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Résumé

La persistance de I’immunité humorale adaptative repose particuliérement sur 2 acteurs clés : les
lymphocytes B mémoires et les plasmocytes a longue durée de vie. Indépendamment de la classe
d’immunoglobuline produite, ces cellules peuvent maintenir tant la protection contre des pathogenes que
des manifestations d’hypersensibilité ou d’immunopathologie. Elles requiérent donc une régulation
stricte de leur génération comme de leur survie. Parmi toutes les classes d’immunoglobuline produites,
I’IgE constitue I’anticorps aux propriétés les plus puissantes, pouvant déclencher des réactions
inflammatoires majeures méme a doses infimes. Les réponses et la mémoire de classe IgE, au role
protecteur contre les parasites et certains venins ou toxines, sont conservées par 1’évolution chez la quasi-
totalité des mammiféres. Cependant, les réponses anaphylactiques aux venins peuvent a 1’inverse étre
dramatiques et la mémoire a long terme des sensibilisations et des réactions anaphylactiques contre les
allergenes constitue le cdté obscur des IgE, responsable de pathologies chroniques ponctuées
d’évenements aigus parfois fatals. Face a leur utilité mélée de dangerosité, 1’évolution du systéme
immunitaire a entouré les réponses IgE des cellules B de multiples et stricts garde-fous, un self-control

naturel en renfort duquel s’ouvrent aujourd’hui de nouvelles voies thérapeutiques.



Introduction

La principale propriété des lymphocytes B est la sélection et la production d’immunoglobulines (Ig).
Ceci nécessite une premiere étape indépendante de I’antigéne, avec des réarrangements V(D)J
assemblant les génes d’un récepteur fonctionnel des cellules B (“BCR”). Une fois ces cellules matures,
le contact avec un antigéne peut induire 1’expression de 1’enzyme “activation-induced deaminase” (AID)
(Muramatsu et al., 2000). La déamination des cytidines par AID crée des 1ésions sur I’ADN et peut soit
initier la phase de diversification des régions variables des Igs par hypermutation somatique, soit
promouvoir des cassures au niveau des génes constants de chaines lourdes d’Ig (IgH) permettant ensuite
les recombinaisons de commutation de classe (« switch »), afin de substituer a I’expression du géne Cu
celle des génes Cy, Ca ou Cg, et remplacer la synthése d’IgM par celle d’IgG, IgA ou IgE. Ces cellules
activées peuvent en outre se différencier en lymphocytes B mémoires ou en plasmablastes puis en
plasmocytes sécréteurs d’anticorps, eux-mémes répartis en cellules a courte ou longue durée de vie.
L’IgE, classe la moins abondante in vivo au plan de la concentration pondérale, et I'IgG, classe
préedominante, partagent un modele ancestral « reptilien », I’'IgY (Warr et al., 1995). La structure trés
conservée de I’IgE, notamment pour son site de glycosylation, permet sa reconnaissance par le récepteur
de haute affinité FceRI et conditionne de puissantes fonctions pro-inflammatoires dont les effets
cliniques peuvent étre majeurs méme pour des concentrations pondérales d’anticorps IgE 100 a 1000
inférieurs a ceux d’autres classes. Dans toutes les espéces, un autre élément conservé est la rareté des
cellules productrices d’IgE in vivo, contrastant avec leur abondance in vitro aprés stimulation B. Ce
contréle in vivo strict semble logiquement lié a la puissance des propriétés effectrices des IgE et a la
dangerosité potentielle de 1’anaphylaxie .

Une hyperproduction d’IgE, au role antiparasitaire, est observée durant les réponses contre les
helminthes, accompagnés par une hyper-éosinophilie et une polarisation Th2 de I’immunité (Capron and
Capron, 1994). L’action effectrice des IgE contre les parasites comme celle contre certains venins et

toxines, implique leur liaison avec le FceRI (Palm et al., 2013). Une autre propriété des IgE est leur réle



d’adjuvant des réponses IgG, cette fois selon un mécanisme dépendant du récepteur de faible affinité
FceRII/CD23 (Heyman, 2014), par la participation des IgE a I’endocytose des antigénes et a leur
présentation aux cellules T. Les modalités d’une immunisation, et 1’utilisation de certains adjuvants
peuvent favoriser une polarisation Th2 et la production d’IgE lors d’une réponse immune (Cogné et al.,
1985). Il a également été démontré que I’IgE, d’une maniére FceRI-dépendante, peut enfin agir contre
les tumeurs (Nigro et al., 2016).

Malgre ces effets bénéfiques, ce sont surtout les effets néfastes des IgE que I’on mentionne généralement
aujourd’hui en santé humaine, du fait de la fréquence des allergies. Outre les allergies, la participation
des IgE a des manifestations d’auto-immunité a aussi été montrée (Sanjuan et al., 2016) et dans des
situations de défaut d’apoptose FAS-dépendante, on a pu montrer la production d’IgE par des cellules B
« dévoyées » («rogue B-cells ») hors de leur contréle homéostatique normal (Butt et al., 2015). Le
switch vers IgE est stimulé par les cytokines Th2, interleukine 4 (IL4) et IL13, mais aussi par les cellules
Th9 et les mastocytes producteurs d’IL9 (Geha et al., 2003). A I’inverse, d'autres cytokines (IFNy, TGF},
IL10, etc.), mais aussi les cellules TREG et dendritiques, tempérent les réponses IgE (Curotto de Lafaille
etal., 2001). Ces contrdles extrinseques (Wade-Vallance and Allen, 2021) sont consolidés par des freins
intrinséques propres aux cellules B (Laffleur et al., 2017b), qui assurent de I’intérieur une régulation
rigoureuse du switch vers IgE : celui-ci ne génére en effet pas de lymphocytes B mémoires exprimant
I'lgE membranaire (mIgE) mais seulement des lymphocytes mIgE* a bréve durée de vie (Laffleur et al.,
2015), en parall¢le d’une différenciation en plasmocytes sécréteurs d’IgE (dont une fraction a longue
durée de vie). Cette revue récapitule les résultats récents montrant comment la production d'IgE est

autocontrolée dans la lignée B.

