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Théorie de la sélection clonale (1)Théorie de la sélection clonale (1)
Burnet (1899–1985) 
• Chaque lymphocyte 

exprime un type uniqueexprime un type unique 
de récepteur spécifique 
d’antigèned antigène

• Les lymphocytes 
exprimant un récepteur 
dirigé contre un antigène 
du soi sont éliminés lors 
d l diffé i ti
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de la différenciation



Théorie de la sélection clonale (2)Théorie de la sélection clonale (2)
• La liaison avec une bonne• La liaison avec une bonne 

affinité d’une molécule 
étrangère et d’unétrangère et d un 
récepteur entraîne 
l’activation du lymphocytel activation du lymphocyte

• Les cellules effectricesLes cellules effectrices 
différenciées à partir d’un 
lymphocyte activé donnélymphocyte activé donné 
expriment des récepteurs 
de même spécificité
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Un paradoxe génétiqueUn paradoxe génétique
• Beadle et Tatum (1941): un gène une protéineBeadle et Tatum (1941): un gène, une protéine
• ~20 000 gènes dans le génome humain
Mais…
• Capacité de production d’une variété « infinie » d’Ig et deCapacité de production d une variété « infinie » d Ig et de 

TCR (cf. Landsteiner)
• Constance des domaines constants vs Diversité dans• Constance des domaines constants vs. Diversité dans 

les domaines variables (cf. Edelman, 1969)

• Combien de gènes doit-on considérer ?

=> Théorie des réarrangements somatiques
La recombinaison V(D)J (Tonegawa 1976)
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La recombinaison V(D)J (Tonegawa, 1976)



Les régions variables sont créées 
pendant la recombinaison V(D)J

ADN germinal
Famille V (Famille D) Famille J C

Recombinaison D  J

g

CV V2 CVn V2

Recombinaison V  DJ
CVn V2

ADN réarrangé
VDJ

CVn V2

CDR3 = jonction V(D)J
C t t l’ ti è (I )

VDJ

 CDR1 & CDR2 
sont codés dans 
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Contact avec l’antigène (Ig)
Contact avec le complexe CMH/peptide (TCR)les segments V



Parallèle différenciations B et TParallèle différenciations B et T

11IF2011 MV423 IF-IIb D’après Fitzsimmons et Hagman (1996) Curr. Op. Immunol. 8:166-174
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La recombinaison V(D)J (1)La recombinaison V(D)J (1)
• Nécessite l’expression des protéines RAG-1 et 

RAG-2
• Nécessité de l’ouverture/accessibilité de la 

chromatine pour la recombinaison
• Reconnaissance de RSS : heptamère-Reconnaissance de RSS : heptamère-

espaceur-nonamère suivant la règle 12/23
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Séquences signal de recombinaisonSéquences signal de recombinaison

• Heptamère  CACAGTGep a è e C C G G

• Espaceur 12 ou 23
RAG-2

• Espaceur 12 ou 23RSS
RAG 1 • Nonamère  ACAAAAACCRAG-1
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La règle 12/23 pour les Ig et TCRa èg e / 3 pou es g et C

Ig
I Ig
IgHIgH

TCR
TCRTCR

TCR

TCR
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TCR



La recombinaison V(D)J (2)a eco b a so ( )J ( )
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La recombinaison V(D)J (3)a eco b a so ( )J (3)
ArtemisArtemis
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La recombinaison V(D)J (4)a eco b a so ( )J ( )

Différentes protéines sont impliquées :

• RAG-1/RAG-2

• HMG1/2 (high mobility group protein)

• Ku70, Ku80, DNAPK, XRCC4, Ligase IV

• Artemis: hairpin/exonucléase  régions P

• TdT: polymerase régions N
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La recombinaison V(D)J (5)a eco b a so ( )J (5)
Réarrangements en phase vs. hors phase :

• Parmi les réarrangements possibles impliquant 
les mêmes segments de gène V(D)J, 2/3 sont 
hors phase (-) et 1/3 sont en phase (+).

