+), ces derniers démontrant une 

fréquence d’expression plus importante que son équivalent mature (204). Cette même 

étude et celles réalisées par Cerutti et coll. illustrent aussi l’augmentation d’expression 

d’IL-10 par les cellules B MZ précurseurs lorsque celles-ci sont en présence d’un excès de 

BAFF comme dans le contexte d’une infection au VIH chez les patients progresseurs (539). 
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Une étude faite au préalable décrit une population similaire aux cellules B MZ précurseurs 

comme ayant un potentiel Breg. Cette activité régulatoire des cellules B peut leur être 

accordée par leur production d’IL-10, mais aussi par la production d’adénosine, de CD39 

et de CD73, molécules d’intérêt dans ce projet (300). Notre équipe a aussi associé CD83, 

molécule avec propriétés régulatoires, avec un potentiel Breg chez les cellules B MZ. Notre 

article publié en 2019 suggère qu’une sous-population de cellules B MZ précurseurs aurait 

un potentiel Breg grâce à la co-expression de CD83 et NR4A1-3 (201). Plusieurs indices 

nous aident à déterminer le potentiel régulateur des cellules B, mais un marqueur clé 

désigné à l’identification des Bregs est toujours manquant puisque dans un contexte 

inflammatoire comme celui du VIH, l’expression d’IL-10 est observée chez plusieurs 

populations de lymphocytes B, contrairement au contexte inflammatoire de la souris. 

 

Nous avons observé une production d’IL-10 par les lymphocytes B, notamment par 

les lymphocytes B immatures ainsi que les lymphocytes B du centre germinatif, la majorité 

des populations IL-10+ coexprimant CD10 et CD1c. Nos résultats illustrent aussi que Nef 

ne semble pas affecter la production d’IL-10 induite par BAFF dans les cellules B 

d’amygdales de patients sains. Par contre, l’effet de Nef sur l’IL-10 produit par les 

monocytes, macrophages et lymphocytes Th2 n’a pas été examiné dans le contexte de cette 

étude. En sus, l’analyse du RNA-Seq d’un collègue démontre l’expression de plusieurs 

molécules avec fonctions régulatrices souvent associées au potentiel Breg chez les 

lymphocytes B MZ et MZ précurseurs. Ces molécules incluent HLA-G, CD1d, molécule 

exprimée par la majorité des Bregs chez l’humain et la souris (540), TGF-β, TLR10, TLR7 

et IL-10R. L’expression du gène d’IL-10 semble être plus bas chez les 2 populations, ce 

qui pourrait être due à leur capacité de produire cette cytokine suivant une stimulation 

(540). Ces populations expriment aussi de hauts niveaux d’IL-10R suggérant une activité 

régulée entre autres par IL-10. Certaines molécules dont CD1a et IL-21R étaient 

principalement exprimées par les MZ précurseurs (201). 

 

La littérature démontre le rôle de Nef dans l’augmentation des niveaux d’IL-10 

(541), cette cytokine menant à une augmentation considérable de la production de virions 

chez les lignées cellulaires infectées au VIH (542). Il a aussi été démontré que le sérum des 
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patients VIH progresseurs ayant de bas niveaux de CD4 et une haute réplication virale 

contient de hauts niveaux d’IL-10 (301). Brigino et coll. (1997) disent ne pas voir l’effet 

de Nef avant 3 h d’incubation, donc l’absence de l’effet de Nef sur nos cellules B 

d’amygdales pourrait découler d’un temps d’incubation insuffisant malgré avoir incubé 

nos cellules B 4h avec les différents traitements. Une différente étude ciblant les 

lymphocytes B démontre que Nef augmente l’inhibition de la signalisation d’IL-10, 

rendant les cellules B inaccessibles à l’aide fourni par les cellules T CD4+ (40). Cet effet 

de Nef sur les lymphocytes B inhibe leur permutation de classe et les mutations 

hypersomatiques, éliminant leur capacité de neutraliser les virus aux portes d’entrée, dont 

les muqueuses respiratoires, intestinales et génitales (419). Par contre, même si les 

lymphocytes B étaient capables d’une réponse T-dépendante, l’efficacité de l’aide procurée 

par les lymphocytes T risque manquer de vigueur dans le contexte du VIH.  
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Conclusion 
 Les objectifs principaux de cette étude étaient d’étudier in vitro si de niveaux élevés 

de BAFF seul ou en présence de la protéine virale Nef agissent directement sur l’expression 

des NR4As au niveau de populations de lymphocytes B MZ et MZ précurseurs 

d’amygdales humaines. Nous voulions examiner l’impact du DHE sur l’expression des 

NR4As ainsi que l’effet de Nef sur la production d’IL-10 par nos populations de 

lymphocytes B cibles afin d’analyser leur potentiel Breg. L’effet de BAFF et de Nef sur le 

profil des cellules avec caractéristiques Breg exprimant les NR4As, CD83, CD73, CD39 

et IL-10 pourrait donc être analysé. 