l. Régulation moléculaire du switch IgE en physiologie

Le switch résulte de la jonction ADN de 2 régions « switch » (S) du locus IgH : 1’'une donneuse (Si, en

amont du gene Cp), et I’autre receveuse, précédant un autre gene constant (C) (Figure 1A). Les régions



S, répétitives, riches en GC et en structures G-quadruplex (G4), ne sont accessibles au switch que si elles
sont transcrites et forment des hybrides ADN:ARN (R-loops), dont les ARN portent des marques
specifiques (M6A) et sont dégradés par le « RNA exosome » (Laffleur et al., 2021; Nair et al., 2021).
Elles sont précédées d’exons | non codants et de promoteurs (dits « germinaux ») que régulent divers
facteurs (interactions cellulaires et diverses cytokines), le promoteur des transcrits germinaux le-Se-Ce
étant notamment réactif a I’IL4 et inhibé par le TGF[. Pour subir le switch, les régions S transcrites
doivent se situer au sein d’introns et leur transcription germinale est enfin contrlée par un « super-
enhancer », la région régulatrice de I’extrémité 3” du locus (3°’RR). Cette 3’RR contrdle ainsi le switch
vers 1gG, IgA et IgE, mais peut aussi induire un événement terminant la réponse B : la recombinaison
suicide du locus IgH (Dalloul et al., 2019; Le Noir et al., 2017; Péron et al., 2012; Pinaud et al., 2011;
Rouaud et al., 2014). La transcription germinale des régions I-S et la formation de R-loops favorise le
recrutement d’AID (enzyme spécifiqguement exprimé dans les lymphocytes B activés) qui, via la
déamination des cytosines, initie les cassures d'ADN (Laffleur et al., 2017a). Avant la recombinaison,
une « synapse » associe les régions S ciblées et la 3'RR, orchestrant le repliement des boucles d’ADN a
éliminer lors des jonctions Sp-Sx et substituer finalement @ Cp un nouveau gene constant (Ce pour le
switch IgE) (Wuerffel et al., 2007; Zhang et al., 2019) (Figure 1A).

La régulation du switch vers chaque classe d’Ig tient donc a la richesse des promoteurs | en sites de
facteurs de transcription spécifiques. Le promoteur le fixant les facteurs AP-1 (Shen and Stavnezer,
2001), C/EBP, STAT®6, PU.1, Pax5 et NF-xB (Geha et al., 2003), sa transcription est induite par la
phosphorylation et dimérisation de STATS6, stabilisée par SWAP-70 (Audzevich et al., 2013). L’1L4
induit I’activation de STAT6 et de NFIL3/E4BP4, et la stimulation CD40 active de maniere synergique
NF-kB (Kashiwada et al., 2010). Le lecteur de chromatine ZMYNDS participe également a I’induction
de la transcription germinale en facilitant le recrutement de I’ ARN polymérase II au niveau du promoteur
Ie (Delgado-Benito et al., 2018). Des régulateurs négatifs agissent aussi, tel BCL6, qui inhibe le switch

IgE par compétition avec STAT6 sur ses sites de liaison, ou qu’ID2, qui séquestre PAX5 (Tong and



Wesemann, 2015). Le TGF-B, I'IFNy et I'lL10 contribuent a ces régulations négatives chez I'homme par
inhibition de la liaison de HoxC4 et Oct-1 sur le promoteur le (Schaffer et al., 2003) (Figure 2).

La structure de la région Se contribue a elle-méme a la régulation et la limitation du switch vers IgE,
puisqu’elle est la plus courte et la moins répétitive des régions S (Hackney et al., 2009). Ainsi, le
remplacement de Sg par Sp ou I’insertion de Ce en aval de Syl accroit le switch IgE (Libben et al., 2013;
Misaghi et al., 2013). Des changements épigénétiques IL4-dépendants affectent aussi Se (Dayal et al.,
2011; Kuwabara et al., 1995). Son ciblage épigénétique varie selon la maturité des cellules B, et les
cellules immatures montrent une propension accrue a switcher vers IgE (Wesemann et al., 2011).

Le switch vers IgE peut étre direct (Sp vers Sg) ou séquentiel (d’abord vers Sy puis Sg) avec donc un
stade intermédiaire de cellule IgG™* (Yoshida et al., 1990). Le switch direct ne semble permettre la
production que d’IgE a faible affinité pour I’antigéne, qui en saturant les récepteurs FceR pourraient
jouer plutdt un réle inhibiteur des réponses anaphylactiques, qui sont surtout générées par switch
séquentiel (Xiong et al., 2012). Un modé¢le suggére qu’une faible activation induit le switch direct
tandis qu’un niveau plus élevé favorise le switch séquentiel vers 1gG puis IgE (Wu et al., 2016). Cette
dualité n’est cependant pas absolue : on a ainsi discerné parmi les cellules IgG1 murines, des cellules
mémoire CD80" a I’origine de cellules IgE™ de haute affinité, et des CD80" menant (comme dans le cas
d’un switch direct) a des IgE non pathogenes de faible affinité (He et al., 2017). Outre la classe du
précurseur, d’autres aspects interviennent donc, tels que le phénotype mémoire du précuseur, la
cinétique, et la localisation. Dans le modele murin d’hyper-IgE induite par Nippostrongylus
brasiliensis, le switch initial vers IgG1 survient au sein du centre germinatif, mais les plasmocytes IgE*
né d’un switch séquentiel apparaissent en dehors (Erazo et al., 2007). L’étude cinétique de 1’affinité
des Ig aprés immunisation montre une production rapide d’IgG1 spécifiques contrastant avec la
production retardée d’IgE spécifiques, issues du switch séquentiel 1gG1 vers IgE (Erazo et al., 2007).
Les souris déficientes en 1IgG1 présentent un défaut de production d'IgE spécifiques n’affectant pas les

