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RESUME 

Les recombinaisons V(D)J génératrices de  de la diversité des immunoglobulines (Ig) 

provoquent, dans deux tiers des cas, l’apparition de PTC pouvant entraîner la production d’Ig 

tronquées potentiellement néfastes pour la cellule B. Différentes études ont montré que les 

allèles d’Ig contenant des PTC sont transcrits mais subissent une régulation post-

transcriptionnelle considérable diminuant ainsi le taux d’ARNm codant pour une Ig 

tronquée.  

Les projets développés lors de cette thèse ont consisté à poursuivre l’identification 

des différents processus mis en jeu au cours de la surveillance des transcrits d’Ig non-

productifs et à quantifier leur contribution respective au cours du développement B. L’étude 

de la surveillance des ARN de chaînes lourdes d’Ig (IgH) a révélé une transcription identique 

des allèles productifs (VDJ+) et non-productifs (VDJ-). De plus cette étude a mis en lumière 

qu’une coopération très efficace des mécanismes de surveillance des ARNs 

(NMUP : nonsense-mediated up-regulation of pre-mRNA, NAS : nonsense-associated altered 

splicing  et NMD : nonsense-mediated mRNA decay ) permettait de diminuer drastiquement 

le taux d’ARNm IgH. Nous avons également révélé un lien étroit entre l’intensité de la 

transcription, l’épissage et la mise en place de ces mécanismes au cours de la maturation B. 

L’étude de l’activation du NAS au locus Ig a révélé l’existence d’un nouveau point de 

contrôle « TIE (Truncated-Ig Exclusion) checkpoint » permettant d’éliminer spécifiquement 

les plasmocytes produisant des Ig tronquées. Pour finir, nous avons démontré que la 

proximité entre le site donneur d’épissage d’un exon I et son promoteur permet de moduler 

l’intensité de la transcription de la région S et par conséquent son accessibilité à AID. 

En conclusion, nos résultats ont permis de montrer une transcription active des 

allèles exclus et une coopération des mécanismes assurant le  « contrôle qualité »  des ARN. 

De plus, les données concernant la toxicité des Ig tronquées pourraient ouvrir de nouvelles 

perspectives thérapeutiques dans le traitement du myélome. 

 





ABSTRACT 

During DNA rearrangements of variable immunoglobulin (Ig) segments, random V(D)J 

junctions increase the diversity of B cell primary repertoire. In two-third of the cases, these 

random junctions generate frameshift mutations that lead to the appearance of premature 

termination codons (PTC). If these PTC-containing Ig transcripts are translated, they could 

generate truncated proteins that could pose a threat to B cell development and function. 

Several studies including ours showed that non-productively rearranged Ig genes are actively 

transcribed, and that post-transcriptional regulation strongly downregulated their mRNA 

levels. 

The main issue of this work was to quantify the contribution of the RNA surveillance 

mechanisms involved in the decrease of non-productive Ig mRNA throughout B cell 

development. The study of RNA surveillance of IgH transcripts showed that productively and 

non-productively VDJ-rearranged alleles exhibit equivalent transcription. In addition, our 

results highlighted the cooperation of three different RNA surveillance mechanisms: NMUP 

(nonsense-mediated up-regulation of pre-mRNA), NAS (nonsense-associated altered 

splicing), and NMD (nonsense-mediated mRNA decay). We also demonstrated that IgH 

transcription and RNA splicing rates determine by which RNA surveillance mechanisms a B 

lymphocyte can get rid of nonproductive IgH mRNA. With regard to nonproductive Ig 

transcripts, the study of NAS revealed the existence of a new checkpoint, the "TIE 

(Truncated-Ig Exclusion) checkpoint", that ensures counter-selection of plasma cells 

producing truncated Ig. Finally, we demonstrated that the proximity between I exon donor 

splice site and its promoter boost the germline transcription of the S region, and therefore 

its accessibility to AID during class switch recombination.  

In conclusion, our results showed active transcription of excluded alleles and a 

cooperation of RNA "quality control" mechanisms. In addition, data described here regarding 

the toxicity of truncated Ig in plasma cells could open new therapeutic perspectives for the 

treatment of myeloma patients. 
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Le système immunitaire assure la défense de l’organisme contre des éléments 

présentant un danger potentiel pour son intégrité, qu’il s’agisse de pathogènes (bactériens, 

viraux ou parasitaires) ou d’éventuelles tumeurs. Cette fonction repose essentiellement sur 

la reconnaissance et la tolérance des constituants normaux de l’organisme (« le Soi »)  et 

l’élimination des éléments altérés ou étrangers (« le Non-soi »).  Ce système de défense 

complexe s’articule autour de deux types d’immunités : l’immunité innée et l’immunité 

adaptative. L'immunité innée ou naturelle est une réponse qui n’est pas spécifique de 

l’agent pathogène. La distinction entre les molécules du Soi et du Non-soi par les cellules de 

l’immunité innée implique des récepteurs capables de reconnaitre des molécules présentes 

sur les agents pathogènes (PAMP pour Pathogen Associated Molecular Patterns). L'immunité 

adaptative ou acquise est, quant à elle, une réponse spécifique de l'antigène assurée par les 

lymphocytes T (LT) et B (LB). Elle repose sur la reconnaissance d’un déterminant antigénique 

(épitope) par les récepteurs des cellules B (BCR pour B-cell receptor) et des cellules T (TCR 

pour T-cell receptor). Au cours de la réponse adaptative, les LT et LB interviennent 

respectivement dans l’immunité cellulaire et humorale. La réponse à médiation humorale 

implique d’abord la forme membranaire des immunoglobulines (Ig) au sein du BCR et 

aboutit à la sécrétion d’Ig solubles ou anticorps (Ac) par les plasmocytes (i.e. stade de 

différenciation terminale des cellules B). Ces molécules sont capables de lier spécifiquement 

un antigène (Ag) dans le but de le neutraliser ou de l’éliminer.  

Une longue série de phénomènes d’activation, de coopération cellulaire et de 

réarrangements intra-géniques est nécessaire avant d’aboutir à la sécrétion clonale d’un 

type d’Ac, spécifique d’un antigène, par une cellule plasmocytaire. En effet, les gènes codant 

les Ig ne sont pas fonctionnels dans leur configuration germinale. Les premiers 

réarrangements ont lieu au cours du développement B précoce et cela indépendamment de 

la rencontre avec l’antigène. Ce processus appelé recombinaisons V(D)J va assembler les 

régions variables des chaînes lourdes et légères d’Ig et permettre à chaque LB d’exprimer un 

BCR unique (pour revue : Jung et al., 2006). D’autres remaniements géniques se déroulent 

dans les organes lymphoïdes secondaires où les LB activés par l’Ag vont pouvoir améliorer 

l’affinité et/ou changer les propriétés effectrices de leur BCR grâce aux mécanismes 

d’hypermutations somatiques (SHM  pour Somatic Hypermutation) et de commutation de 

classe (CSR  pour Class switch Recombination). Ces remaniements géniques dépendent de 
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l’activité de l’enzyme AID (Activation Induced Cytidine Deaminase) (pour revue : Di Noia and 

Neuberger, 2007 ; Stavnezer et al., 2008).  

Cette capacité particulière des LB à façonner leur génome est génératrice de 

nombreuses cassures de l’ADN. Ces mécanismes doivent donc être finement régulés et 

contrôlés afin d’éviter des erreurs telles que des translocations d’oncogènes et limiter 

l’émergence de cellules tumorales. Dans ce programme complexe d’activation génique, la 

transcription des gènes d’Ig a un rôle prépondérant. Elle est une des clés de l’accessibilité de 

la chromatine aux enzymes nécessaires aux remaniements. En effe, la synthèse de nombreux 

transcrits non-codants ou «  stériles » est concomitante à la mise en place d’une chromatine 

décondensée autorisant les  recombinaisons. 

Par ailleurs, le fait de générer un vaste répertoire d’Ig à partir d’un nombre restreint 

de gènes n’est pas sans conséquences. Lors des recombinaisons V(D)J seul une jonction 

codante sur trois est en phase et peut coder une chaîne d’Ig fonctionnelle. De nombreux LB 

vont donc héberger des allèles de chaînes lourdes et légères d’Ig réarrangés de façon non 

productive. La transcription de ces allèles non productifs peut conduire à la synthèse d’Ig 

tronquées. Pour empêcher la traduction de telles protéines aberrantes, différents 

mécanismes de « contrôle qualité des ARN » sont mis en jeu. Ces processus dits de 

surveillance des ARN sont très actifs dans les lignées lymphoïdes B et T (pour revue : Li and 

Wilkinson, 1998). 

Mes travaux de thèse ont concerné la régulation transcriptionnelle et post-

transcriptionnelle des allèles d’Ig réarrangés de façon non-productive et l’impact potentiel 

de tels transcrits aberrants au cours du développement lymphocytaire B. Je me suis 

également intéressé au rôle de l’épissage des transcrits germinaux lors de la CSR. Ce 

manuscrit sera donc principalement focalisé sur la génération des réarrangements V(D)J 

non-productifs, l’accessibillité transcriptionnelle de ces allèles d’Ig dits « non-productifs » et 

sur le devenir de leurs transcrits contenant des codons stop prématurés (PTC : premature 

termination codon). Nous détaillerons également l’importance de la transcription non-

codante dans les remaniements géniques intervenant naturellement au cours du 

développement lymphocytaire B. 
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A 

B 

Figure 1: Structure des Immunoglobulines 
A : Représentation tridimensionnelle d’une Ig de souris. Les chaînes lourdes sont représentées en noir et les 
chaînes légères en rouge.  
B : Représentation schématique d’une Ig.  
VH et VL : régions variables des chaînes lourdes et légères. CH, CL : régions constantes des chaînes lourdes 
et légères.  
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Chapitre 1 : Transcription et remaniements des gènes 
d’immunoglobulines 

copier, couper, coller … 

1 ORGANISATION DES GENES D’IMMUNOGLOBULINES  

Les Ig sont des glycoprotéines hétérodimèriques, d’environ 150 kDa, exprimées à la 

surface des lymphocytes B ou sécrétées par les plasmocytes. Elles sont composées de deux 

chaînes lourdes (H pour Heavy) identiques et deux chaînes légères (L pour Light) identiques 

(Figure 1A). Chaque chaîne est composée d'une région constante (C) et d'une région variable 

(V). L'association des domaines variables des chaînes lourdes et légères définit le site de 

fixation à l'Ag, tandis que les domaines constants des chaînes lourdes (CH) confèrent ses 

propriétés effectrices à l'immunoglobuline.  