 

 Les résultats obtenus lors de l’analyse des populations de lymphocytes B MZ et MZ 

précurseurs d’amygdales indiquent une expression importante de NR4A1 et CD83, 

marqueurs potentiels de Breg. Ces populations co-expriment aussi CD39 et CD73, 

molécules impliquées dans la production d’adénosine qui elle, régule l’expression de 

NR4A1. L’adénosine permet aussi une suppression immunitaire, conférant un potentiel 

Breg à la cellule (526). 

 

 Nos expériences démontrent la pénétration de Nef dans les lymphocytes B 

d’amygdales, surtout chez les B CD10+. Elles démontrent aussi que Nef semble avoir 

besoin de BAFF afin de pirater la machinerie intracellulaire des lymphocytes B puisque 

sans ce dernier, son effet sur l’expression de nos molécules cibles est moindre.  

 

Après incubation avec BAFF et Nef, plusieurs tendances sont attribuables aux 

profils inflammatoires des différents donneurs. BAFF menait généralement à 

l’augmentation d’expression de nos molécules, mais lorsque combiné avec Nef, 

l’expression des molécules était plus basse. L’expression de CD83 et de NR4A1 après 

incubation avec BAFF et Nef dépend fortement du temps d’incubation, NR4A1 étant une 

molécule de réponse rapide et CD83 ayant une réponse plus tardive (524). Nous avons 

aussi conclu que la variabilité et l’hétérogénéité observées entre patients résultent de la 

variabilité des niveaux basaux de BAFF.  

 



 108 

 En ce qui concerne le DHE, son augmentation de l’expression de NR4A1 et 3 est 

plus importante chez les lymphocytes B MZ précurseurs que les MZ, et chez les MZ que 

les B totaux. De plus, le DHE augmente davantage l’expression de NR4A1 que de NR4A3. 

Ces molécules, diminuées dans le contexte d’une infection au VIH, pourraient être ciblées 

de façon thérapeutique afin de diminuer les niveaux inflammatoires des patients.  

 

 Nos résultats démontrent que l’expression d’IL-10 est principalement observée 

chez les lymphocytes B immatures et les lymphocytes B du centre germinatif. 

Malheureusement, l’effet de Nef sur la production d’IL-10 n’a pas été remarqué. D’autres 

tests devront être faits pour mieux comprendre le rôle de Nef dans la production d’IL-10 

chez les lymphocytes B d’amygdales humaines. 

 

 En bref, BAFF à de hautes concentrations et Nef modulent l’expression des NR4As, 

CD83, CD73 et CD39 ce qui pourrait contribuer au phénotype observé chez les cellules B 

MZ des patients VIH+ où on observe une diminution de NR4A et de CD83 ainsi qu’une 

modulation de CD39 et de CD73. L’analyse des résultats de cette étude suggère l’utilité 

d’agents thérapeutiques ciblant les NR4As en addition à la thérapie antirétrovirale, leur 

modulation chez les lymphocytes B MZ et MZ précurseurs pouvant être un aspect clé du 

contrôle des niveaux inflammatoires chez les individus vivant avec le VIH.  

  



 109 

Perspectives 
  Plusieurs études sont encore nécessaires afin de bien comprendre l’impact des 

niveaux élevés de BAFF sur la dérégulation des lymphocytes B, particulièrement ceux de 

la zone marginale dans le contexte du VIH. La mesure des niveaux de NR4As par Q-PCR 

permettra de confirmer les résultats obtenus en cytométrie en flux avec NR4A1 et de tester 

la réponse de NR4A2 et 3 aux niveaux élevés de BAFF en présence de Nef. Il serait aussi 

intéressant d’étudier le résultat d’un traitement avec un régulateur synthétique des NR4As 

tel le DHE et d’explorer quelles autres populations démontrent une diminution des NR4As 

dans le contexte du VIH. 

 

Le surnageant des différentes incubations de lymphocytes B a été conservé afin de 

faire la mesure des cytokines et de l’adénosine. Nous pourrions aussi faire des cultures de 

5-7 jours en microplaques afin de mesurer les isotypes d’immunoglobulines par Multiplex. 