Cys Ala …V > N(D)N < J… Phe Gly
TGT CGA CC TCGC TTT GGTTGT CGA CC TCGC TTT GGT
TGT CGA CC g aa G CTT TGGT -
TGT CGA CC GCT TTG GTTGT CGA CC g gaa GCT TTG GT -
TGT CGA CC g gaa g GC TTT GGT +
TGT CGA CC g gaa gt G CTT TGGT -
TGT CGA CC g gga agt GCT TTG GT -
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g gg g
TGT CGA CC g gga agt t GC TTT GGT +



Les régions CDR1 CDR2 & CDR3Les régions CDR1, CDR2 & CDR3

IgL/TCR/TCR V JIgL/TCR/TCR V-J
IgH/TCR/TCR V-D-J

(Ig uniquement)( g q )

*N nucleotide addition occurs in TCR & IgH chain DNA (not IgL chain)
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Sous-familles de gènes variablesSous familles de gènes variables
• Deux segments de gène variables de• Deux segments de gène variables de 

chaîne de TCR ou d’immunoglobuline 
sont groupés dans une même sous-
famille s’ils partagent au moins 75 %famille s ils partagent au moins 75 % 
d’identité au niveau nucléique.

sous-famille V1 sous-famille V2
V1.1

V1 2

V2.1

V2 2>75% >75%
<75%

V1.2

V1.3

V2.2

V2.3

>75% >75%
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Organisation génomique 
du locus TCR humain

• Chromosome 14
• 1.1 Mb
• 50-60 V groupés en 41 sous-familles

61 J l C• 61 J, un seul C
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Organisation génomique 
du locus TCR humain

65

• Chromosome 7
• 685 kb

67 t V• 67 segments V
• 30 sous-familles (1-9 membres)( )
• 2 D, 13 J, 2 C, en deux répétitions
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Organisation génomique 
du locus TCR humain

• Chromosome 7
• 14 V groupés en 4 sous-familles

5 J 2 C d é étiti• 5 J, 2 C, en deux répétitions
• Deux formes C2 sans cystéine dans le  y

peptide charnière  pas de pont disulfure 
avec la chaîne TCR
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avec la chaîne TCR



Organisation génomique 
du locus TCR humain

• Chromosome 14, inséré dans le locus TCR
• 3 V principaux, 3 D, 3 J, un seul C
• Des V sont utilisés par les chaînes TCR:Des V sont utilisés par les chaînes TCR: 

V/14.1, V/23.1, V/29.1, V/36.1, V/38.2
• 2 ou 3 D souvent en tandem dans CDR3

28IF2011 MV423 IF-IIb

• 2 ou 3 D souvent en tandem dans CDR3



Organisation génomique 
des locus TCR chez la souris

29IF2011 MV423 IF-IIb



Organisation génomique 
du locus IgH humain

• Chromosome 14
• 1,2 Mb
• ~80 VH (dont ~50 fonctionnels) groupés en 780 VH (dont 50 fonctionnels) groupés en 7 

sous-familles
27 DH 6 JH 9 CH• 27 DH , 6 JH, 9 CH

30IF2011 MV423 IF-IIb



Organisation génomique 
du locus Ig humain

• Chromosome 2
• 1,8 Mb
• ~80 V (dont ~40 fonctionnels) groupés en 780 V (dont 40 fonctionnels) groupés en 7 

sous-familles
V i é d é étiti i i• V organisés en deux répétitions en miroir

• 5 J, un seul C
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Organisation génomique 
du locus Ig humain

• Chromosome 22
• 1 Mb
• ~70 V (dont ~30 fonctionnels) groupés en 1170 V (dont 30 fonctionnels) groupés en 11 

sous-familles
7 11 l t J C (4 5 f ti l )• 7-11 clusters JC (4-5 fonctionnels)
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Organisation génomique 
des locus Ig chez la souris
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Différents types de réarrangementsDifférents types de réarrangements
Par délétion Par inversion
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Cercle de délétion Inversion sur le chromosome



Réarrangements secondaires (1)Réarrangements secondaires (1)
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Réarrangements secondaires (2)Réarrangements secondaires (2)

heptamèreheptamère
cryptique

“VH-replacement”
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La maturation d’affinitéa atu at o d a té

© Current Biology Ltd/Garland Publishing

« Réponse primaire »
7 jours après la 1ère

« Réponse secondaire »
7 jours après la 2èmej p

immunisation
j p

immunisation au jour 14
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 Hypermutation somatique dans les centres germinatifs



AID est nécessaire pour la 
i l’h i (1)commutation et l’hypermutation (1)

AID: Activation-induced cytidine deaminase
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Teng & Papavasiliou (2007) Annu.Rev.Genet. 41:107.