L’Homme et la souris possèdent deux types de chaînes légères, appelées κ et λ, qui 

peuvent s'associer à chacune des cinq classes de chaînes lourdes (μ, δ, γ, ε et α) définissant 

respectivement les IgM, IgD, IgG, IgE et IgA. Les IgG sont subdivisées en 4 sous-classes : IgG1, 

IgG2a, IgG2b, IgG3 chez la souris et IgG1, IgG2, IgG3 et IgG4 chez l’homme qui possède 

également deux sous-classes d’IgA : IgA1 et IgA2. Les chaînes lourdes comportent, selon 

l'isotype, trois ou quatre domaines CH : CH1, CH2, CH3 et CH4 (Figure 1B).  

Sur le plan structural, les régions V et C partagent une structure tri-dimensionnelle 

répondant à la définition de la superfamille des Ig et sont caractérisées par des domaines 

d'homologie organisés en feuillets β-plissés. La structure tertiaire des domaines V est 

maintenue par quatre régions très conservées, les régions d'armature (FR1, FR2, FR3, FR4 

pour Framework Regions). Au sein de ces parties variables, trois régions d'une dizaine 

d'acides aminés, dites hypervariables (CDR1, CDR2, CDR3 pour Complementarity 

Determining Region) s'associent pour former le paratope (i.e. site de liaison à l'Ag) (pour 

revue : Schroeder and Cavicini, 2010).  

En 1965, Dreyer et Bennet ont pour la première fois évoquée que la diversité des Ig 

puisse être générée par des recombinaisons génétiques, et qu’il devait exister, au sein du 

génome, plusieurs fragments d’ADN pouvant former la partie variable de l’Ig. A la fin des 

années 70, de nombreuses études sont venues étayer leur hypothèse. Les travaux de 

plusieurs groupes ont montré que la formation des chaînes lourdes et légères d’Ig résulte de 

l’association de plusieurs segments de gènes, et que ces derniers sont organisés en loci sur 



A Locus IgH 

IGCR1     3’CBE 

B Locus Igk 

C Locus Igl 

Figure 2: Organisation des loci d’Ig murins 
A Le locus IgH dans sa configuration germinale. Les segments codants la partie variable et les gènes 
constants sont représentés par des rectangles: segments VH (gris), segments DH (bleu), segments JH (bleu 
clair) et les gènes constants (noir). Les gènes constants sont précédés par des demi-ellipses grises 
représentant les régions switch. Les différents promoteurs sont représentés par des flèches coudées. Les 
autres éléments cis-régulateurs avérés ou putatifs sont représentés par des cercles ou des ellipses oranges. 
Ces divers éléments cis-régulateurs sont détaillés dans la ligne du dessous: les enhancers sont réprésentés 
par des cercles bleu marine, les isolateurs par des cercles bordeaux et les éléments potentiellement cis-
régulateurs par des cercles rayés. Les carrés gris représentent les régions d’attachement à la matrice (MAR) 
et les flèches grises caractérisent les séquences répétées inversées.  
B Le locus Igk dans sa configuration germinale. Les segments Vk, Jk et le gène Ck sont représentés 
respectivement par des rectangles rose, noirs et rouge. Les différents promoteurs sont représentés par des 
flèches coudées. Les enhancers sont représentés par des cercles oranges et l’élément silencer des 
recombinaisons par  un cercle vert. 
C Le locus Igl dans sa configuration germinale. Les segments Vl, Jl et les gènes constants Cl sont 
représentés respectivement par des rectangles rose, noirs et rouge. Les différents promoteurs sont 
représentés par des flèches coudées. Les enhancers  sont représentés par des cercles oranges. 
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des chromosomes différents (Dreyer and Bennet, 1965 ; Hozumi and Tonegawa, 1976 ; Brack 

et al., 1978 ; Seidman et al., 1978 ; Weigert et al., 1978 ; Schilling et al., 1980 ; Early et al., 

1980 ; pour revue Jung and Alt, 2004). Nous détaillerons plus particulièrement l’organisation 

des loci d’Ig murins. 

 

1.1 LE LOCUS DES CHAINES LOURDES (IgH) 

Le locus des chaînes lourdes est situé sur le chromosome 12 de la souris (sur le 

chromosome 14 chez l’Homme), où il s’étend sur plus de trois mégabases.  

Dans sa configuration germinale, ce locus contient de multiples segments géniques 

participant  à la formation de la partie variable de l’Ig. Cette dernière est codée par un exon 

dit VDJ, formé par l’association aléatoire de 3 segments : un segment variable (VH), un 

segment de diversité (DH) et un segment de jonction (JH). Le locus IgH murin comprend 152 

segments VH (dont 97 fonctionnels), regroupés en 15 familles et localisés à l’extrémité 5’ du 

locus (à proximité du télomère). Près de la moitié des segments VH appartiennent à la famille 

J558 (Brodeur and Riblet, 1984 ; Livant et al., 1986 ; Pennell et al., 1989 ; Kofler et al., 1992 ; 

Mainville et al., 1996). Selon la souche murine, le locus IgH comporte 17 à 20 segments DH , 

dont 14 fonctionnels, divisés en 4 familles (DFL16, DSP2, DST4 et DQ52) et  4 segments de 

jonction JH tous fonctionnels (Figure 2A) (Kurosawa and Tonegawa, 1982 ; Ichihara et al., 

1989 ; Feeney and Riblet, 1993 ; Johnston et al., 2006 ; Lefranc et al., 2009). 

Les segments JH sont suivis de huit gènes codant les différents isotypes de la partie 

constante des Ig : µ, , 3, 1, 2b, 2a, ε et . Chaque gène constant est composé de 

multiples exons codant les domaines structuraux propres à chaque chaîne lourde, les régions 

charnières spécifiques à certains isotypes et les domaines intra-cytoplasmiques et 

transmembranaires des Ig de surface (Maki et al., 1981 ; Rogers et al., 1981 ; Lefranc et al., 

2009).  

Le locus IgH contient également de nombreux éléments cis-régulateurs qui régulent 

l’expression des Ig ainsi que les remaniements géniques et qui sont présentés sur la figure 2. 
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1.2 LES LOCI DE CHAINES LEGERES KAPPA (Ig) ET LAMBDA (Ig) 

Les gènes des chaînes légères d’Ig occupent deux loci indépendants. Le locus  est 

situé sur le chromosome 6 de la souris (sur le chromosome 2 chez l’Homme) alors que le 

locus λ est localisé sur le chromosome 16 chez la souris (sur le chromosome 22 chez 

l’Homme).  

Le locus Ig murin, dans sa configuration germinale, comporte 174 segments V 

(dont 94 à 96 sont fonctionnels) regroupés en 20 familles, et 5 segments J (dont seulement 

4 fonctionnels). Les segments V et J codent la partie variable de la chaîne légère. Un seul 

segment C code la partie constante (Kofler et al., 1989 ; Strohal et al., 1989 ; Thiebe et al., 

1999; Lefranc et al., 2009). Les segments V sont positionnés soit dans le même sens, soit en 

orientation inverse de la partie génique J-C (Lorenz et al., 1988 ; Weichhold et al., 1990 ; 

Thiebe et al., 1999) (Figure 2B).   

Le locus Igλ murin est constitué de 4 familles comprenant chacune une paire de 

segments Jλ et Cλ (Jλ1 à Jλ4 et Cλ1 à Cλ4). Il est composé de deux unités de recombinaison 

organisées de façon ordonnée V, J puis C. Ce locus ne comporte que trois segments Vλ : 

le segment Vλ1 s’associe préférentiellement à Jλ1 et Jλ3 tandis que les segments Vλ2 et Vλ3 

s’associent préférentiellement à Jλ2 (Jλ4 et Cλ4 étant défectifs) (Carson and Wu, 1989 ; 

Storb et al., 1989 ; Blomberg and Tonegawa, 1982 ; Miller et al., 1982 ; Eisen and Reilly, 

1985 ; Dildrop et al., 1987 ; Sanchez and Casenave, 1987 ; Lefranc et al., 2009) (Figure 2C). Le 

répertoire Vλ très restreint de la souris explique probablement en partie le faible 

pourcentage de LB exprimant une chaîne légère λ (environ 10%). Chez l'Homme, qui possède 

presque autant de segments V que Vλ, environ un tiers des cellules B exprime une 

Ig(Lefranc et al., 1999). Les gènes  n’ayant pas fait l’objet de mes travaux de thèse, leurs 

remaniements ne seront pas détaillés dans ce manuscrit.  

 



ADN  
germinal 

ADN cellules  
pré-proB et proB  

ARNm µ épissé 

RAG1&2 
DDR  
NHEJ 

RAG1&2 
DDR  
NHEJ 

Figure 3: Réarrangements des gènes variables  au locus IgH 
Les exons codants sont représentés par des rectangles, les introns par des traits fins, les RSS par des 
triangles, les promoteurs par des flèches coudées, l’activateur Eµ par un cercle. La machinerie enzymatique 
catalysant les recombinaisons V(D)J est présentée par une flèche rose (adapté de Dudley et al., 2005). 

ADN cellule pré-B 

Réarrangement DH vers JH 

(stade pré-proB et proB précoce) 

Transcription et épissage  
de la chaine lourde µ 

Réarrangement VH vers DJH 

(stade proB tardif) 
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2 ONTOGENESE B ET REMANIEMENTS DES GENES D’Ig 

2.1 L’ONTOGENESE B PRECOCE : LES RECOMBINAISONS V(D)J 

Les gènes d’Ig sont spécifiquement exprimés dans la lignée lymphocytaire B. 

Spontanément non fonctionnels dans leur configuration germinale, ils doivent subir des 

recombinaisons somatiques ordonnées afin de pouvoir s’exprimer et permettre la 

production d’une Ig entière. En effet, les régions variables des Ig sont formées par 

l’association d’un segment V, d’un segment D (spécifique des chaînes lourdes), et d’un 

segment J. Ces réarrangements ont lieu aux stades précoces de l’ontogénie B et se déroulent 

dans la moelle osseuse chez l’adulte (dans le foie chez le fœtus).  