Ensuite, la vérification de la signalisation de l’adénosine récepteur des lymphocytes B peut 

être effectuée en utilisant un agoniste de celui-ci et en mesurant l’AMPc. 

 

Finalement, une étude visant la mesure des niveaux basaux de BAFF d’un plus 

grand nombre de patients permettrait de catégoriser ceux-ci en groupe selon leur 

inflammation de base pour ensuite observer l’effet de BAFF et de Nef sur les NR4As, 

CD83, CD73 et CD39 dans chacune des catégories. Cette méthode mènerait surement à de 

tendances plus stables entre les patients. Puis, l’effet du DHE sur l’expression des 

différentes molécules inflammatoires pourrait être exploré selon le niveau inflammatoire 

de base du patient. 
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Annexes 
Annexe 1 – Article 

NR4A Expression by Human Marginal Zone B-Cells 

 

Kim Doyon-Laliberté, Josiane Chagnon-Choquet, Michelle Byrns, Matheus Aranguren, 

Meriam Memmi, Pavel Chrobak, John Stagg, Johanne Poudrier et Michel Roger 

 

Statut : Publié dans Antibodies, Volume 2019, Article ID 8040050, 12 pages, 

doi:10.3390/antib8040050 

 

Ma contribution principale à cet article est la conception d’une méthodologie 

permettant la caractérisation des cellules d’amygdales, dont les lymphocytes B et les 

lymphocytes B de la zone marginale. Le développement de la méthodologie implique 

l’isolation des lymphocytes B par sélection négative à l’aide d’une technologie 

immunomagnétique, les temps d’incubation associés, les concentrations des traitements 

ainsi que les combinaisons de traitement pertinentes. Les tests de contrôle appropriés ont 

aussi dû être développés. Une procédure de marquage extracellulaire et intracellulaire des 

lymphocytes B était déjà mise en place, mais celle-ci a dû être optimisée pour les cellules 

d’amygdales.  

 

Mes expériences démontrent que les lymphocytes B MZ et MZ précurseurs des 

amygdales sont les populations principales exprimant NR4A1, NR4A3 et CD83 sans 

stimulation. Nous avons aussi démontré l’expression de CD39 et CD73 par ces 

populations, molécules liées à l’activité B régulatrice, suggérant le potentiel de régulation 

des cellules B MZ et MZ précurseurs des amygdales. 
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Abstract 

We have previously characterized a human blood 

CD19+CD1c+IgM+CD27+CD21loCD10+ innate-like B-cell population, which presents 

features shared by both transitional immature and marginal zone (MZ) B-cells, named 

herein “precursor-like” MZ B-cells. B-cells with similar attributes have been associated 

with regulatory potential (Breg). In order to clarify this issue and better characterize this 

population, we have proceeded to RNA-Seq transcriptome profiling of mature MZ and 

precursor-like MZ B-cells taken from the blood of healthy donors. We report that ex vivo 

mature MZ and precursor-like MZ B-cells express transcripts for the immunoregulatory 

marker CD83 and nuclear receptors NR4A1, 2, and 3, known to be associated with T-cell 

regulatory (Treg) maintenance and function. Breg associated markers such as CD39 and 

CD73 were also expressed by both populations. We also show that human blood and 

tonsillar precursor-like MZ B-cells were the main B-cell population to express elevated 

levels of CD83 and NR4A1-3 proteins ex vivo and without stimulation. Sorted tonsillar 

precursor-like MZ B-cells exerted regulatory activity on autologous activated CD4+ T-

cells, and this was a_ected by a CD83 blocking reagent. We believe these observations 

shed light on the Breg potential of MZ populations, and identify NR4A1-3 as potential 

Breg markers, which as for Tregs, may be involved in stabilization of a regulatory status. 

Since expression and activity of these molecules can be modulated therapeutically, our 

findings may be useful in strategies aiming at modulation of Breg responses. 

 

 

 

 

Abstract word count: 231 

Running Title: NR4A Expression by Human Marginal Zone B-Cells 

Keywords: NR4A; human marginal zone B-cells; B regulatory cells 
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1. Introduction 

We have previously reported a relatively small population (1%–2%) of B-cells 

expressing the surface markers CD19+CD1c+IgM+CD27+CD21loCD10+  that is present in 

the blood of healthy human individuals [1–3]. These B-cells harbored markers of 

transitional immature and of innate marginal zone (MZ) B-cells, and were named 

“precursor-like” MZ B-cells. We previously showed that 

CD19+CD1c+IgM+CD27+CD21hiCD10- mature MZ and precursor-like MZ B-cells 

expressed IL-10 ex vivo; precursor-like more so than mature MZ B-cells [2]. Furthermore, 

frequencies of IL-10 expressing precursor-like MZ B-cells were increased in the context 

of excess B-cell activating factor (BAFF) [2]. B-cells sharing some attributes with these 

precursor-like MZ B-cells have been recognized for B regulatory “Breg” activity [4]. 