IgE totales et le switch séquentiel semble donc la voie majeure de production des IgE de haute affinité,



alors que le switch vers des IgE de faible affinité impliquerait surtout (mais pas seulement) des
précurseurs IgM (Xiong et al., 2012). La production "naturelle” d'IgE par des cellules B T-
indépendantes, ou encore celle résultant de I’activation des B immatures, pourrait aussi contribuer aux
IgE de faible affinité (une hypothése étant que celles-ci tempérent par compétition 1I’effet des IgE de
I’allergie) (McCoy et al., 2006; Wesemann et al., 2011). Outre les centres germinatifs, le switch IgE a
aussi été décrit chez I’homme au niveau muqueux chez les patients allergiques, impliquant tant la voie
directe, sur un modele extra-folliculaire, que le switch séquentiel a partir de précurseurs IgG*, sans
doute au niveau de centres germinatifs ectopiques (tertiaires) (Cameron et al., 2003; Gould and Wu,
2018). La production d’IgE peu mutées et de type extra-folliculaire a en particulier été récemment
démontrée au plan moléculaire au niveau muqueux (Corrado et al., 2021). Enfin, la situation humaine
est a I’évidence plus complexe que les modéles expérimentaux, et une étude des cellules B Ara h2-
spécifiques chez des patients allergiques a I’arachide a montré au niveau des muqueuses digestives des
relations clonales entre IgM, 1gD, IgG, IgA1l, IgE et IgA2 de méme spécificité Ara h2, indiquant un
switch local et suggérant comme particularité des patients allergiques la présence d’IgE parmi cette
filiation de variants multiples des classes d’Ig caractérisant les tissus lymphoides muqueux (Hoh et al.,
2020).

Le role spécifique des cellules mémoires a BCR non-IgE (en particulier IgG1 chez la souris) dans la
mémoire IgE suggére en outre I'absence de lymphocytes B mémoire mIgE™ (Turqueti-Neves et al.,

2015), en accord avec des caracteres fonctionnels du BCR IgE que nous détaillerons plus loin.

1. Transcrits multiples d’IgE membranaire et sécrétoire

Aprés recombinaison vers IgE, les lymphocytes B expriment des transcrits des chaines lourdes ¢ de
forme membranaire (mIgE), contenant quatre exons constants (CH) et deux exons M1/M2 codant un
domaine d’ancrage membranaire, tandis que les transcrits des plasmocytes sont dépourvus d’exons

M1/M2 et codent I'IgE sécrétée (Figure 1B et 1C). Il existe en fait une variété de transcrits



alternativement épissés tant pour les formes sécrétées et membranaires, incluant notamment (ou pas) une
séquence supplémentaire espaceur éloignant le BCR IgE de la membrane (Batista et al., 1995; F. D.
Batista et al., 1996; Peng et al., 1992; Zhang et al., 1994, 1992). Coexisteraient ainsi chez I’homme un
BCR IgE court et long (Facundo D. Batista et al., 1996). On notera cependant qu’il n’existe pas de
données claires aujourd’hui sur la structure du BCR IgE in vivo chez I’homme et 1’essentiel de ces
données provient de 1’étude de lignées cellulaires établies en culture.

Contrairement aux autres génes d’Ig, les exons M1/M2 du géne Ce ne sont pas suivis de sites canoniques
de polyadénylation, et cette absence réduit 1’efficacité de maturation des ARN messagers (ARNm) et
donc le taux d'expression des mlIgE, avec un rapport ARNm membranaire/ARNm sécrétoire plus faible
que pour les genes codant les 1gG (Karnowski et al., 2006). Cette absence particuliére d’un site optimal
de polyadénylation (polyA) des ARNm d’IgE membranaire est observée chez tous les mammiféres pour
lesquels des séquences sont disponibles (Wu et al., 2012). Cette maturation alternative des ARNm
contribue vraisemblablement a la faible expression du BCR mIgE, conférant des propriétés spécifiques
aux cellules mIgE™. L expression faible du BCR pourrait aussi favoriser la différenciation vers le stade

plasmocytaire (Martin and Goodnow, 2002).

I11.  Leslymphocytes IgE* sont enclins a se différencier en plasmocytes, majoritairement

a vie courte

L’activation antigéne-dépendante des lymphocytes B conduit classiquement une fraction des cellules
concernées, vers la différenciation B mémoire (Phan and Tangye, 2017), tandis que d’autres Se
differencient en plasmocytes a courte ou longue durée de vie (Figure 3), assurant ainsi concomitamment
une mémoire cellulaire, une réponse secrétoire immédiate forte et la persistance a long terme d’une
certaine production d’Ig spécifiques dans les fluides corporels.