AID est nécessaire pour la 
t ti t l’h t ti (2)commutation et l’hypermutation (2)

45IF2011 MV423 IF-IIb



AID est nécessaire pour la 
t ti t l’h t ti (3)commutation et l’hypermutation (3)
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AID est également nécessaire 
l i é ipour la conversion génique
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Papavasiliou & Schatz (2002) Cell 109:S35.



Conversion génique (1)Conversion génique (1)
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Conversion génique (2)Conversion génique (2)

49IF2011 MV423 IF-IIb Weill and Reynaud (1987) Science 238:1094-1098.
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Les lymphocytes TLes lymphocytes T 
se différencient dans le thymus
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Architecture cellulaire du thymusArchitecture cellulaire du thymus

54IF2011 MV423 IF-IIb



Stades de différenciation 
des thymocytes 

• Les différentes populations identifiées 
correspondent à des stades de 
différenciation des thymocytesdifférenciation des thymocytes

• Chaque stade peut-être critique pour:
– les réarrangements du TCR

la restriction par le CMH– la restriction par le CMH
– la sélection positive ou négative

 notion de points de contrôle (checkpoint)
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Identification du pré-TCRIdentification du pré TCR

• Lors de stades précoces deLors de stades précoces de 
différenciation, la chaîne TCR
est trouvée en surface sans laest trouvée en surface sans la 
chaîne TCR

=> identification de la chaîne pT identification de la chaîne pT

56IF2011 MV423 IF-IIb D’après Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-190.



Rôle critique du pré-TCRRôle critique du pré TCR
• pT (gp33) exprimée tôt dans p (gp ) p

l’ontogénie et associée à CD3/TCR
C f• L’expression du pré-TCR à la surface 

du thymocyte permet :du thymocyte permet :
– transition du stade double négatif CD4-

CD8- (DN) l t d d bl itifCD8- (DN) vers le stade double positif 
CD4+ CD8+ (DP)

– exclusion allélique
(arrêt des réarrangements TCR )(arrêt des réarrangements TCR )

– prolifération des thymocytes DP 
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– induction des réarrangements TCR



Différenciation des thymocytes (1)Différenciation des thymocytes (1)
TN/DN (CD4-CD8-CD3-)TN/DN (CD4 CD8 CD3 )

DN1 DN2

+  germline rear-
i

DN1 DN2

CD44

 g ranging

-  in-framepT+

li cycling
DN3DN4

CD25- +
DP (CD4+CD8+CD3+)
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DP (CD4+CD8+CD3+)



Différenciation des thymocytes (2)Différenciation des thymocytes (2)

DPSP DPSP

T 

SPDN

T

SPDNT

TN
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Différenciation des thymocytes (3)Différenciation des thymocytes (3)

Engagement
CD3 cytoplasmiquey p q

Ré t  Réarrangements , , 
pT cytoplasmique
Engagement /

Expression CD4/CD8
Exclusion allélique Exclusion allélique 
Prolifération
Ré t TCR
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Réarrangement TCR



Exclusion alléliqueExclusion allélique

• Un réarrangement TCR productif sur un 
locus TCR entraîne l’arrêt de la 
recombinaison V(D)J sur l’autre locusrecombinaison V(D)J sur l autre locus

 une seule chaîne TCR par cellule T, en 
accord avec la théorie de sélection clonaleaccord avec la théorie de sélection clonale
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Régulation des réarrangementsRégulation des réarrangements

• TCR, TCR et TCR réarrangent en même 
temps au stade pro-T

• Les réarrangements TCR sont limités aux 
thymocytes pré-T DP engagés vers la lignéethymocytes pré T DP engagés vers la lignée 
 et exprimant TCR

• A l’inverse de TCR les réarrangements• A l inverse de TCR, les réarrangements 
TCR ont lieu sur les deux chromosomes 
l’exclusion allélique a lieu au stade postl exclusion allélique a lieu au stade post-
transcriptionnel
T è d d bl TCR i t• Très peu de double TCR mais souvent 
double TCR au niveau ARN (~30%)
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Différenciation des thymocytes (4)Différenciation des thymocytes (4)