Although the hallmark of Breg activity is IL-10 production, other regulatory factors have 

been depicted such as expression of PD-L1, production of TGF-b, IL-35, and adenosine 

via the ectonucleotidases CD39 and CD73 [4]. However, until now no precise marker can 

allow the identification of Bregs, as it is the case with the marker Forkhead box 3 (FoxP3) 

for Tregs [5]. 

 

NR4A nuclear receptors are important regulators of the inflammatory response, and 

can be transiently up-regulated following stimulation via the TCR or BCR [6]. However, 

expressions of NR4As are highly enriched in Tregs when compared to other T-cell subsets 

[5]. NR4As have been shown to directly promote the expression of the FoxP3 transcription 

factor, associated with the generation, differentiation and maintenance of Tregs [7,8]. 

Knockout mice in which all NR4A1-3 genes were specifically deleted in Tregs showed 

global reduction of FoxP3, and developed systemic autoimmune diseases, suggesting that 

NR4As are required for Treg cell maintenance and function [5].  

 

We now report gene expression of nuclear receptors NR4A1, 2, and 3 as well as the 

immunoregulatory surface molecule CD83 [9,10], which NR4As can directly regulate [11], 

by both mature MZ and precursor-like MZ B-cell populations from ex vivo human blood. 

Moreover, we found that in human blood and tonsils precursor-like MZ B-cells are the 

main population to co-express NR4A1-3 and CD83 proteins at high levels without 
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stimulation. Furthermore, we report that sorted tonsillar precursor-like MZ B-cells exert 

regulatory activity on autologous activated CD4+  T-cells, and this is affected by a CD83 

blocking reagent. We also report that the Breg associated CD39 and CD73 enzymes [12,13] 

are co-expressed by both populations in human blood and tonsils. Total CD39+  B-cells 

from blood and tonsils also expressed NR4A1 and CD83, albeit to a lesser extent than 

precursor-like MZ B-cells. We believe these observations shed light on the Breg potential 

of MZ populations, and identify NR4A1-3 as potential Breg markers, which as for Tregs, 

may be involved in stabilization of a regulatory status. 

 

2. Materials and Methods 

 

2.1. Ethics statement 

Written informed consent was obtained from all subjects who participated in the 

study. The study was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki. The 

methods reported in this paper were performed in accordance with the relevant guidelines 

and regulations and all experimental protocols were approved by the Centre Hospitalier de 

l’Université  de Montré al (CHUM) Research Ethics Committees. 

 

2.2. Cell Sorting of Human Blood MZ and Precursor-Like MZ B-Cells, RNA Isolation, and 

Sequencing 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from healthy donors were isolated on 

Ficoll gradient, re-suspended in heat-inactivated fetal bovine serum (hi-FBS) (Wisent Inc., 

Montreal, QC, Canada) containing 10% dimethyl sulfoxyde and stored in liquid nitrogen 

until use. Cells were thawed, washed in IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium, 

Gibco Life Technologies, New York, NY, USA), and processed for cell sorting with a 

FACSAriaIII apparatus. Live/dead exclusion was performed using LIVE/DEAD Fixable 

Aqua Dead cell Stain (Invitrogen Thermo Fisher Scientific, Eugene, OR, USA). Non-

specific binding sites were blocked using fluorescence-activated cell sorting (FACS) buffer 

(1C PBS, 2% hi-FBS) supplemented with 20% hi-FBS and 10 µg mouse IgG (Sigma-

Aldrich, St-Louis, MO, USA). Cells were stained using the following conjugated mouse 

anti-human monoclonal antibodies: PacificBlue-anti-CD19, APC-Cy7-anti-CD10 



 xvii 

(BioLegend, San Diego, CA, USA), AlexaFluor700-anti-CD27, FITC-anti-IgM, PE-anti-

CD21 (BD-Biosciences), PerCP-eFluor710-anti-CD1c (eBioscience, San Diego, CA, 

USA). Live CD19+CD1c+IgM+CD27+CD21hiCD10- mature and 

CD19+CD1c+IgM+CD27+CD21loCD10+ precursor-like sorted MZ B-cells were > 95% 

pure. Total RNA was extracted using RNeasy Micro Kit (Qiagen) according to the 

manufacturer’s instructions. RNA integrity was validated using a RNA Pico Chip on the 