Il a été suggéré que dans un organisme sain, I’apparition de lymphocytes B IgE" survienne in vivo de

maniere transitoire, a I'extérieur des centres germinatifs, avec une transformation rapide en plasmocytes



(Erazo et al., 2007). Cela a également été observe dans un modéle murin transgénique ou les cellules
IgE™ sur-exprimaient Blimp-2 et devenaient des plasmocytes a courte durée de vie (Yang et al., 2012).
De méme in vitro, les cellules B a BCR IgE deviennent rapidement des plasmocytes, que ce BCR soit
endogéne ou transfecté (Haniuda et al., 2016; Yang et al., 2016). Une différenciation exacerbée en
plasmocytes survient aussi in vivo dans un modele de souris hyper-Th2 avec un ratio
plasmablastes/lymphocytes B 10 a 100 fois supérieur pour le compartiment IgE*™ que pour les cellules
IgM* ou IgG1* (Laffleur et al., 2015). Les expériences de transfert dans des souris immunodéficientes
ont montré un effondrement rapide de ces cellules IgE™ (a la fois des lymphocytes et des plasmocytes),
sans doute lié a leur courte durée de vie.

La différenciation et I’activation normale des cellules B reposent notamment sur leur mobilité dans les
centres germinatifs. Les essais de migration in vitro réveélent que les cellules a BCR mIgE migrent peu
ou pas, en réponse aux chimiokines (Achatz-Straussberger et al.,, 2008). Dans des conditions
physiologiques, cette particularité est de nature & compromettre leur entrée dans les zones optimales de
survie a long terme. 1l a été démontré en utilisant des BCR chimériques IgE/IgG1 (modéle murin avec
exons de membrane Cyl insérés dans Cg), que les plasmablastes a IgE ont une probabilité réduite
d’atteindre les niches des plasmocytes a longue durée de vie (Achatz-Straussherger et al., 2008).
Cependant, l'allergie a long terme implique évidemment une infusion continue d'IgE spécifique dans le
sang par des plasmocytes a longue durée de vie, qui peuvent alors constituer le seul compartiment
cellulaire survivant apres le switch vers IgE. De tels plasmocytes peuvent en effet étre observés in vivo
dans la rate et la moelle osseuse (Luger et al., 2009). Dans un modele de switch forcé vers IgE, les
cellules exprimant le BCR mIgE disparaissent en quelques jours aprés induction, alors que la sécrétion
d'IgE persiste pendant des mois chez des souris humanisees (Laffleur et al., 2015). Chez I’homme, la
greffe de moelle osseuse peut transmettre la production d’IgE spécifique pour un allergene,
probablement en transférant des plasmocytes a longue durée de vie (Hallstrand et al., 2004). La demi-

vie de I’IgE sérique inférieure a 2 jours, assure sa disparition rapide si la sécrétion cesse. Bien que cette



demi-vie soit plus élevée si I’IgE est captée par les récepteurs FceRI, seule sa production permanente
par des plasmocytes a IgE de longue durée de vie rend compte de la persistance de certaines conditions
d’allergie immédiate tout au long de la vie. En outre, mais avec un certain retard aprés le rappel
antigénique, les cellules B mémoire IgG*, peuvent également générer de nouvelles cellules sécrétant des
IgE aprés switch séquentiel.

Les acteurs principaux des réponses de type IgE a long terme semblent donc étre les plasmocytes.
Comme le switch vers IgE est trés efficace in vitro et que de nombreuses études ont montré que les
cellules switchées a IgE se différencient plus efficacement en plasmocytes qu’en lymphocytes, il reste a
comprendre pourquoi les plasmocytes a IgE sont si rares in vivo, rendant la production d'IgE si faible
(environ 1 000 fois inférieure aux 1gG). La limitation de la génération de plasmocytes a IgE découle trés
vraisemblablement de la breve survie et de la faible mobilité du stade précurseur des lymphocytes B

IgE™, qui constituent ainsi un goulet d'étranglement dans la génération des plasmocytes a IgE.

IV.  L’expression d’IgE membranaire influe fortement le devenir des lymphocytes

En conditions physiologiques, les lymphocytes a BCR IgE sont virtuellement indétectables in vivo, chez
I’homme comme chez la souris. Ce BCR IgE est pourtant clairement indispensable aux réponses IgE et
le knock-out (KO) murin des exons membranaires diminue de 95% la production d'IgE sérique totale,
annulant méme la production d'IgE spécifique aprés immunisation (Achatz et al., 1997). Le
remplacement de la partie intracellulaire d’IgE par celle de I’IgM diminue également la production d'IgE,
ce qui suggére que cette queue intracellulaire contribue positivement a la réponse humorale IgE (Achatz
et al., 1997). Dans le méme registre, il a été observé que des anticorps ciblant la partie extracellulaire de
I’IgE membranaire diminuent la production de I'IgE sécrétée, montrant l'importance des cellules mIgE*
en tant que précurseurs des plasmocytes a IgE. Une premiére étude in vitro a montré I’induction
d’apoptose dans les cellules mIgE™ et I'inhibition de réponses IgE spécifiques chez les souris allergiques,

en utilisant un anticorps monoclonal contre le domaine extra-membranaire proximal (EMPD) du BCR



IgE (Feichtner et al., 2008). Ces anticorps se sont avérés efficaces in vivo, en favorisant I'apoptose des
lymphocytes mIgE*, en diminuant le nombre de plasmocytes a IgE et en réduisant la production d'IgE
dans des modéles murins d'induction de I'asthme et d'infection par I'nelminthe (Brightbill et al., 2010).
La baisse de la production d’IgE sécrétée et la diminution des cellules IgE™ ont également été obtenues
en utilisant un anticorps contre I'lgE totale, ou encore un anticorps ciblant I'lgE totale et optimisé pour
sa liaison au récepteur inhibiteur FcyRI1b, co-engageant donc le BCR IgE et le FcyRIIb a la surface des
lymphocytes (Cemerski et al., 2012). Il reste a explorer si les BCR IgE ne sont exprimés que par les
lymphocytes B, comme les 1gG, ou aussi sur certains plasmocytes a longue durée de vie, comme dans le
cas de certains plasmocytes producteurs d’IgA ou IgM (Blanc et al., 2016; Pinto et al., 2013). Dans
I’ensemble, les cellules mIgE™ constituent donc une étape obligatoire pour les réponses IgE, mais leur
tres grande rareté in vivo complique leur étude qui nécessite des stratégies dédiées.