La lymphopoïèse B précoce est un processus multi-étapes permettant la prolifération 

et la maturation des lymphocytes B indépendamment de la présence d’un antigène. Les LB 

sont issus de la différenciation de cellules souches hématopoïétiques (CSH). Ces CSH vont 

progressivement se différencier, passant par les stades de progéniteurs multipotents puis de 

précurseurs lymphoïdes communs dits « CLP » (communs aux LB, LT et cellules NK pour 

Natural Killer), pour enfin s’engager vers la lignée B. La production de nombreux facteurs de 

transcription (notamment Ikaros, E2A, Pax5, EBF1, et PU.1) est essentielle à la promotion et 

au maintien de leur engagement (pour revue Hardy et al., 2007 ; Fuxa and Skok, 2007; Nutt 

and Kee, 2007).  

L’engagement des CLP dans le lignage B est caractérisé par l’expression à la surface 

du marqueur B220 (récepteur du CD45), on parlera alors de cellules pré-pro-B. Précurseurs B 

les plus immatures, elles expriment notamment les marqueurs c-kit et CD43 mais 

n’expriment pas encore CD19 (Hardy et al., 1991; Rolink et al., 1996 ; Rumfelt et al., 2006, 

pour revue Hardy et al., 2007). C’est au cours de ce stade pré-pro-B que s’initient les 

réarrangements des gènes d'Ig. Ils ont d’abord lieu entre un segment DH et un segment JH et 

s’opèrent simultanément sur les deux allèles. Ils aboutissent à la formation de segments 

réarrangés DJH. Ce premier évènement caractérise le stade pro-B dit « précoce » (Figure 3) 

(pour revue Jung et al., 2006).  

D’un point de vue moléculaire, ces recombinaisons sont initiées par les 

endonucléases RAG (Recombination Activating Gene) codées par les gènes Rag1 et Rag2 

dont l’expression est restreinte aux seules lignées lymphoïdes B et T (Schatz et al., 1989 ; 

Oettinger et al., 1990). Ces enzymes vont introduire des cassures doubles brins (DSB, pour 
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Double-Strand Breaks) précisément entre une séquence spécifique nommée séquence signal 

de recombinaison ou RSS (pour Recombination Signal Sequence) et une séquence codante 

(dans ce cas le segment DH ou le segment JH). Ces RSS qui bordent tous les segments V, D et 

J sont constituées d’un heptamère (CACAGTG) et d’un nonamère (ACAAAAACC) tous deux 

extrêmement conservés et séparés par une séquence peu conservée de 12 ou 23 

nucléotides nommée «espaceur» (pour revue Tonegawa, 1983). La longueur des espaceurs 

tient une place importante dans ce processus puisqu’un réarrangement ne peut subvenir 

qu’entre deux segments dont les RSS possèdent des espaceurs de longueurs différentes (i.e 

entre une RSS-12 et une RSS-23) selon la règle dite « 12/23 ». Or au locus IgH, les segments 

VH et JH sont flanqués par une RSS-23 alors que les segments DH sont encadrés par des RSS-

12, si bien qu’un segment VH ne pourra jamais s’associer avec un segment JH (pour revue 

Jung and Alt, 2006 ; Schatz and Ji, 2011 ; Schatz and Swanson, 2011).  

Des études récentes montrent que les DSB ainsi générées sont détectées par des 

senseurs appartenant à la voie de réponse aux dommages à l’ADN (DDR pour  DSB-

Dépendant Response) dépendante d’ATM (pour Ataxia Telangiectasia Mutated) afin de les 

stabiliser et les protéger avant la réparation (Bredemeyer et al., 2006 ; Bredemeyer et al., 

2008 ; Li et al., 2008 ; Zha et al., 2011 ; Liu et al., 2012 ; Oksenych et al., 2012 ; pour revue 

Helmink and Slekman, 2012) . Enfin, la résolution de ces cassures fait appel à la voie NHEJ 

(Non Homologous End Joining), voie prédominante de réparation des DSB dans les cellules 

de mammifères. Elle met en jeu plusieurs facteurs dont Ku70/Ku80, DNA-PKcs (DNA-

dependant Protein Kinase catalytic subunit), XRCC4 (X-ray Repair Cross-Complementing 

protein 4), DNA ligase-IV, Artemis et Cernunnos (ou XLF pour XRCC4-like Factor) (Taccioli et 

al., 1994 ; pour revues Bassing et al., 2002 ; Sekiguchi and Ferguson, 2006 ; Lieber, 2010 ; 

Boboila et al., 2012).  

Contrairement à la jonction entre deux RSS qui se fait de façon précise, la jonction 

entre les régions codantes (i.e. entre DH et JH et entre VH et DJH) est imprécise, remaniée par 

l’ajout ou la suppression d’un nombre aléatoire de nucléotides (pour revue Schlissel et al., 

2003). En effet, entre la création des DSB et la recombinaison, peuvent apparaître l’addition 

de courtes duplications palindromiques appelées éléments P. L’ajout de nucléotides peut 

également se faire de façon totalement aléatoire au niveau de l’extrémité 3’ des brins clivés. 

Ces insertions dites N (pour Non germline element) sont dues à l’action de la Terminal 

deoxynucleotidyl Transferase (TdT), dont l’expression est réprimée après le stade proB 





Ch.1-Ontogenèse B et remaniements des gènes d’Ig 

10 
 

(Sakano et al., 1981 ; Kurosawa and Tonegawa, 1982 ; Alt and Baltimore, 1982 ; Desiderio et 

al., 1984). Cette grande variabilité jonctionnelle contribue de façon considérable à la 

diversité des réarrangements, permettant ainsi de générer un large éventail d’Ig à partir d’un 

nombre limité de gènes. 

Parallèlement à la mise en place de ces réarrangements D-JH, les cellules pro-B 

acquièrent l’expression de CD19 et CD24 et s’engagent de façon irréversible dans la lignée 

B ; notamment grâce au facteur de transcription Pax-5 (nommé également BSAP pour B-cell 

specific activation protein) qui active les gènes spécifiques du lignage B et inhibe 

simultanément les gènes spécifiques des autres populations médullaires (pour revue : 

Cobaleda et al., 2007). Le facteur de transcription E2A et l’interleukine 7 (IL-7) jouent aussi 

un rôle essentiel dans le maintien de cet engagement (pour revue Nutt and Kee, 2007). Par 

ailleurs, les cellules pro-B expriment les molécules de transduction du signal intracellulaire 

CD79a et CD79b associées à la calnexine (Nagata et al., 1997).  

 Le locus IgH subit ensuite un second réarrangement intra-génique mettant en jeu la 

même machinerie enzymatique. L’association d’un segment VH au segment DJH préexistant 

achève ainsi la formation de l'exon codant la région variable de la chaîne lourde. Ces 

recombinaisons caractérisent le stade pro-B dit « tardif ». Contrairement aux 

réarrangements bi-alléliques DJH, le réarrangement VH-DJH se produit de façon asynchrone 

sur un seul allèle IgH. Suite à ces recombinaisons, la transcription d’un ARN pré-messager 

(pré-ARNm) est initiée à partir du promoteur situé en 5’ de la région variable réarrangée (i.e. 

le promoteur du segment VH recombiné ou pVH) (Figure 3). L’exon VDJ ainsi formé est 

associé à la région constante par épissage du pré-ARNm. De plus, les exons V sont précédés 

d'une petite séquence de 60 à 90 paires de bases (pb) qui représente l’exon signal ou leader 

(L), codant la majeure partie du peptide signal de la protéine (Huber et al., 1993; Weichhold 

et al., 1993; pour revue Zachau, 1993 ; Dudley et al., 2005).  

Si la jonction VDJ respecte le cadre ouvert de lecture des exons codant la région 

constante, l’allèle est dit « productif » (VDJ+) et permet la synthèse d’une chaîne lourde μ. 

Cette chaîne lourde µ est ensuite exportée à la membrane en association avec la pseudo-

chaîne légère (5 et VpréB) et le complexe CD79a/CD79b, formant ainsi le pré-BCR et 

marquant le stade pré-B de la maturation (pour revue Mårtensson et al., 2007 ; Herzog et 

al., 2009). La signalisation en aval du pré-BCR réprime l’expression des enzymes RAG et 

inhibe le réarrangement V-DJH sur le second allèle IgH : c’est le phénomène d’exclusion 



Figure 4:  Les recombinaisons V(D)J au cours du développement B 
 Les recombinaisons V(D)J commencent au stade pré-proB et proB où une première recombinaison D-JH 
s’effectue sur les deux allèles IgH.  La recombinaison d’un segment VH sur le segment DJH réarrangé 
s’effectue ensuite sur un seul des deux allèles (phénomène d’exclusion allélique). Si ce réarrangement est 
productif (VDJ+), la chaîne lourde peut s’associer avec une pseudo-chaîne légère pour former le pré-BCR. 
La signalisation en aval du pré-BCR permet à la cellule de poursuivre sa maturation B et de réarranger ses 
gènes de chaînes légères. deux fois sur trois, ce réarrangement est non-productif  et il entraîne 
l’apparition de PTC (VDJ-). Un second réarrangement VDJ s’effectue alors sur le second allèle IgH. Les 
cellules représentées en jaune peuvent passer au stade de différenciation suivant. Les pourcentages 
indiquent la proportion de cellules présentant la configuration indiquée (d’après Jung et al., 2006). 

Pré-pro-B Pro-B Pré-B 

Figure 5:  Les stades précoces du développement B 
Représentation schématique du développement B précoce indépendant de l’antigène. L'expression de 
RAG et le statut de réarrangement des loci de chaînes lourdes (IgH) et légères (IgL) sont indiqués sur le 
schéma. Les étapes auxquelles le développement B est bloqué dans des modèles d'inactivation (-/-) de 
certains gènes sont marquées par des traits verticaux. Deux points de contrôle permettent la progression 
de la différenciation B. GL : configuration germinale ; ψL : pseudo-chaîne légère (adapté de Meffre et al., 
2000).  

Pré-BCR BCR 

Point de  
contrôle 1 

Point de  
contrôle 2 
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allélique (pour revue Vetterman and Schlissel, 2010). Ces cellules possèdent donc un allèle 

productif VDJ+ et un allèle réarrangé DJ (configuration VDJ+/DJ au locus IgH)  (Figure 4).  