Agilent BioAnalyzer 2100, and RNA was sent to IRIC’s Genomics Core Facility for 

RNAseq transcriptomic profiling and analysis. Librairies were prepared using Clontech 

Ultra Low RNA SMARTer v4 (Takara) and sequenced on a HiSeq2000. Genes with false 

discovery rate (FDR) values < 0.05 were considered to be differentially expressed. Gene 

expression levels were compared using raw read counts and the negative binomial 

distribution model implemented in DESEq2 [14], a differential expression analysis 

package developed for R, which adjusts for sample variations with the assumption that the 

vast majority of genes should have correlating expression levels. More specifically, the 

regularized log transformation (rlog) implemented in DESeq2 was used to transform raw 

data into log2 (readcount) for analysis and visualization. 

 

2.3. Validation of the Cross-Reactivity of the PE-Conjugated Human Anti-Mouse Nurr77 

(NR4A1) Monoclonal Antibody (mAb) 

The human REA clone anti-mouse Nurr77 (NR4A1) IgG1 antibody cross-reacts 

with human NR4A1 as specified by MACS Miltenyi Biotec. This was verified on total 

spleen cells from 8–10 weeks old female C57BL/6 mice (not shown), and on total human 

PBMCs (Figure S1). Cells were cultured for 3 h at 37°C and 5% CO2, at a concentration 

of 106 cells/ml in IMDM supplemented with 10-4 b-2-mercaptomethanol (Sigma-Aldrich), 

10% hi-FBS and penicillin/streptomycin (Gibco Life technologies) in presence or absence 

of PMA/ionomycin (eBioscience Cell Stimulation Cocktail 500x, Invitrogen by Thermo 

Fisher Scientific). Cells were then harvested, washed with IMDM followed by 1X PBS and 

processed for flow-cytometry. Live/dead exclusion was performed using Aqua-

LIVE/DEAD Fixable Stain (Invitrogen Life technologies, Eugene, OR, USA). Non-

specific binding sites were blocked using FACS buffer (1X PBS, 2% hi-FBS, and 0.1% 

sodium azide) supplemented with 20% hi-FBS, 10 µg mouse IgG (Sigma-Aldrich, St-
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Louis, MO, USA) and/or 5 µg Human BD FCBlock (BD Biosciences). For human PBMCs, 

the following conjugated mouse anti-human monoclonal antibodies were used to detect 

extracellular markers: APC-mouse Anti-Human CD19 and PerCP-eFluor 710 Anti-Human 

CD1c (eBioscience, San Diego, CA, USA). Intra-nuclear labelling to detect NR4A1 was 

performed using the FoxP3/Transcription Factor Staining Buffer Set (Invitrogen by 

Thermo Fisher Scientific, CA, USA). Non-specific binding sites were blocked using 20% 

hi-FBS and 5 µg Human BD FCBlock (BD Biosciences). The PE-conjugated human REA 

clone anti-mouse NR4A1 was used and compared to the use of PE-conjugated human REA 

isotype control (MACS, Miltenyi Biotec). Cells were kept at 4°C in 1.25% 

paraformaldehyde for 18 h prior to analysis. Data acquisition of 105 events per sample was 

performed with LSRIIB (BD-Biosciences), and analysis was done with FlowJo7.6.3 

software (TreeStar, Ashland, OR, USA) and GraphPad Prism. All stainings were compared 

to that of fluorescence minus one (FMO) values and isotype controls. Anti-mouse Ig(k) 

Compbeads and CS&T Beads (BD-Biosciences) were used to optimize fluorescence 

compensation settings and calibrate the LSRIIB, respectively. 

 

2.4. Flow-Cytometry Characterization of NR4A1, NR4A3, CD83, CD39, and CD73 

Expression by Human Peripheral Blood Total, MZ, and Precursor-Like MZ B-Cells 

PBMCs were thawed, washed with IMDM followed by 1X PBS and processed for 

flow-cytometry. Live/dead exclusion was performed using Aqua-LIVE/DEADFixable 

Stain (Invitrogen Life technologies, Eugene, OR, USA). Non-specific binding sites were 

blocked using FACS buffer (1X PBS, 2% hi-FBS, and 0.1% sodium azide) supplemented 

with 20% hi-FBS, 10 µg mouse IgG (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA) and 5 µg Human 