Au plan moléculaire, la partie intra-cytosolique des mIgE lie spécifiquement deux protéines intra-
cellulaires : HPK1 qui lie mIgE et d'autres isotypes (Geisberger et al., 2002) tandis que HAX1 ne lie que
I'IlgE (Oberndorfer et al., 2006). La production d’IgE reste cependant inchangée dans les modeles KO
correspondants (Konigsberger et al., 2010; Peckl-Schmid et al., 2010; Shui et al., 2007). Les deux
formes de mIgE humaines ont été testées par transfection dans une lignée cellulaire, et leur pontage peut
alors inhiber la croissance cellulaire (Facundo D. Batista et al., 1996). Le pontage de récepteurs migE
chimériques exprimés dans une lignée cellulaire B mature, induit par ailleurs I’apoptose de fagon
caspase-dépendant en cas d’absence du domaine EMPD (Poggianella et al., 2006). Il a été montré que
les constructions chimériques courtes exprimées dans la lignée mature humaine Ramos recrutent
I’adaptateur Grb2 vers les parties intra-cytoplasmiques de milgE et mlgG, améliorant ainsi la
signalisation de BCR et la prolifération (Engels et al., 2009). A elle-seule, mais plus encore en présence
d’un ligand, I’expression de mIgE induit ’apoptose de la lignée cellulaire mature Daudi de fagon

caspase-dépendante (Brightbill et al., 2010).



Les études des cellules primaires nécessitent des protocoles a la fois sensibles et rigoureux pour bien
identifier les vraies cellules mIgE®, dont le BCR est faiblement exprimé, sans le confondre avec la liaison
passive d'IgE solubles aux récepteurs FceR. In vitro, I’[L21 induit I’apoptose des cellules B IgE™ mais
pas des cellules IgG™ (Harada et al., 2006). Une forte densité des cellules IgE™ favorise également leur
apoptose d’une fagon caspase-dépendante (Rabah and Conrad, 2002). La génération in vitro de structures
de type "centre germinatif", ou n’apparaissent que des cellules IgM*, IgD* ou IgG* suggere également
que les cellules mIgE™ ne peuvent survivre dans ces conditions (Nojima et al., 2011).

L’apoptose spontanée induite par I’expression de mIgE survient apres transfection de lignées lymphoides
B matures. De méme, une tendance a I’apoptose caractérise les cellules B primaires mIgE* stimulées in
vitro, impliquant la voie mitochondriale et les caspases, elle peut étre inhibée chimigquement ou par
surexpression de I’anti-apoptotique BCL2. L’altération de la survie de ces cellules, résulte de plusieurs
changements phénotypiques : leur mobilité est réduite, leur cytosquelette est réorganisé, 1’inhibiteur
d’apoptose HAX1 est délocalisé des mitochondries, le BCR IgE est constitutivement associé aux radeaux
lipidiques, le programme de transcription contrélant la mort cellulaire, le métabolisme, la signalisation
et la mobilité est aussi affecté (Laffleur et al., 2015). Une autre étude valide I'apoptose spontanée in vitro
de cellules B primaires exprimant un BCR IgE de facon ectopique, confirmant que ce BCR induit la
mort cellulaire activement et non par défaut de signalisation (Haniuda et al., 2016).

Au-dela des aspects intrinseques, des facteurs extra-cellulaires tels que les interactions cellule-cellule, la
présentation de I'antigene par les lymphocytes B aux cellules T et divers facteurs solubles pourraient
influencer fortement le devenir des cellules B IgE*. Des méthodes et des modéles de souris ont été

développées par différents laboratoires pour mieux comprendre les réponses a I'lgE.

V. Ce que nous apprennent les modeles murins sur les cellules B IgE* in vivo

Avec les réserves qui s’imposent pour toute transposition a I’homme, de nombreux modéles « souris »

concourent a donner une representation de la physiologie des réponses IgE dans cette espece. Un premier



modele murin de transgene (codant des IgE sécrétées) a montré 1’effet d’augmentation sur les IgE
sérique, sans informer sur les cellules mIgE™ (Matsuoka et al., 1999). Le remplacement de Cy1l murin
par Ce au locus IgH n’a aussi montré d’impact que sur la sécrétion d’IgE sans générer de cellules B
mlgE™ in vivo (Libben et al., 2013). Le remplacement des exons membranaires de Ce par ceux de Cyl
augmente globalement la production d’IgE et suggére que la partie transmembranaire et intra-cellulaire
d’IgE contribue a 'homéostasie des IgE in vivo (Achatz-Straussberger et al., 2008). Trois autres modeles
de souris ont utilisé des rapporteurs fluorescents pour marquer les cellules IgE*. Le premier (M1 'GFP)
comprend un domaine EMPD IgE humain inséré dans le domaine Ce et une cassette en aval des exons
membranaires, exprimee lors de la transcription de Ce dans les centres germinatifs (Talay et al., 2012).
Un deuxieme modele couple I’expression et la traduction des mIgE avec celle de la protéine fluorescente
"Venus" , confirmant la présence de cellules IgE* dans le centre germinatif et leur biais vers la
différenciation plasmocytaire a courte durée de vie (Yang et al., 2012). Une cassette IRES-GFP insérée
dans Ce a enfin montré que les cellules IgE™* subissaient plus d’apoptose in vivo et étaient moins mobiles
que les cellules 1gG1*, se cantonnant a la zone sombre du centre germinatif et limitant ainsi leur
contribution a la mémoire (He et al., 2013).