 Cependant, la grande imprécision des jonctions génère de nombreux réarrangements 

V(D)J non-productifs (VDJ-). En effet, deux tiers des jonctions V(D)J induisent un décalage du 

cadre de lecture et l’apparition de codons stop prématurés (PTC) sur le transcrit d’Ig. Si un 

allèle IgH présente une recombinaison V(D)J hors phase, la survie cellulaire et l’expression 

d’un pré-BCR nécessitent un réarrangement productif sur le second allèle. Ces cellules 

présentent alors des réarrangements bi-alléliques au locus IgH. Différentes analyses du 

répertoire B ont permis de montrer qu’environ la moitié des cellules B hébergent des 

réarrangements bi-alléliques en configuration VDJ+/VDJ- (Figure 4) (Ehlich et al., 1994 ; ten 

Boekel et al., 1995 ; Daly et al., 2007 ; pour revues Jung and Alt, 2006 ; Vettermann and 

Schlissel, 2010).  

 L’expression du pré-BCR à la surface marque la transition entre le stade pro-B et le 

stade pré-B. A ce stade, les cellules expriment encore le marqueur de surface CD43 et 

acquièrent l’expression du CD25. L’expression du pré-BCR est un point de contrôle crucial 

dans la maturation B  (Figure 5) (pour revue Melchers, 2005). En effet, sa signalisation 

entraîne l’arrêt des réarrangements au locus IgH, et permet la survie et l’expansion clonale 

des grandes cellules pré-B (large préB) (2 à 7 cycles de division). Enfin, le pré-BCR contribue 

à l’inhibition de sa propre expression en exerçant un rétro-contrôle négatif sur la 

transcription des gènes codant la pseudo chaîne légère. Par conséquent, après l’arrêt de la 

prolifération, les cellules n’expriment plus le pré-BCR. Ces petites cellules pré-B  (small pré-

B) n’expriment plus le marqueur CD43. L’expression de la pseudo-chaîne légère étant 

arrêtée, la chaîne μ ne peut plus être exportée à la membrane tant qu’une chaîne légère 

conventionnelle n’est pas produite. Cette absence de signal permet la réexpression des RAG 

avec pour conséquence l’induction des réarrangements VL-JL aux loci des chaînes légères 

(pour revues Herzog, 2009 ; Mårtensson, 2010).  

Les mécanismes impliqués dans les réarrangements VJ aux loci des chaînes légères 

sont les mêmes que pour la chaîne lourde, mis à part que la TdT n’est plus exprimée 

éliminant la possibilité de N-diversité. Ces recombinaisons s’effectuent également de façon 

ordonnée et vont concerner en premier lieu le locus Ig puis le locus IgComme pour les 

chaînes lourdes, le phénomène d’exclusion allélique est également imposé au niveau des 

chaînes légères. En effet, un segment V va être recombiné avec un segment J sur un des 



iRS 

Réarrangement VJk 

Réarrangement VJk  
Secondaire 

Réarrangements Secondaires 
de type RS 1 2 

2 1 

Réarrangement Vk-RS Réarrangement iRS-RS 

Figure 6:  Les réarrangements secondaires au locus kappa 
A Réarrangement VJk classique. Un segment Vk est réarrangé à un segment Jk donné.  
B Réarrangement VJk secondaire. Un segment Vk situé en amont du premier réarrangement VJk est 
recombiné avec un segment Jk situé en aval. 
C Réarrangements secondaires mettant en jeu la séquence RS. Un segment Vk (1 en rouge) ou l’iRS (2 en 
bleu) se recombine avec la séquence kRS inactivant ainsi le locus Igk. RS : Recombining Sequence. 
(adapté de Panigrahi et al., 2008).  

A 

B 

C 
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deux allèles Ig. Si l’exon VJ ainsi formé est productif (VJ+), une chaîne légère  peut alors 

être synthétisée. Pour cela, l’exon VJ formé sera associé à l’exon constant par épissage du 

pré-ARNm. Cette chaîne légère est ensuite associée à la chaîne lourde µ (déjà présente) pour 

former une IgM complète. Cette dernière sera exportée à la membrane avec le complexe 

CD79a/CD79b formant ainsi le BCR. De la même façon qu’au stade pré-B, l’expression du 

BCR va induire un rétro-contrôle négatif bloquant les réarrangements sur les autres allèles 

de chaînes légères. On parlera ainsi d’exclusion allélique pour le second allèle Ig et 

d’exclusion isotypique pour les allèles Ig. Dans deux tiers des cas, le premier réarrangement 

VJ s’avère être non productif (VJ-), si bien que le second allèle Ig est recombiné à son tour. 

Enfin, si les deux réarrangements  sont non productifs, c’est le locus  qui est recombiné 

selon le même principe. (pour revues Gorman and Alt, 1998 ; Mostoslavsky et al., 2004).  

La présence du BCR caractérise le stade B immature et la signalisation induite par ce 

dernier constitue le deuxième point de contrôle important dans l'ontogénèse B (Figure 5). En 

effet, un processus de sélection négative permet d’éliminer les cellules B immatures dont le 

BCR reconnaît un antigène du soi (i.e. BCR auto-réactif). Certaines cellules dont le BCR est 

auto-réactif vont tenter d’échapper à cette sélection négative en opérant des 

recombinaisons secondaires visant à modifier la partie variable de leur chaîne légère : ce 

processus est appelé édition du BCR. Ainsi, sur un allèle  déjà réarrangé, une recombinaison 

peut être tentée entre un segment V situé en amont du premier réarrangement VJet un 

segment J situé en aval (Figure 6). (Shapiro and Weigert, 1987 ; Tiegs et al., 1993 ; Hertz et 

Nemazee, 1997 ; Pelanda et al., 1997; pour revues Jankovic et al. 2004 ; Prak et al., 2011). Le 

locus Ig peut également subir des recombinaisons au niveau de séquences nommées RS 

(Recombining Sequence) qui conduisent à son inactivation (Durdik et al., 1984 ; Siminovitch 

et al., 1985 et 1987 ; Dunda and Corcos 1997 ; Retter and Nemazee, 1998 ; Panigrahi et al., 

2008 ; Vela et al., 2008 ; Daitch et al., 1992 ; pour revue  Prak et al., 2011). 

 A ce stade, les cellules sélectionnées expriment un BCR fonctionnel de type IgM et 

perdent l’expression du CD25. Elles peuvent quitter la moelle osseuse et migrer via la 

circulation sanguine dans la rate, les ganglions lymphatiques et les tissus lymphoïdes 

associés aux muqueuses (MALT pour Mucosae Associated Lymphoid Tissu). C’est au sein de 

ces différentes structures, communément appelées organes lymphoïdes secondaires, que les 
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LB activés par l’Ag vont interagir avec les autres acteurs du système immunitaire et subir des 

remaniements additionnels de leur gènes d’Ig.  

 

2.2 L’ONTOGENESE B TARDIVE : LES MECANISMES DE SHM ET CSR 

 Les cellules faisant la transition entre le berceau médullaire et la périphérie sont 

qualifiées de B transitionnelles. Les cellules B transitionnelles vont avoir une destinée 

différente en fonction de la nature du signal induit par leur BCR (i.e selon la force de 

l’activation du BCR). Ainsi, les cellules B matures sont divisées en trois catégories : les 

cellules B folliculaires (B FO), les cellules B de la zone marginale (B MZ) et les cellules B1. Ces 

cellules diffèrent de par leur localisation, leur phénotype, leur fonction et leur mode 

d’activation (dépendant ou non des cellules lymphocytaires T) (Lam and Rajewsky, 1999 ; 

Casola et al., 2004 ; pour revues Sagaert and De Wolf-Peeters, 2003 ; Pillai and Cariappa, 

2009). Les B FO représentent la majorité des LB de la rate et des ganglions et sont 

regroupées en microstructures anatomiques appelées follicules.  

Les LB peuvent être activés de deux façons différentes en fonction de la nature des 

Ag mis en jeu. Lorsque les antigènes sont de nature protéique l’activation des LB nécessite 

une coopération avec les LT (i.e. réponse T-dépendante ou TD). Par contre des Ag dérivés de 

composants microbiens tels que les lipopolysaccharides (LPS) peuvent induire l’activation 

des LB en l’absence de LT (i.e. réponse T-indépendante ou TI). Les réponses TI concernent les 

cellules B1 et MZ qui peuvent se différencier rapidement en plasmocytes (extra folliculaires) 

sécrétant des IgM (parfois des IgG et IgA) (pour revue  Cerutti et al., 2013). Les réponses TD 

font principalement intervenir les B FO et sont considérées comme les seules à aboutir à la 

formation de cellules B mémoires et de plasmocytes à longue durée de vie (pour revue 

Good-Jacobson and Tarlinton, 2012). Au sein des follicules, les LB sont dans un 

microenvironnement propice aux contacts avec les Ag exogènes. Suite à leur rencontre avec 

l’Ag, les LB activés migrent au centre des follicules et initient la formation de centres 

germinatifs (GC pour Germinal Center) (Allen et al., 2007). On observe dans les GC une 

expansion rapide et clonale des LB activés, au contact de LT auxiliaires folliculaires et de 

cellules présentatrices d’antigènes, les FDC (pour Follicular Dendritic Cells) (pour revue 

Victora and Nussenzweig, 2012).  



Figure 7: Structure schématique d’un centre germinatif 
Les LB activés par la rencontre avec l'Ag vont former la population des centroblastes qui prolifèrent dans 
la zone sombre du centre germinatif (dark zone) et vont subir le processus deSHM. Ils vont ensuite migrer 
dans la zone claire (light zone) et former la population des centrocytes. Ces derniers vont être 
sélectionnés pour leur affinité avec l'Ag, avec l'aide des FDC (cellules dendritiques folliculaires) et des TFH 
(LT auxiliaires folliculaires). Ils ont alors la capacité de retourner dans la zone sombre. Les centrocytes 
sélectionnés vont subir la CSR puis se différencier en B mémoires ou en plasmocytes (d'après Klein et 
Dalla-Faverra, 2008). 