BD FCBlock (BD Biosciences). The following conjugated mouse anti-human monoclonal 

antibodies were used to detect extracellular markers: APC-mouse Anti-Human CD19, 

BB515-mouse Anti-Human IgM, BV421-mouse Anti-Human CD10, BUV395-mouse 

Anti-Human CD73, BV786-mouse Anti-Human CD39, PE-Cy7-mouse Anti-Human 

CD83 (BD Biosciences) and PerCP-eFluor 710 Anti-Human CD1c (eBioscience, San 

Diego, CA, USA). Intra-nuclear labelling was performed using the FoxP3/ Transcription 

Factor Staining Buffer Set. Non-specific binding sites were blocked using 20% hi-FBS and 

5 µg Human BD FCBlock. The PE-conjugated human REA clone anti-mouse NR4A1 was 
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used and compared to the use of PE-conjugated human REA isotype control. The PE-

conjugated mouse anti-human NR4A3 was from Santa Cruz Biotechnology. Cells were 

kept at 4°C in 1.25% paraformaldehyde for 18 h prior to analysis. Data acquisition of 105 

events per sample was performed with LSRIIB, and analysis was done with FlowJo7.6.3 

software and GraphPad Prism. All stainings were compared to that of FMO values and 

isotype controls. Anti-mouse Ig(k) Compbeads and CS&T Beads were used to optimize 

fluorescence compensation settings and calibrate the LSRIIB, respectively. 

 

2.5. Flow-Cytometry Characterization of NR4A1, NR4A3, CD83, CD39, and CD73 

Expression by Human Tonsillar B-Cells 

Human tonsillar samples from healthy individuals who underwent surgical 

tonsillectomy were mechanically processed and cells were frozen in liquid nitrogen until 

use. Cells were thawed, washed in IMDM and B-cells were negatively enriched > 95% by 

an immunomagnetic based technology (Dynabeads Untouched Invitrogen Life 

technologies). Total B-cells were subsequently cultured at a concentration of 106 cells/ml 

in IMDM supplemented with 10-4 b-2-mercaptomethanol, 10% hi-FBS and penicillin/ 

streptomycin, in absence or presence of stimulus (PMA/ionomycin) for 18 h at 37°C and 

5% CO2 . Cells were recovered and processed for flow-cytometry as stated above. 

 

2.6. Functional Assays 

Autologous precursor-like marginal zone (MZ) B-cells, total CD1c– B-cells and 

CD4+ T-cells were sorted from human tonsils of healthy donors. T-cells were cultured 

alone or co-cultured with either of the B-cell populations at a ratio of 3:1 for 36 h at 37°C 

and 5% CO2 on anti-CD3 (2 µg/ mL) (ULTRA-LEAF Biolegend) coated flat bottomed 96 

well plates with soluble anti-CD28 (2 µg/ mL) (ULTRA-LEAF Biolegend), in presence or 

absence of an anti-CD83 blocking antibody (2 µg/ mL) (HB15 cat No CBMAB-C1765-

CQ Creative Biolabs). T-cell activation was assessed by flow-cytometry analyses of intra-

nuclear Ki67 (eBioscience) expression following the protocol described above. 

 

2.7. Statistical Analyses 
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Statistical significance of differences between groups was assessed with a unpaired 

Student’s T test for comparison between two groups or with an ANOVA with post-hoc 

Tukey test for multiple comparisons. Analyses were performed using GraphPad 

PRISM5.0/ Windows. Results were considered significant when p <  0.05. 

 

3. Results and Discussion 

Live CD19+CD1c+IgM+CD27+CD21hiCD10– mature MZ and 

CD19+CD1c+IgM+CD27+CD21loCD10+ precursor-like MZ B-cells from the blood of 

human healthy donors were FACS sorted. RNA-Seq transcriptomic analyses allowed us to 

demonstrate gene transcripts for NR4A1, 2 and 3 (Figure 1A–C), as well as for the 

immunoregulatory molecule CD83 in both populations (Figure 1D). Note that values 

obtained for the B-cell marker CD19 stand between 10 and 15 on the same log2 (readcount) 

scale. Gene transcripts for NR4A1 and NR4A2 were slightly more elevated than NR4A3, 

and those for CD83 were relatively high. For means of NR4A1 protein detection by flow-

cytometry and because of experimental suitability, we have used the PE-conjugated human 

REA clonal antibody directed against murine NR4A1, which cross-reacts with human 

NR4A1. This was first verified on PBMCs (Figure S1). We found that stimulation with 

PMA/ionomycin for 3 h [6] allowed us to measure increased expression of NR4A1 by total 

human B-cells, of which 50% were positive for the innate glycolipid binding molecule 

CD1c [15] (Figure S1). Subsequently, flow-cytometry analyses of NR4A1 and CD83 

protein expression on unstimulated ex vivo samples revealed that co-expression of NR4A1 

and CD83 was mainly found within CD1c+ B-cells, which were heterogeneous and 

included IgM+CD27+ MZ and IgM+CD27+CD10+ precursor-like MZ B-cells (Figure 2A). 