Ces modeles suggeérent que la réponse IgE différe des autres classes, en générant des lymphocytes a
courte durée de vie, peu mobiles. La signalisation constitutive et les modifications du programme
transcriptionnel ont été montrées comme consécutives a I’expression du BCR IgE (Laffleur et al., 2015),
rendant cruciale la question de savoir si ce BCR aux capacités autorégulatrices pourrait étre aussi
exprimé et agir a I’identique dans les plasmocytes de longue durée de vie. Les plasmocytes IgM™ ou
IgA* peuvent exprimer un BCR fonctionnel, et son pontage fort abrége leur survie (Pinto et al., 2013).
Par analogie avec les lymphocytes B mIgE™, on peut supposer que pour les plasmocytes également, le
BCR IgE puisse avoir un effet « toxique » méme en absence d’antigéne.

D’autres modeles murins exprimant mIgE indépendamment du switch et des facteurs environnementaux

ont été développés. Ce a été inséré dans Sp (¢KI) pour forcer I'expression de BCR a IgE a la place du



migM. Un blocage du développement des cellules B précoces en résulte, ce qui suggére un défaut dans
la signalisation du pré-BCR ¢ ou un signal pro-apoptotique. Un modeéle similaire a inséré au niveau de
Sp un Cp humain « floxé » (c’est-a-dire pouvant étre secondairement éliminé par la recombinase cre)
précédant un géne Ce (ueKI), permettant donc d’exprimer d’abord une IgM, qui soutient le
développement B, puis une IgE apres délétion de Cp (Laffleur et al., 2015). Apres perte de Cy, ces souris
sécrétent de I'lgE humaine et hébergent des lymphocytes B mIgE™. Le taux d'IgE culmine une semaine
aprés l'induction puis se maintient pendant des mois (indiquant la survie de plasmocytes IgE™), tandis
que les lymphocytes B a IgE* n’apparaissent que transitoirement aprés induction puis disparaissent
rapidement apres quelques jours, indépendamment de tout pontage du BCR (Laffleur et al., 2015). Un
autre modeéle humanisé remplagant Cyl par Ce, mais conservant Syl et le site polyA de Cyl a été créé.
Le niveau d'IgE humaine est plus élevé que I'lgE de souris, mais beaucoup plus faible que I'lgG1,
suggérant a nouveau une sous-représentation des cellules mIgg* (Lu et al., 2015).

Une étude récente a également confirmé l'apoptose spontanée des lymphocytes IgE*, induite par
I'expression de mIgE de maniére dépendante de BLNK, tandis que les mémes cellules sont induites
simultanément pour quitter le stade de la cellule B, avec un biais vers la différenciation plasmocytaire
attribué aux voies de signalisation CD19 et BLNK, et dépendant des domaines extracellulaires de mIgE
(Yang et al., 2016). L'apoptose Fas-dépendante pourrait également amortir les réponses IgE puisque son
inactivation accroit I’abondance des plasmocytes IgE et des autoanticorps IgG et IgE (Yamaguchi et al.,
1997).

Enfin, une étude récente a montré que l'expression de mIgE favorise la différenciation en plasmocyte
plut6t que la survie des lymphocytes mIgE* méme en l'absence d'antigene, en raison de l'activation
constitutive des voies de signalisation Syk, CD19, BLNK, Btk et IRF4. Ce modele a démontré un défaut
prolifératif et une réponse exagérée du centre germinatif aux cellules B IgE™ aprés la perturbation de la
signalisation du BCR. Les cellules B IgE™ ont également mal présenté I'antigéne in vivo, ce qui pourrait

expliquer une faible participation aux réponses immunitaires (Yang et al., 2016).



Pour conclure, les cellules B IgE™ sont trés rares in vivo, elles peuvent étre générées a court terme mais

disparaissent rapidement, ne survivant éventuellement que sous la condition de plasmocytes.

VI.  Le«réseau IgE »

Les réponses IgE sont aussi sous le contréle des récepteurs pour le Fce, qui peuvent exister sous forme
soluble ou ancrée aux membranes. A la surface des mastocytes, qu’elle active, la forme membranaire du
FceRI est aussi stabilisée et son expression est renforcée par la liaison avec I’IgE, en une boucle
amplificatrice (Hibbert et al., 2005; Yamaguchi et al., 1997). Le FceRI participe aussi a 1’¢limination
des IgE solubles par les cellules dendritiques et les monocytes (Greer et al., 2014). Exprimé sur une
surface cellulaire, ce récepteur peut aussi, au cours d’interactions intercellulaires, lier le BCR IgE
exprimé par des lymphocytes B (Vangelista et al., 2005), ce qui pourrait favoriser I’apoptose des rares
cellules mIgE™. Ce BCR est en outre aussi reconnu par la forme soluble de FceRII/CD23 (Hibbert et al.,
2005). Le KO de FceRII augmente d’ailleurs la réponse IgE (Yu et al., 1994). D'autres facteurs solubles
comme les galectines 3 et 9 lient également I’IgE, respectivement avec faible ou forte affinité (Niki et
al., 2009; Platzer et al., 2011).

Il existe donc de multiples récepteurs pour les IgE, membranaires ou sécrétés, exprimés par des cellules
variées (y compris les lymphocytes B eux-mémes), qui constituent un réseau complexe d’interactions en
liant a des degrés variés les complexes immuns IgE/antigéne, les IgE solubles libres, de haute ou basse

affinité, et éventuellement le BCR IgE, contribuant ainsi a I'nhnoméostasie du compartiment B IgE™.