Locus IgH dans des LB exprimant une IgM et/ou une lgD 

Recombinaison de classe 
vers IgA 
 

Locus IgH dans LB 
exprimant une IgA 

Sµ/Sa 

Figure 8 : Mécanisme général de la commutation de classe vers IgA  
La flèche rouge indique le promoteur VH qui va initier la transcription et permettre la production 
d'IgM (et IgD) par la cellule B. Les promoteurs situés en amont de Sμ et Sa (flèches bleues) vont 
initier la transcription de ces deux régions S. Les schémas d’épissage des ARNm µ ,d et le transcrit 
germinal a sont représentés sous le locus, en haut de la figure. Cette transcription germinale va 
permettre à l'enzyme AID d'initier des cassures dans ces régions S qui vont ensuite être recombinées 
entre elles, avec élimination de la partie du locus située entre ces deux régions sous la forme d'un 
cercle d'excision. Le gène codant Ca, rapproché du promoteur VH, va pouvoir être associé à l'exon 
VDJ après épissage pour la production d'IgA (d'après Stavnezer et al., 2008).  
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Au sein des GC, les LB activés subissent de nouvelles modifications des gènes codant 

leurs chaînes d’Ig afin d’améliorer la spécificité de la réponse antigénique (Figure 7). Ce 

processus de maturation des Ig fait appel à deux mécanismes génétiques : (1) la SHM qui 

consiste en l’introduction de mutations ponctuelles au niveau de l’exon codant la partie 

variable des chaînes lourdes et légères d’Ig dans le but d’améliorer l’affinité du BCR pour 

l’Ag. Les mutations sont majoritairement localisées au niveau des régions hypervariables (i.e. 

les CDR) qui forment le site de fixation antigénique (pour revue Di Noia and Neuberger, 

2007). (2) La CSR permet de remplacer la région codant pour les domaines constants de la 

chaîne lourde Cµ et C par un des autres gènes constants situés en aval : C3, C1, C2b, 

C2a, C ou C. Ce réarrangement intragénique confère aux IgH des fonctions effectrices 

différentes tout en préservant leur exon VDJ et par conséquent leur spécificité de 

reconnaissance antigénique. En effet, en amont de chaque région constante (sauf C) se 

trouve une région nommée switch (S). Ces dernières sont constituées de séquences 

répétées, riches en G/C qui sont la cible de mutations ponctuelles pouvant générer des DSB. 

La CSR est fondée sur la réparation des DSB créées au niveau de la région S dite donneuse 

(Sµ), située en amont de Cµ, et au niveau d’une région S dite acceptrice située en aval (Sx, x 

désignant un isotype de chaîne lourde) entraînant ainsi la formation de jonctions hybrides 

Sµ/Sx. Cette recombinaison entraîne l’excision de la portion chromosomique située entre les 

deux régions S clivées sous forme d’épisome. La CSR juxtapose ainsi l’exon VDJ réarrangé 

avec en aval un nouveau gène constant Cx (Figure 8). Par conséquent, les transcrits initiés à 

partir du pVH, entraîneront la synthèse d’une chaîne lourde codant un nouvel isotype (pour 

revues Chaudhuri and Alt, 2004 ; Chaudhuri et al., 2007).  

Bien que la SHM et la CSR diffèrent par leurs fonctions, ces deux évènements 

géniques reposent sur l’action de l’enzyme AID dont le ciblage au niveau des régions 

concernées nécessite leur transcription préalable (pour revues Pavri and Nussenzweig, 2011; 

Stavnezer, 2011). Cette relation étroite entre l’accessibilité transcriptionnelle et le 

recrutement d’AID dans ces processus de diversification sera détaillée dans les paragraphes 

3.2 et 3.3. Découverte en 1999 par l’équipe de T. Honjo, l’enzyme AID est codée par le gène 

Aicda (Muramatsu et al., 1999). Sa délétion chez la souris n’affecte pas le développement B 

mais entraîne un blocage des phénomènes de SHM et de CSR (Muramatsu et al., 2000). 

Cette enzyme exprimée quasi exclusivement par les LB du GC initie la CSR et la SHM en 

déaminant des déoxycytidines (C) en déoxyuridines (U) au niveau de fragment d’ADN simple 



Figure 9 : Prise en charge des mésappariements générés lors des SHM  
L'uracile généré sur l'ADN par l'activité d'AID peut être pris en charge par trois voies différentes pour 
aboutir à une mutation : la simple réplication, la MMR (MisMatch Repair) ou la BER (Base Excision 
Repair) (d'après Di Noia and Neuberger, 2007).  

Figure 10 : Protéines impliquées dans la reconnaissance des cassures double brin des régions S lors 
de la CSR  
Les complexes DNA-PK (DNA-PKcs-Ku70-K80) et MRN (MRE11-NBS1-RAD50) se lient à la cassure et 
recrutent ATM qui va phosphoryler H2AX, 53BP1 et MDC1 conduisant à l'accumulation de toutes ces 
protéines. RAD50 va permettre aux deux extrémités d'ADN de rester proches et DNA-PK va assurer 
leur bonne configuration pour favoriser la synapse entre les deux régions S qui seront recombinées 
(d'après Stavnezer et al., 2008). 
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brin (ssDNA pour single strand DNA) générés lors de la transcription des régions cibles 

(Petersen-Mahrt et al., 2002 ; Chaudhuri et al., 2003). L’activité d’AID a lieu 

préférentiellement lorsque les C sont situées dans des points chauds (ou hotspots) ayant 

pour séquence le motif WRCY (W = weak = A/T, R = purine = A/G, et Y = pyrimidine = C/T) 

(Betz et al., 1993). Le mésappariement U:G qui en résulte peut être pris en charge par 

différentes voies de réparation de l’ADN pour produire des mutations (dans le cadre des 

SHM) ou des DSB (dans le cadre de la CSR). Cette différence fondamentale entre SHM et CSR 

peut notamment être imputée à la fréquence des hotspots présents en plus grande quantité 

dans les régions S qu’au niveau de la partie variable des Ig (Han et al., 2011 ; pour revues Di 

Noia and Neuberger, 2007 ; Alt et al., 2013).  

Lors de la SHM le mésappariement généré par AID peut être pris en charge par trois 

voies différentes (pour revue Peled et al., 2008) (Figure 9). La lésion peut simplement subir 

la réplication. La déoxyuridine peut également être excisée par l’enzyme UNG (Uracil DNA-

Glycosylase) qui crée un site abasique. Ce dernier est ensuite pris en charge par la voie du 

BER (Base Excision Repair) comprennant les endonucléases APE (Apurique-Apyrimidique 

endonucélases) capables de créer des coupures simple brin au niveau des sites abasiques 

(Rada et al., 2002 ; Pérez-Durán et al., 2012) ; enfin le mésappariement peut aussi être pris 

en charge par la voie du MMR (MisMatch Repair) (Rada et al., 1998 ; Delbos et al., 2007). Ces 

différentes voies de réparation vont conduire à l’apparition de transitions ou transversions 

au niveau de l’ancienne paire C:G mais peuvent également occasionner des mutations au 

niveau des bases situées à proximité.  

Lors de la CSR, le mésappariement U:G généré par AID est excisé par UNG et pris en 

charge par la voie du BER. Cela produit comme pour la SHM des cassures simple brin (SSB 

pour Single Strand Break) qui peuvent spontanément devenir un DSB si elles sont proches 

sur les deux brins d’ADN (Guikema et al., 2007). Les DSB sont reconnus par le complexe MRN 

(Mre11/ Rad50/Nbs1) qui vient se localiser au niveau de la cassure, où il recrute et active 

ATM (Dinkelmann et al., 2009). ATM phosphoryle ensuite l’histone H2AX (Histone 2A family 

member X) et 53BP1 (p53-Binding Protein 1), ce qui aboutit à la formation de foyers de 

réparation qui vont stabiliser les DSB (Figure 10) (Reina san Martin et al., 2003, 2004, 2005 ; 

Lahdesmaki et al., 2004 ; Kracker et al., 2005 ; Franco et al., 2006 ; pour revue Stavnezer, 

2008). La réparation des cassures et par conséquent la jonction entre les deux régions S 

clivées fait appel à la voie de réparation classique du NHEJ qui peut être suppléée par une 



Transcription 
et épissage 

VDJ CH1  CH2  CH3  CH4          M1 M2 

Site d’épissage interne 

Site polyA sec           Site poly A mb       

ARNm d’une IgM membranaire  
(LB) 

ARNm d’une IgM sécrétée  
(plasmocyte) 

ADN 
 réarrangé 

Figure 11 : Passage de la forme membranaire à la forme sécrétée d’une IgM 
Dans les LB naïfs ou mémoires, les IgM sont majoritairement produites sous forme membranaire par 
utilisation du site donneur d'épissage interne au CH4 qui est épissé sur le premier exon de 
membrane (M1), le site de polyadénylation (polyA) utilisé se situant ainsi après le deuxième exon de 
membrane (M2). Les plasmocytes quant à eux produisent essentiellement des Ig sous forme 
sécrétée. Dans le cas de l'IgM, le site d'épissage interne au CH4 n'est pas utilisé, le transcrit 
comprend ainsi la dernière partie de cet exon (CH-S représentée en jaune) et utilise le site de polyA 
situé directement en aval (adapté de Lefranc et al., 1999). 
 

Eµ 
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voie de réparation alternative appelée A-EJ (Alternative End Joining) (Yan et al., 2007). Le 

complexe MRN, PARP-1 (Poly ADP-Rribose Polymerase I), XRCC1 et les ligases I et III 

interviendraient dans la voie de l’A-EJ (Audebert et al., 2004 ; Robert et al., 2009 ; pour 

revue Boboila et al., 2012). 

Au sein du GC, si les mutations accumulées lors de la SHM ne changent pas, voire 

diminuent l’affinité du BCR, les LB sont éliminés par apoptose (MacLennan, 1994). Au 

contraire, si les mutations améliorent l’affinité pour l’antigène, les LB présentant un BCR de 

haute affinité seront sélectionnés et pourront exprimer grâce au mécanisme de CSR des IgG, 

des IgA ou des IgE. Elles pourront proliférer avant de se différencier en cellules B mémoires 

ou en plasmocytes (Rajewsky, 1996 ; pour revues Chaudhuri and Alt, 2004 ; Shlomchik and 

Weisel, 2012). 