Similar observations were found for NR4A3 and CD83 co-expression (not shown). As for 

the CD1c-negative B-cells which co-expressed NR4A1 and CD83, all expressed CD10 and 

were negative for IgM and low for CD27, reminiscent of post-germinal center B-cells, but 

nature of which has yet to be determined. 
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Although precursor-like MZ B-cells are less frequent in blood than MZ B-cells 

(Figure 2A), the analyses of frequencies of NR4A1+CD83+ (Figure 2B) and 

NR4A3+CD83+ (Figure 2C) B-cells from five different donors show that there are more 

co-expressing cells within the precursor-like MZ population when compared to that of MZ 

and total B-cells (Figure 2B,C). Levels of expression of NR4A1, NR4A3, and CD83 were 

also significantly higher in precursor-like MZ B-cells when compared to MZ and total B-

cells (Figure 2D–F). Albeit there is discrepancy that exists between the RNA-Seq transcript 

data in Figure 1 and the GeoMFI data for NR4A1, NR4A3, and CD83 in Figure 2D–F, it 
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is important to understand that there are different major post-transcriptional mechanisms, 

not fully elucidated, that might interfere with a straight association between mRNA and 

protein levels. Furthermore, this can change from gene to gene. 
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The hydrolysis of extracellular ATP by membrane-bound ectonucleotidases CD39 

and CD73 confer Breg potential [13,16] by allowing production of immunosuppressive 

adenosine. Signaling via the adenosine receptor has been shown to regulate NR4A 

expression [17]. As such, RNA-Seq (Figure 1E,F) analyses of blood mature MZ and 

precursor-like MZ B-cells revealed expression of both CD39 and CD73 by these 

populations. Flow-cytometry analyses of CD1c+ B-cells co-expressing NR4A1 and CD83, 

which include MZ populations, revealed the majority expressed CD39 and a substantial 

fraction were also CD73+ (Figure 2A). On the other hand, flow-cytometry analyses starting 

from blood MZ populations revealed that not all of these cells expressed CD39 and CD73 

proteins, and not all that are CD39+CD73+ co-expressed NR4A1and CD83. However, those 

that did co-express NR4A1 and CD83 were in majority CD39+CD73+ (Figure S3C). 

 

RNA-Seq analyses also showed that MZ and precursor-like MZ B-cells express 

other Breg associated molecules [18] (Figure S2). Moreover, MZ and precursor-like MZ 

B-cells express molecules often associated with regulatory functions such as HLA-G [19] 

and TLR10 [20,21] (Figure 3). Of note, both populations did not express transcripts for 

TLR9, and rather expressed TLR7 (Figure 3). RNA-Seq detected CD1d transcripts in both 

populations (Figure 3), the latter which is expressed by most Bregs in mice and in humans 

[18], and which has recently been shown to be important for induction of iNKT cell 

suppressive functions, identifying another way by which Bregs may exert regulatory 

functions [22]. Interestingly, we found CD1a and IL-21R gene transcripts mainly in 

precursor-like MZ B-cells (Figure 3), and IL-21 has been shown to modulate B-cell 
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suppressive functions [23]. Although appealing, a role for IL-21 in modulating Breg 

activity of precursor-like MZ B-cells remains to be established. 

 
RNA-Seq demonstrated relatively high levels of gene transcripts for TGF–b1 and 

IL-10R in both B-cell populations (Figure 4). IL-35 and IL-10 gene transcripts were lower, 

which could be consistent with the capacity to produce these cytokines upon stimulation 

[18]. We also found several molecules associated with Breg activity, such as Indoleamine 

2, 3-dioxygenase 1 (IDO1) and granzyme B (GZMB) [18] that were not expressed neither 

by blood mature MZ nor precursor-like MZ B-cells ex vivo (Figure 4). 
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In contrast to what was found in blood, precursor-like MZ B-cells were more 

abundant than MZ in human tonsils (Figure S3A). Reminiscent of our observations in 

blood, we found that when unstimulated, precursor-like MZ B-cells were the main 

population co-expressing the NR4A1 and CD83 proteins (Figure 5A,E), and levels of 

expression of NR4A1 and CD83 were significantly higher in precursor-like MZ B-cells 

when compared to total, total CD39+ or MZ B-cells (Figure 5C,D). Similar preliminary 

observations were found for NR4A3+CD83+ B-cells (Figure S3B). Unstimulated live B-

cells which co-expressed CD39 and CD73 were mostly CD1c+ B-cells, which included 

IgM+CD27+CD10– MZ and CD10+ precursor-like MZ B-cells (Figure 5B). Flow-

cytometry analyses of precursor-like MZ B-cells revealed that not all these cells expressed 