VII.  La question de la mémoire IgE

Aprés une immunisation primaire, plusieurs types de cellules B mémoires sont générées, y compris des
cellules IgM™ et IgG™. Les réponses secondaires sont caractérisées par une différenciation plasmocytaire

rapide des cellules mémoires IgG*, et par une réentrée de cellules mémoires IgM™ dans le centre



germinatif pour y bénéficier d’un nouveau cycle de maturation de I’affinité (Dogan et al., 2009). Les
plasmocytes a longue durée de vie établissent une mémoire soluble d'lg en paralléle de la mémoire B,
assurant deux niveaux de protection (Akkaya et al., 2020). Plusieurs études ont montré que les BCR
switchés, IgG, comme IgA et IgE, favorisent la différenciation plasmocytaire (Duchez et al., 2010; Gitlin
et al., 2016; Martin and Goodnow, 2002) et modulent le pool de cellules B mémoires. Comme discuté
préalablement, il existe des études contradictoires sur la mémoire IgE, mais les données en faveur d’une
survie persistante de cellules mémoires mIgE™ sont rares. A I’inverse, de nombreuses études corroborent
la these de leur différenciation plasmocytaire accélérée. Celle-ci semble de courte durée et subit de
multiples processus de contre-sélection, y compris I'apoptose. Ces contradictions pourraient résulter
d’artefacts (e.g. marquages faussement positifs des cellules mIgE™), ou une prise en compte insuffisante
des aspects cinétiques et spatiaux des réponses IgE qui sont essentiellement transitoires et limitées a des
compartiments ou tissus spécifiques, éventuellement peu accessibles aux investigations.

De nombreuses preuves indirectes suggérent donc l'absence d’accumulation de cellules mIgE™ dans le
compartiment des lymphocytes mémoires. Le switch séquentiel IgE apres rappel antigénique, reconstitue
donc a fagon un compartiment mémoire IgE, caractérisé par sa capacité de production d'lgE a haute
affinité, avec une réponse IgE cellulaire & nouveau transitoire.

L'expression d’IgE membranaire modifie fortement le phénotype des lymphocytes B. La queue
intracellulaire IgE contribue au moins pour partie a ces modifications, via une signalisation BCR
spécifique, notamment en séquestrant la protéine anti-apoptotique HAX1, et par le recrutement de
I'adaptateur Grb2. Les domaines transmembranaires et extra-membranaires contribuent aussi sans doute
a des interactions spécifiques avec Ig-a, Ig-p, CD19 et autres molécules associées. La partie
extracellulaire de I'lgE est trés flexible (Drinkwater et al., 2014; Wurzburg and Jardetzky, 2009) et
semble en capacité d’interagir avec des récepteurs spécifiques. Les domaines Ce concernés ont ainsi
montré leur rdle dans la fonction spécifique du BCR IgE, promouvant une différenciation plasmocytaire

rapide associée a une faible prolifération, une internalisation spontanée aprés inclusion aux radeaux



lipidiques de mIgE, le tout étant susceptible d’affecter la présentation de 1'antigéne et la survie cellulaire.
Ces effets, bien documentés dans les lymphocytes mIgE™, pourraient en outre impacter les plasmocytes

maintenant I’expression d’un BCR IgE.

VIII. Contréle thérapeutique du switch IgE des lymphocytes B

Les biothérapies ont aujourd’hui pris une place importante dans le domaine de I’allergie en particulier
avec I’utilisation des anticorps monoclonaux (Pelaia et al., 2020). Un anticorps comme 1’omalizumab,
anti-IgE, permet ainsi d’agir directement sur le produit issu du switch, I’IgE. Des moyens thérapeutiques
d’agir en amont, sur les événements de switch, sont disponibles contre des cibles extrinseques au
lymphocyte B, s’appuyant sur la dépendance T du switch IgE, et agissant sur la polarisation des réponses
T antigene-spécifiques. Alors que les signaux qui favorisent une polarisation Th2 ou encore Th9 peuvent
augmenter la production d’IgE, une polarisation Thl ou TREG aura en régle géneérale ’effet contraire.
On peut en particulier cibler I’'IL13 (avec le lebrikizumab ou le tralokinumab), I’IL5 (par le mepolizumab
ou le reslizumab) ou son récepteur (par le benralizumab), ou encore a la fois les IL4 et 1L13 (par le
dupilumab), et d’autres biothérapies sont en cours de validation, notamment contre I’IL31
(nemolizumab) ou la lymphopoiétine lymphoide stromale (TSLP). Des petites molécules actives sur la
polarisation T en ciblant la voie JAK/STAT sont aussi en essai clinique (Ferreira et al., 2020). Plus
classiquement lors des désensibilisations réalisées chez les malades allergiques, la dose d’antigéne
utilisée et la voie d’administration visent aussi a cette modulation de la polarisation des réponses T. Un
traitement au dupilumab, inhibant les signaux IL4/IL13 dans 1’asthme, entraine aussi indirectement un
effet sur les réponses B et une diminution de la production d’IgE (Corren et al., 2020) en agissant de
facon extrinseque pour bloquer la promotion T-dépendante des réponses IgE.