Le rôle principal du LB dans la réponse immunitaire est la sécrétion d'Ac. Pour 

accomplir cette tâche, le LB doit se différencier en « usine à produire des Ig » : le 

plasmocyte. Ces derniers sont responsables de la sécrétion massive des Ig. Exclusivement 

dédiés à cette fonction, ils forment une population bien distincte qui n'exprime plus les 

marqueurs B-spécifiques (B220 et CD19) et est caractérisée par l'expression du CD138 (aussi 

appelé syndecan 1) (Smith et al., 1996). Ces cellules sont plus grandes, avec un réticulum 

endoplasmique (RE) développé et montrent un programme transcriptionnel complètement 

différent des LB. Cette population peut être divisée en deux catégories : les plasmocytes à 

courte durée de vie et des plasmocytes à longue durée de vie. Les plasmocytes à longue 

durée de vie proviennent de la différenciation de LB activés ayant subi les processus de CSR 

et SHM au sein du GC. Ces derniers vont migrer dans la moelle osseuse et assurer la 

sécrétion d'Ig à long terme (pour revue Oracki et al., 2010). 

La fonction du plasmocyte est de produire des grandes quantités d’anticorps. Le 

passage de la forme membranaire à la forme sécrétée des Ig s'effectue par épissage 

alternatif du transcrit de chaîne lourde. Le transcrit codant la forme membranaire est obtenu 

par utilisation d'un site donneur d'épissage interne au dernier exon constant CH qui va 

s'épisser sur le premier des deux exons codant la partie transmembranaire (mb). Ce transcrit 

se termine suite à la rencontre d’un site de polyadénylation très efficace situé en aval des 

exons membranaires. Le transcrit codant la forme sécrétée n'utilise quant à lui pas ce site 

d'épissage et intègre donc la totalité du dernier exon CH (Figure 11). Sa terminaison a lieu au 

sein de l’intron entre le dernier exon CH et le premier exon mb car il contient aussi un site de 
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polyadénylation mais dont l’efficacité est moindre (poly A sec pour sécrété). L’utilisation du 

poly A sec dans les plasmocytes est surprenante du fait de sa faiblesse et de l’augmentation 

du taux de transcription au locus IgH. En effet, les données actuelles sur la transcription 

iraient plutôt dans le sens de l’utilisation du site fort de polyadénylation. Les travaux du 

groupe de Milcarek ont contribué de façon considérable à la compréhension de ce choix. Ces 

auteurs ont montré que le facteur d'élongation de la transcription ELL2 (eleven-nineteen 

lysine-rich leukemia protein 2), dont l'expression est induite dans les plasmocytes, est 

essentiel au recrutement sur l’ARN polymérase II (RNA Pol II pour RNA Polymerase II) du 

facteur de polyadénylation CstF-64 (Clivage stimulating factor 64). Ainsi, la RNA Pol II  

fortement chargée en facteur de clivage dans les plasmocytes contribuerait à promouvoir 

l'utilisation du site de polyadénylation de la forme sécrétée des Ig. Au contraire dans les LB 

matures, la RNA Pol II naviguant avec moins de facteur de clivage pourrait outrepasser le site 

polyA sec, permettant ainsi l’épissage du dernier exon CH sur les exons de membranes (Shell 

et al., 2007 ; Martincic et al., 2009 ; pour revue Santos et al., 2011). 

Outre les plasmocytes, des cellules B mémoires sont générées lors d’une réponse 

immunitaire primaire (i.e. 1ère rencontre avec l’antigène) et vont jouer un rôle important lors 

de la réponse secondaire (i.e. 2ème rencontre avec le même antigène). En effet, suite à la 

nouvelle rencontre avec l’Ag, les cellules B mémoires vont se différencier en plasmocytes ou 

entrer à nouveau dans les GC où elles subiront des remaniements géniques secondaires pour 

améliorer leur affinité antigénique. Ces cellules permettent ainsi une réponse plus rapide et 

plus spécifique lors d’une nouvelle stimulation antigénique (Dogan et al., 2009 ; pour revue 

Good-Jacobson and Shlomchik, 2010). 
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3 ACCESSIBILITE TRANSCRIPTIONNELLE ET REMANIEMENTS GENIQUES AU 

LOCUS IgH 

3.1 ACCESSIBILITE ET RECOMBINAISONS V(D)J 

La machinerie enzymatique qui catalyse les recombinaisons V(D)J est commune aux 

LB et LT. Pour autant, les réarrangements complets des gènes d’Ig sont restreints aux LB et 

ceux du TCR aux LT. Au sein de la lignée B, les recombinaisons interviennent selon un 

processus ordonné concernant le locus IgH en premier puis les loci Ig et Ig. De même, les 

réarrangements des chaînes lourdes d’Ig sont effectués de façon séquentielle, puisque l’on 

détecte d’abord les jonctions D-JH puis V-DJH. Afin d’expliquer la spécificité cellulaire (B et T) 

et la régulation spatio-temporelle des recombinaisons V(D)J, Alt et Yancopoulos ont proposé 

« le modèle de l’accessibilité ». Selon ce modèle, l’acquisition d’une structure 

chromatinienne décondensée (ou ouverte) au niveau des segments à réarranger précède le 

ciblage par les endonucléases RAG1 et RAG2. Par conséquent, le contrôle des 

réarrangements passe par le contrôle de l’accessibilité des gènes d’Ig (Yancopoulos and Alt, 

1986). Au cours des trente dernières années, de nombreuses études ont corroboré cette 

théorie et ont démontré qu’une myriade de mécanismes épigénétiques gouvernent 

l’accessibilité des gènes d’Ig (et du TCR). On parle ainsi de transcription non-codante, de 

remodelage chromatinien par hyper-acétylation et méthylation des histones, de 

relocalisation nucléaire et de changement de configuration tridimensionnelle du locus. 

 

3.1.1 Les modifications de la chromatine 

La structure chromatinienne n’est pas figée et se présente sous forme condensée ou 

décondensée. Le remodelage de la chromatine joue un rôle crucial dans la régulation de 

l’expression génique. Le degré de compaction est faible dans l’euchromatine définie comme 

ouverte et accessible aux protéines agissant directement sur l’ADN (i.e. polymérases, 

enzymes diverses et facteurs de transcription), et est élevé dans l’hétérochromatine définie 

comme fermée et inaccessible (pour revues Felsenfeld, 1992; Kadonaga, 1998). L’unité de 

base de la chromatine est le nucléosome. Il est constitué par l’enroulement de 147 pb d’ADN 

autour d’un octamère protéique composé de 2 copies d’histones H2A, H2B, H3 et H4. 

L’extrémité amino-terminale des histones (émergeant du nucléosome) peut subir différents 

types de modifications post-traductionnelles. Ces modifications affectent l’état de 



Figure 12 : Modifications des histones au locus IgH avant les recombinaisons D-JH 

Dans cette figure sont résumées les modifications des histones détectées dans des précurseurs B non 
réarrangés. Les marques caractéristiques d’une chromatine ouverte (H3K9ac, H4ac, H3K4me2) sont 
représentées par une ombre jaune, tandis que les marques hétérochromatiniennes (notamment 
H3K9me2) sont marquées par un trait rose. Les segments VH et DH sont représentés respectivement 
par des rectangles bleus et roses. Les segments VH distaux (558), VH proximaux (7183), le segment 
DH distal (DFL16.1), les segments DSP intermédiaires et le segment DH proximal (DQ52) sont précisés 
sur le schéma. Les segments JH sont marqués par des barres verticales noires.  Des carrés de couleurs 
différentes représentent les exons constant Cµ, Cδ et Cγ3. Les flèches signalent la localisation de 
sites hypersensibles à la DNAse I et l’ellipse  représente l’enhancer Eµ  (d’après Sen and Oltz, 2006). 

H3K9me2 (chromatine inactive) H3K9ac+H3K4me2 (chromatine active) 



Ch.1-Accessibilité transcriptionnelle et remaniements géniques au locus IgH 

19 
 

compaction de l’ADN (pour revue Jenuwein and Allis, 2001). Ainsi l’euchromatine est 

caractérisée par l’acétylation des histones H3 et H4 (H3ac et H4ac) et par la di- ou tri-

méthylation de la lysine 4 de l’histone H3 (H3K4me2 et H3K4me3). Ces marques sont 

également retrouvées au niveau des régions promotrices. Au contraire l’hétérochromatine 

est caractérisée par une hypoacétylation, ainsi que par la méthylation de la lysine 9 de 

l’histone H3 (H3K9me) et la tri-méthylation de la lysine 27 de cette même histone 

(H3K27me3) (pour revues Dunleavy et al., 2005 ; Bannister and Kouzarides, 2011). 

Différents travaux ont fait le lien entre le changement de la configuration 

chromatinienne et les recombinaisons V(D)J. Une explication simple des effets répresseurs 

que la chromatine peut avoir sur les réarrangements a été révélée grâce à une expérience de 

recombinaison in vitro. Les auteurs ont montré que l’enroulement d’une RSS au sein d’un 

nucléosome, la rend réfractaire à la fixation et au clivage par les enzymes RAG1 et RAG2 

(Golding et al., 1999; Kwon et al., 1998). De façon générale, les contraintes stériques liées à 

une forte compaction de la chromatine vont rendre les RSS inaccessibles aux protéines RAG 

(pour revue Schatz and Ji, 2011).  

Les techniques d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) utilisant des Ac 

spécifiques des différentes modifications post-tranductionnelles des histones ont 

considérablement renforcé les études du remodelage de la chromatine. De nombreuses 

expériences ont ainsi montré que les réarrangements V(D)J sont corrélés à des modifications 

dynamiques et ordonnées de la chromatine au niveau des régions variables. Dans des 

cellules n’appartenant pas au lignage B, le locus IgH est inaccessible. Par défaut, il présente 

des marques hétérochromatiniennes typiques : hypoacétylation et diméthylation de la lysine 

9 de l’histone H3 (H3K9me2). Ce statut répressif pour les recombinaisons est levé 

progressivement au cours du développement B, permettant ainsi aux endonucléases RAG1 

et RAG2 de cibler les segments DH et JH dans un premier temps, puis les segments VH 

lorsque les segments DJH sont formés. Ainsi, dans des précurseurs B non réarrangés, les 

segments DH localisés en 5’ et en 3’ (DFL16.1 et DQ52) et les segments JH possèdent des 

marques caractéristiques d’une chromatine ouverte (H3K9ac, H4ac, H3K4me2) (Figure 12). 