Sélection positive
Sélection négativeSélection négative
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Différenciation des thymocytes (5)Différenciation des thymocytes (5)
Sélection positivep
Sélection négative

Engagement CD4/CD8Engagement CD4/CD8
Restriction pour le CMH
Fonction effectriceFonction effectrice
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Sélections positive et négative (1)Sélections positive et négative (1)

Sélection positi e le TCR doit a oir ne• Sélection positive: le TCR doit avoir une 
certaine réactivité avec une molécule du 
CMH du soi

• L’expression du co-récepteur CD4/CD8 
suit la restriction pour le CMHsuit la restriction pour le CMH
 CD4/classe II et CD8/classe I

• Sélection négative: les cellules T 
t é ti ( i t CMHautoréactives (reconnaissant CMH 

+.peptide du soi) sont éliminées
69IF2011 MV423 IF-IIb
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Sélections positive et négative (3)Sélections positive et négative (3)

Mort parMort par
négligencenégligence

Délétion
clonale

Thymocytes Lymphocytes Ty y
immatures

y p y
périphériques 

matures
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Différenciation thymique: sourisDifférenciation thymique: souris

T

T

78IF2011 MV423 IF-IIb D’après Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-190.



Différenciation thymique: hommeDifférenciation thymique: homme

CD34+CD38dim CD34+CD38+ CD34+CD1a+ CD4+CD1a+

T

T

83IF2011 MV423 IF-IIb D’après Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-190.



Développement T chez l’homme (2)pp ( )

• Dès huit semaines de gestation, on observe 
la synthèse de chaînes TCR en même y 
temps que la colonisation du thymus par des 
précurseurs Tprécurseurs T

• Les premières cellules  et  apparaissent 
êen même temps

• Le répertoire T est en place dès la fin duLe répertoire T est en place dès la fin du 
premier trimestre de gestation
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Caractérisation du pré-BCRCaractérisation du pré BCR

VpréB CD179a
5 CD179b

86IF2011 MV423 IF-IIb D’après Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-190.



Rôle du pré-BCRRôle du pré BCR

Exclusion allélique: Un réarrangement IgH• Exclusion allélique: Un réarrangement IgH 
productif sur un locus IgH entraîne l’arrêt de la 
recombinaison V(D)J sur l’autre locus

Une seule chaîne IgH produite par cellule B enUne seule chaîne IgH produite par cellule B, en 
accord avec la théorie de sélection clonale

• Prolifération des cellules pré-B:
Enrichissement en réarrangements productifsEnrichissement en réarrangements productifs
• …Induction des réarrangements IgL:g g
Production d’une Ig complète
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Différenciation des lymphocytes BDifférenciation des lymphocytes B

B Immature -> IgM+
B t > I M+I D+

88IF2011 MV423 IF-IIb
Lin and Desiderio (1995) Immunol.Today 16:279-289.

B mature -> IgM+IgD+



Réarrangements en série…éa a ge e ts e sé e
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ConclusionConclusion
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Diversité des chaînes Ig et TCRDiversité des chaînes Ig et TCR
• La diversité des chaînes d’Ig et de TCR g

est le produit de :
C bi t i d t V(D)J– Combinatoire des segments V(D)J

– Appariement IgH/L, TCR/ or TCR/pp g ,  
– Ajout/élimination aléatoire de nucléotides à la 

jonction des segments géniques (CDR3)jonction des segments géniques (CDR3)
CDR3

NNN NNNN
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Diversité jonctionnelle CDR3 :e s té jo ct o e e C 3
une stratégie générale
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Estimation de la diversité (1)st at o de a d e s té ( )

1012 1015 10181012 1015 1018
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Estimation de la diversité (2)st at o de a d e s té ( )

1012 1015 1018~1012 ~1015 ~1018
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Mise en place des répertoires
Moelle osseuse/Thymus

V D J C
Locus IgH/TCR

V J C
Locus IgL/TCR

Répertoire

Réarrangements

Répertoire
potentiel/
génétique

BCR/TCR
Répertoire
émergent

Sélection positive
Sélection négative ???Sélection négative ???

Lymphocyte
mature BCR/TCR

Répertoire
disponible
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Périphérie