CD39 and CD73, but it is within the latter that we found the highest proportion of 

NR4A1+CD83+ cells (Figure S3A). Following stimulation with PMA/ionomycin, NR4A1 

and CD83 expression levels were significantly upregulated in total B-cells (Figure 5F,G 
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left panels) and there was a strong trend for increased expression by total CD39+ B-cells 

(Figure 5F,G right panels), but levels of expression by MZ populations were less 

significantly affected (Figure 5F,G middle panels) presumably in relation to their already 

elevated expression levels ex vivo. 

 

Finally, we have assessed the capacity of tonsillar precursor-like MZ B-cells to 

regulate T-cell activation in vitro. We show that percentages of activated T-cells expressing 

Ki-67 (Figure 6) are reduced (approximately 15%) following co-culture at a 3:1 ratio with 

precursor-like MZ B-cells, but not in presence of CD1c– B-cells. These findings are similar 

to what has been reported for Breg activity at similar T:B ratios [24]. Furthermore, this 

regulatory function was affected in presence of an anti-CD83 blocking antibody (Figure 

6). Given the low yield of precursor-like MZ B-cells, studies with an isotype control have 

been performed with CD1c– B-cells co-cultured with autologous T-cells on anti-CD3+ anti-

CD28. Both anti-CD83 and the isotype control had no effect on T-cell Ki-67 expression. 

 



 xxvii 

 

 



 xxviii 

 
Altogether, our data show that human blood MZ and precursor-like MZ B-cells 

express NR4A1, 2 and 3 as well as high levels of CD83 gene transcripts. They also express 

CD39 and CD73 gene transcripts. However, we found that not all blood MZ and precursor-

like MZ B-cells express proteins for these markers. Co-expression of NR4A1 or NR4A3 

and CD83 proteins is heterogeneous, and the majority of B-cells co-expressing these 

markers are CD1c+ and express CD39, of which a proportion is also CD73+. Strikingly, 

elevated frequencies of cells co-expressing NR4A and CD83 are found within the 

precursor-like MZ B-cell population. Moreover, it is within the latter that we found 

significantly elevated expression levels of these proteins. As for blood, we found that in 

tonsils the main population to co-express NR4A and CD83 are precursor-like MZ B-cells, 

which bear the highest levels of expression for these markers. We found that cells co-

expressing NR4A1 and CD83 are mostly CD39+CD73+ but not all CD39+CD73+ cells 
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express NR4A1 and CD83. We found that sorted total precursor-like MZ B cells exerted 

regulatory activity on activated autologous tonsil CD4+ T-cells, and this activity was 

reduced by an anti-CD83 blocking antibody. 

 

Breg potential within precursor-like MZ B cells might be found within an NR4A 

and CD83 co-expressing sub-population or differentiation stage. However, further 

experimentation would be required to ascertain this point, and we feel it is beyond the scope 

of this manuscript. 

 

MZ populations are known for their polyreactive BCR and its autoreactive potential 

[24,25]. It is therefore possible that NR4A1-3 expression in these cells be maintained 

similarly to that observed for Tregs, where NR4A1-3 expression is likely maintained 

through a tonic autoreactive TCR signal [5]. Despite the requirement for further 

experimentation, our data suggest that maintenance of NR4As expression allows for high 

CD83 expression, which regulatory properties could be important to Breg function. Given 

that activated tonsillar T-cells expressed CD83, we propose that homotypic interactions 

with high CD83 on precursor-like MZ B-cells might have delivered regulatory signals, as 

has been described for dendritic cells whereby CD83 interactions via cell to cell contact 

mediated inhibition of pro-inflammatory signaling by inhibiting p38α phosphorylation 

[26]. This however will require further experimentation. 

 

4. Conclusions 

We believe these observations shed light on the Breg potential of MZ populations, 

mainly within the precursor-like fraction and identify potential Breg markers NR4A1-3 

and CD83, which as for Tregs, may be involved in stabilization of a regulatory status. Our 

findings may be useful to therapeutic strategies aiming at modulation of Breg responses. 
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marginal zone (MZ) and precursor-like MZ B-cells. Figure S3: Flow-cytometry analyses 

of blood and tonsil marginal zone (MZ) B-cells. 
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