Par contre, les segments DSP intermédiaires (représentant la majorité des segments DH) sont 

associés à des nucléosomes présentant des marques hétérochromatiniennes (notamment 

H3K9me2) (Chowdhury and Sen, 2001 ; Johnson et al., 2004 ; Chakraborty et al., 2007 ; 

Chakraborty et al., 2009). En accord avec cette observation, il a été montré que les segments 



Figure 13 : Modèle de l’activation épigénétique du locus IgH lors des recombinaisons VDJ  
Représentation de la région DH-Cµ du locus IgH en configuration germinale dans des cellules non B (ligne du 
haut). Les flèches violettes et la flèche blanche représentent respectivement les séquences répétées 
associées aux segments DSP et DFL16.1. Les segments DH sont représentés par des traits : segments DSP 
(marron), le segment DFL16.1 (orange) et le segment DQ52 (jaune). Les segments JH sont marqués par des 
traits noirs. Les rectangles orange et bleu représentent les gènes constants Cμ et Cδ.  Les ballons 
caractérisent des modifications d’histones. L’accessibilité de la région DH-Cµ semble s’établir en deux 
phases : l’une dépendante, l’autre indépendante d’Eµ. Ce modèle d’activation épigénétique est détaillé 
dans le texte ci-contre (d’après Chakraborty et al., 2009). 

DFL16.1 DQ52 
DSP (n) 



Ch.1-Accessibilité transcriptionnelle et remaniements géniques au locus IgH 

20 
 

DFL16.1 et DQ52 sont préférentiellement utilisés lors des réarrangements (Tsukada et al.,  

1990). Parmi les différentes marques de chromatine active détectées au niveau de la région 

englobant DQ52 et les segments JH, le motif H3K4me3 est directement impliqué dans le 

recrutement des recombinases. En effet, la protéine RAG2 possède un domaine PHD (pour 

Plant Homeo Domain) qui a la propriété de se fixer de manière spécifique sur ce motif (Liu et 

al., 2007b ; Matthews et al., 2007 ; Xu and Feeney, 2009). Dans ce sens, une liaison 

particulièrement élevée de la protéine RAG2 est détectée au niveau de la région JH (Ji et al., 

2010b). Au début du stade pré-proB, lorsque les réarrangements DH-JH s’effectuent, les 

régions incluant les segments VH possèdent les marques d’une chromatine inactive 

(Morshead et al., 2003). Ceci contribue à l’exécution ordonnée des recombinaisons V(D)J (D-

JH précédent V-DJH) en permettant une fixation des protéines RAG restreinte à la région DH-

JH.  

Des études de marques chromatiniennes menées dans des précurseurs B non 

réarrangés dépourvus de l’enhancer intronique Eμ suggèrent que l’accessibilité de la région 

DH-JH s’établie en deux phases et soulignent le rôle clé de cet enhancer dans le contrôle des 

recombinaisons V(D)J (Figure 13). Au cours de la première phase, indépendante d’Eμ, 

apparaissent les diméthylations activatrices de l’histone H3 (H3K4me2) tandis que les motifs 

H3K9me2 sont éliminés. Cette première étape semble rendre Eµ accessible à des facteurs de 

transcription. Il s’en suit une seconde phase au cours de laquelle Eμ contribue efficacement 

à l’apparition de marques de chromatine active (H3K9ac et H3K4me3) (Chakraborty et al., 

2009). Il a été suggéré que des protéines fixées au niveau de Eµ recrutent des enzymes de 

remodelage de la chromatine, permettant de générer les conditions optimales pour 

déclencher la transcription germinale (ou non codante) au niveau de cette région. Dans ce 

sens, le complexe de remodelage de la chromatine SWI/SNF est un candidat potentiel. En 

effet, les protéines SWI/SNF sont recrutées au niveau de la région DH-JH de façon 

dépendante d’Eµ. De plus, le knockdown de la sous unité ATPase de ce complexe dans des 

précurseurs B entraîne une diminution de la transcription non-codante au locus IgH et abolit 

les recombinaisons D-JH (Morshead et al., 2003 ; Osipovich et al., 2009). Etant donné que la 

méthyltransférase permettant la mise en place des motifs H3K4me3 est souvent associé à la 

RNA Pol II, la transcription non-codante activée par Eµ (cf § 3.1.3) serait importante pour 

mettre en place les marques H3K4me3 au niveau de la région DH-JH et permettre le 

recrutement des RAG (Chakraborty et al., 2009).  
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A la fin du stade pro-B, les réarrangements se poursuivent par la jonction d’un 

segment VH sur le segment recombiné DJH. Dans le contexte d’accessibilité chromatinienne, 

une question majeure concerne le ciblage précis des segments VH au niveau des segments 

DJH. En effet, comment se fait-il qu’un segment VH situé à plus de 2 Mb du segment DJH est 

recombiné précisément sur ce dernier et non sur les segments DH non réarrangés 

adjacents ? (le plus proche étant situé moins de 4kb en amont du segment DJH). Les 

premiers éléments de réponse proviennent d’une étude récente du groupe de Sen. Ces 

auteurs ont démontré que les segments DJH présentent des marques de chromatine ouverte 

(H3K9ac et H3K4me2 H3K4me3) qui ne s’étendent pas aux segments DH situés en amont. Ils 

ont également mis en évidence une relocalisation des RAG au niveau des segments DJH. Par 

conséquent, les modifications épigénétiques induites par le réarrangement D-JH restreignent 

les recombinases au niveau du segment DJH. Ces données supposent que les RAG associées à 

la RSS située en 5’ du segment DJH (en capturant un segment VH accessible) initient la 

recombinaison VH-DJH de façon précise (Subrahmanyam et al., 2012). 

Une fois les recombinaisons D-JH effectuées, les segments VH proximaux acquièrent à 

leur tour un statut actif (histones hyperacétylées). Enfin, sous la dépendance de la 

signalisation par le récepteur à l’interleukine 7 (IL7-R) et de son effecteur STAT5 (signal 

transducer and activator of transcription 5), les histones des régions incluant les segments VH 

distaux deviennent également hyperacétylées. Cette acétylation semble principalement 

confinée au niveau des promoteurs et des RSS des segments VH (Chowdhury and Sen, 2001; 

Johnson et al., 2003 ; Bertolino et al., 2005). Récemment, les données concernant le rôle de 

l’IL7 et de STAT5 dans l’accessibilité des segments VH distaux ont été controversées par les 

travaux de Malin et al. En utilisant la technique de « ChIP on chip », ces auteurs n’ont pas ou 

peu détecté de marques de chromatine active au niveau de ces segments VH, à l’exception 

des segments de la famille VH3609 (disséminés entre les segments VHJ558) (Malin et al., 

2010). Des études complémentaires méritent d’être menées afin de réconcilier ces 

différentes études. 

La régulation de la recombinaison est différente entre les segments VH proximaux et 

distaux. En effet, dans des cellules pro-B déficientes pour le facteur de transcription Pax5, le 

facteur YY1 (pour Ying Yang 1), la chaîne  du recepteur à l’IL7 (IL7-R) ou bien encore 

l’Histone-lysine N-methyltransferase (EZH2), les réarrangements des segments VH distaux 

sont fortement diminués voire abolis alors que ceux des segments VH proximaux se font 
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efficacement. En ce qui concerne Pax5 et YY1, des défauts de contraction du locus 

expliquent en partie le défaut de réarrangement des segments VH distaux (Corcoran et al., 

1998 ; Hesslein et al., 2003 ; Su et al., 2003, Fuxa et al., 2004 ; Liu et al., 2007a). L’histone 

methyltransferase EZH2 est responsable de la triméthylation de la lysine 27 de l’histone H3 

(H3K27me3). Cette modification inhibitrice diffère entre les segments VH distaux et 

proximaux, les motifs H3K27me3 étant présents uniquement dans la région contenant les 

segments VH proximaux. Puisque la délétion conditionnelle de EZH2 induit la diminution de 

l’utilisation des segments VH distaux lors des réarrangements, les marques répressives 

présentes au niveau des segments VH proximaux permettraient une utilisation homogène de 

tous les segments VH (Xu et al., 2008).  

Dans les cellules pré-B, lorsqu’une chaîne lourde fonctionnelle est produite, la 

diminution du signal induit par l’IL7 aboutit à un changement de statut de la chromatine 

dans la région 5’ du locus IgH : les histones localisées au niveau des segments VH deviennent 

hypoacétylées, rendant ainsi ces régions moins accessibles aux recombinaisons (Chowdhury 

et Sen, 2003). De façon concomitante, le groupe de Skok a mis en évidence une 

relocalisation des allèles non-productifs (réarrangés DJ ou VDJ-) au niveau de 

l’hétérochromatine centromérique qui empêcherait de futurs réarrangements (Roldan et al., 

2005) (cf § 3.1.2 ). 

Des changements de l'état de méthylation des gènes d’Ig ont également été mis en 

évidence. Ainsi, l'analyse du profil de méthylation des gènes des chaînes lourdes et légères 

d’Ig montre que les loci sont méthylés dans les tissus non lymphoïdes et que l'établissement 

des recombinaisons V(D)J au cours du développement B est associée à une déméthylation 

des séquences d’Ig (Storb and Arp, 1983 ; Mather and Perry, 1983 ; Goodhardt et al., 1993 ; 

Mostoslavsky et al., 1998 ; pour revue : Goldmit and Bergman, 2004). Cependant la 

déméthylation seule n’est pas suffisante pour initier les recombinaisons V(D)J (Cherry et al., 

2000). De façon intéressante, les segments recombinés DJH sont déméthylés, tandis que les 

segments DH et JH non réarrangés sont méthylés. Cette déméthylation étant dépendante 

d’Eµ, ces données vont dans le sens d’un marquage spécifique du segment DJH avant 

l’initiation des réarrangements V-DJH (Selimyan et al., 2013). 