Quant a une action directe sur la lignée B, des options non sélectives de déplétion globale des
lymphocytes B (par le rituximab) ou des plasmocytes (par le daratumumab) peuvent constituer une

option thérapeutique vis-a-vis d’allergies séveres, mais leur absence de sélectivité expose bien sir a de



nombreux effets secondaires (Blankestijn et al., 2017). En dehors d’une déplétion non sélective, il
n’existe pas aujourd’hui de moyen thérapeutique validé pour agir de fagon directe sur la cellule B et
moduler le switch vers la classe IgE de maniere B intrinseque. On notera cependant que dans des modeles
expérimentaux, la mécanistique du switch elle-méme a pu étre bloquée en utilisant un ligand de I’ADN
G4 (le RHPS4), diminuant fortement le switch IgE in vitro et les manifestations d’inflammation
respiratoire associées (Dalloul et al., 2018). Le super-enhancer 3°’RR peut aussi étre ciblé par des petites
molécules comme les BET-inhibiteurs avec une excellente inhibition du switch IgE des lymphocytes B
in vitro, mais ’action globale d’une telle thérapie sur d’autres super-enhancers les disqualifie pour
I’utilisation in vivo dans cette application, car ils révélent aussi alors un effet pro-Th2 (Dalloul et al.,
2021). Ces données récentes ouvrent donc de nouvelles pistes thérapeutiques a explorer.

Au-deld du switch on peut envisager de cibler directement les plasmocytes producteurs d’IgE. Une
stratégie innovante basée sur I’utilisation d’oligonucléotide antisens vient ainsi de démontrer la
possibilité de forcer I’expression du BCR IgE dans les plasmocytes en ciblant le site de polyadénylation
I’ARNm IgE sécrété, favorisant I’expression de I’ARNm membranaire et in fine induisant I’apoptose de

ces cellules (Marchalot, Anne et al., n.d.) (in press).

Conclusion

La production d'IgE est étroitement régulée, du switch a la différenciation plasmocytaire. Les nombreux
modeles élaborés pour 1’étude de ces cellules mIgE™ in vivo, convergent vers la démonstration de la
rareté de ces cellules, générées en faible fréquence, pendant de courts intervalles et pour un temps de
survie compté, méme si les anomalies de polarisation du microenvironnement cytokinique peuvent
stimuler cet influx de cellules chez les sujets allergiques (Ober and Yao, 2011). Les restrictions de
I’entrée dans la production des IgE existent tant au niveau du gene Ce lui-méme (région Se suboptimale,
absence de site canonique de polyadénylation), que des signaux auto-inhibiteurs liés a I’expression du

BCR IgE, agissant sur la survie cellulaire, ou encore la mobilité et constitutivement transmis par la forme



membranaire IgE. Ces mécanismes multiples, présents méme en l'absence d'antigéne, placent le
lymphocyte B mIgE™ comme un acteur furtif, dont seule la production répétée, liée au contexte
cytokinique et au microenvironnement de la réponse immune, peut sans doute étre responsable d’exces
d'initiation ou de réitération des réponses IgE, notamment par switch séquentiel de lymphocytes B
mémoires portant un BCR IgG. Le maintien d’un taux sérique conséquent d’IgE a haute affinité (seules
capables de provoquer des réponses d’hypersensibilité) repose ensuite sur la taille du réservoir de
plasmocytes IgE ayant survécu a I’issue des réponses antigéniques, et porteurs d’une réelle mémoire IgE

immédiatement disponible et maintenue a long terme.

Légendes des figures

Figure 1 : Commutation de classe, transcrits et protéines IgE

A. Représentation schématique du locus de chaine lourde d’immunoglobuline (IgH) chez I’homme. En
haut le locus est représenté avant le switch, avec la transcription germinale induite au niveau des régions
Su et Se permettant un acces a I’enzyme AID et I’initiation de cassure ADN double brin. Le switch induit
une délétion intrachromosomique, avec la portion d’ADN intermédiaire éliminée sous forme d’épisome.
B. Transcrits des IgE membranaires et sécrétées. Apres recombinaison de I’ ADN vers Cg, la transcription
permet la production de type d’ARNm principaux : une forme membranaire incluant les deux exons de
membrane M1 et M2, et une forme sécrétée dépourvue de ces exons. Les ARNm membranaires de I’'IgE
contiennent des sites de polyadénylation non-conventionnels.

C. Expression membranaire du BCR IgE dans les lymphocytes B et sécrétion d’IgE par les plasmocytes.
Au niveau protéique la forme membranaire du BCR IgE permet un ancrage et une expression
membranaire dans les lymphocytes B (et les plasmocytes a courte durée de vie), alors que la forme

sécrétée permet une production d’IgE soluble par les plasmablastes et plasmocytes.

Figure 2 : Régulation positive et négative de la transcription germinale initiatrice du switch IgE



A. La structure schématique d’un promoteur I est représentée, avec les principaux sites de liaison aux
facteurs de transcription (en gris). Les facteurs permettant une activation de la transcription germinale
sont représentés en bleu, et ceux inhibant (directement ou par séquestration de facteurs de transcription)
cette transcription en orange. B. L’alignement des séquences humaines et murines montrent la forte

conservation des éléments de régulation transcriptionnelle du switch IgE.

Figure 3 : Production d’IgE in vivo

L’activation des lymphocytes B, par les cellules folliculaires dendritiques (CFD) puis par les
lymphocytes T folliculaires auxiliaires, entraine leur prolifération au sein du centre germinatif. Dans la
zone sombre les lymphocytes B augmentent leur affinité pour 1’antigéne par le phénoméne
d’hypermutation somatique, et diversifient leurs fonctions effectrices par changement de classe ou
switch. Ils migrent ensuite dans la zone claire ou les BCR les plus affins pour 1’antigéne sont
sélectionnés, alors qu’une large fraction des cellules meure par apoptose. Des cellules B mémoires sont
alors générées pour les classes IgM, IgG et IgA, mais leur persistance reste sujette a controverse pour
les IgE. En revanche, le BCR IgE induit une forte différenciation plasmocytaire, surtout a courte durée

de vie.
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