 



Figure 14 : Modèle de relocalisation nucléaire du locus IgH 
Dans des progéniteurs lymphoïdes le locus IgH est ancré à la périphérie nucléaire via sa région 5’. Il y 
réside dans un état décontracté. La migration des allèles IgH débute au stade pré-proB où 
l’expression du facteur de transcription EBF (Early B cell Factor) va entraîner une relocalisation 
centrale partielle de ces derniers concomitante à l’initiation des recombinaisons D-JH. La seconde 
étape, corrélée aux recombinaisons VH-DJH, a lieu au stade proB et coïncide avec un positionnement 
des allèles IgH au centre du noyau. L’expression de Pax5, et potentiellement d’un autre facteur 
restant à identifier, induit la contraction du locus IgH (adapté de Hewitt et al., 2010).  
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3.1.2 La localisation nucléaire du locus IgH 

Le noyau des cellules eucaryotes contient des domaines actifs ou inactifs sur le plan 

transcriptionnel. Par conséquent le positionnement nucléaire d’un gène peut influencer son 

expression. Ainsi, la localisation au niveau de l’euchromatine située au centre du noyau est 

corrélée à une forte expression génique, tandis que le positionnement des gènes dans les 

régions hétérochromatiniennes situées en périphérie et au niveau péricentromérique (PCH 

pour Pericentromeric Heterochromatin) contribue à leur répression transcriptionnelle 

(silencing) (pour revues Lamond and Earnshaw, 1998 ; Kosak and Groudine 2004).  

Plusieurs études ont mis en évidence la mobilité du locus IgH au niveau nucléaire. Au 

sein des CSH, les allèles IgH sont localisés au niveau de la périphérie nucléaire. La lamine, 

protéine de la membrane nucléaire, s’associe aux séquences distales VHJ558 permettant 

ainsi l’ancrage du locus IgH. L’engagement dans la voie de différentiation lymphocytaire B 

induit des changements dans le positionnement nucléaire des allèles IgH. Au stade pro-B, ces 

allèles migrent au centre du noyau où l’environnement est considéré comme permissif pour 

la transcription et la recombinaison (Kosak et al., 2002 ; Yang et al., 2005).  

Basé sur l’ensemble des études de FISH (Fluorescent in situ Hybridization) réalisées 

sur le locus IgH, Skok et al. ont proposé un modèle de relocalisation nucléaire s’effectuant en 

deux étapes. Dans les CLP, le locus IgH est ancré à la périphérie nucléaire via sa région 5’. Il y 

réside dans un état « décontracté », les segments VH étant éloignés de la région DH-JH 

(Figure 14). La migration des allèles IgH débute au stade pré-proB où l’expression du facteur 

de transcription EBF (Early B cell Factor) va entraîner une relocalisation centrale partielle de 

ces derniers concomitante à l’initiation des recombinaisons D-JH. La seconde étape, corrélée 

aux recombinaisons VH-DJH, a lieu au stade proB et coïncide avec un positionnement des 

allèles IgH au centre du noyau (pour revue Hewitt et al., 2010). En parallèle, l’expression du 

facteur de transcription PAX5, et potentiellement d’un autre facteur restant à identifier, 

induit la contraction du locus IgH. Ce repliement tridimensionnel de la chromatine rapproche 

les segments VH distaux des segments recombinés DJH, ce qui les place à une distance 

physique des segments DJH  comparable à celle des segments VH proximaux. Alors que les 

segments VH proximaux sont réarrangés de façon efficace, la recombinaison des segments 

VH distaux est très sévèrement affectée chez les animaux déficients pour Pax5; cette 

contraction du locus IgH s’avère donc essentielle aux réarrangements de ces derniers (Nutt 



Figure 15 : ATM et le recrutement des allèles IgH au niveau de la PCH 
Un appariement des deux allèles IgH est observé dans environ 20% des cellules pré-pro-B et pro-B 
suite à la fixation des RAG. Dans ces cellules qui réarrangent leurs allèles IgH, l’introduction de 
cassures d’ADN sur un allèle induit le repositionnement ATM-dépendant de l’autre au niveau de la 
PCH. Une fois ce premier réarrangement effectué, ATM quitte le site de cassure et permet à l’allèle 
IgH exclu de se dissocier de la PCH. Si ce premier réarrangement est productif, la cellule pro-B peut 
se différencier en cellule pré-B, mais si ce réarrangement est non-productif, le second allèle IgH est 
recombiné à son tour  (adapté de Hewitt et al., 2010).  
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et al., 1997 ; Hesslein et al., 2003, Fuxa et al., 2004 ; Sayegh et al., 2005 ; Roldan et al., 2005 ; 

pour revue Medvedovic et al., 2011).  

L’établissement d’un réarrangement V(D)J productif sur un allèle IgH entraîne d’une 

part, la décontraction du locus sur les deux allèles rendant ainsi les segments VH non-

réarrangés réfractaires à de futurs recombinaisons et d’autre part le recrutement de l’allèle 

réarrangé de façon non-productive (VDJ- ou DJ) au niveau de l’hétérochromatine 

péricentromérique. Cette localisation nucléaire asymétrique étant maintenue pendant les 

réarrangements de chaînes légères, son rôle est donc d’empêcher les recombinases RAG, 

nouvellement exprimées au stade pré-B, d’agir sur l’allèle IgH exclu lors des stades ultérieurs 

de différenciation (contribuant ainsi à l’exclusion allélique) (Roldan et al., 2005). Au stade 

pré-B, il a également été démontré une association interchromosomique transitoire entre un 

allèle IgH et un allèle Ig au niveau de la PCH. Cette interaction, régulée par l’enhancer 3’E,  

permet le recrutement de l’allèle IgH au niveau de la PCH dans plus de 60% des cellules pré-

B, et contribue à sa décontraction (Hewitt et al., 2008).  

Enfin, une étude récente a mis en évidence un appariement des deux allèles IgH dans 

environ 20% des cellules pré-pro-B et pro-B. Dans ces cellules qui réarrangent leurs allèles 

IgH, l’introduction de cassures d’ADN sur un allèle induit le repositionnement ATM-

dépendant de l’autre au niveau de la PCH (Figure 15). Il a été proposé que ATM, activé par 

les cassures de l’ADN sur un allèle, agirait en trans sur l’allèle non clivé pour empêcher 

l’apparition de cassures sur ce dernier, et contribuerait ainsi à la réalisation asynchrone des 

recombinaisons VH-DJH. Une fois ce premier réarrangement effectué, ATM quitterait le site 

de cassure et permettrait à l’allèle IgH exclu de se dissocier de la PCH (par exemple si son 

réarrangement était requis dans le cadre d’une recombinaison non-productive sur le 

premier allèle) (Hewitt et al., 2009).  

 Le positionnement nucléaire asymétrique des allèles IgH n’est plus observé à partir 

du stade immature tardif, où la cellule B nouvellement produite, et exprimant fortement le 

BCR à la surface, présente à nouveau ces deux loci IgH au niveau de l’euchromatine. Ce 

positionnement nucléaire symétrique est maintenu dans les cellules B matures naïves (Skok 

et al., 2001).  

 



Figure 16 : Les transcrits germinaux lors des recombinaisons V(D)J  
Les segment VH, DH et JH, ainsi que le gène constant µ (noté CH) sont représentés par des rectangles. 
Les enhancers et les promoteurs sont caractérisés par des ellipses. Les RSS présentant des espaceurs 
de 12 ou 23 pb sont représentées respectivement par des triangles blancs et noirs. Les sites 
d’initiation potentiels de la trancription sont signalés par des flèches coudées hachurées.  
A Les premiers transcrits germinaux apparaissent lorsque le locus IgH est en configuration germinale, 
et sont initiés au promoteur de DQ52 (transcrits µ0) et en aval de Eµ (transcrits Iµ). Ils sont épissés et 
polyadénylés. La région DH-JH est transcrite en orientation antisens.  
B Les segments DJH réarrangés sont transcrits à partir du promoteur du segment DH recombiné. Le 
segment DJH est épissé sur les exons codants le gène constant Cµ et ce transcrit appelé Dµ est 
polyadénylé.  
C Les segments VH non réarrangés sont transcrits en orientation sens et antisens.  Les transcrits sens 
sont de courts transcrits épissés et polyadénylés alors que les transcrits antisens semblent être de 
longs transcrits non codants (adapté de Perlot and Alt, 2008).  
  

B 

C 
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3.1.3 La transcription germinale et la structure 3D du locus IgH 

Jusqu’en 1985, il était pensé que les segments VH étaient silencieux tant qu’ils 

n’étaient pas réarrangés et rapprochés physiquement de l’enhancer Eµ, mais Yancopoulos 

and Alt ont découvert qu’ils sont activement transcrits dans des précurseurs B avant que les 

recombinaisons V-DJH s’effectuent (Yancopoulos and Alt, 1985). Ces travaux révélant pour la 

première fois le lien étroit entre la transcription non-codante au locus IgH et les 

recombinaisons V(D)J ont provoqué une véritable révolution dans la compréhension de ce 

processus. Suite à cette observation de nombreux autres transcrits non-codant ont été mis 

en évidence lors des réarrangements. La cinétique d’apparition de ces multiples transcrits 

étant corrélée à la nécessité d’accessibilité des régions sujettes aux réarrangements, ils sont 

indéniablement des marqueurs de l’ouverture chromatinienne. Bien que leur rôle exact 

fasse encore débat aujourd’hui, de nombreuses études penchent en faveur d’une 

importance capitale de cette transcription non-codante à la fois dans le ciblage des RAG et 

dans l’établissement de la structure tri-dimensionnelle du locus. Ainsi, les éléments cis-

régulateurs du locus IgH ne sont pas seulement essentiels à l’expression des gènes d’Ig 

réarrangés mais contrôlent également l’accessibilité de la région variable lors des 

réarrangements. 

Les premiers transcrits non-codants détectés au locus IgH, ont dans un premier 

temps été qualifiés de « stériles » ou « germinaux » pour les différencier des transcrits 

codants initiés au niveau des segments VDJ réarrangés. Les premiers transcrits germinaux 

apparaissent avant les réarrangements D-JH et sont initiés au promoteur de DQ52 (transcrits 

µ0) et en aval de Eµ (transcrits Iµ) (Figure 16A) (Alessandrini and Desiderio, 1991 ; Lennon 

and Perry, 1985). La transcription de µ0 semble être un préalable nécessaire aux 

réarrangements D-JH ; elle permettrait d’augmenter l’accessibilité de la région DH-JH aux 

enzymes de recombinaison (Thompson et al., 1995). Simultanément l’apparition de 

transcrits antisens (orientation inversée par rapport aux gènes constants) est observée dans 

les régions JH et DH. Ces transcrits antisens couvrent toute la région DH-JH (environ 60 kb) et 

sont initiés en amont de Eµ (Bolland et al., 2007; Chakraborty et al., 2007 ;  Perlot et al., 

2008 ; pour revue Perlot and Alt, 2008). De façon intéressante, la délétion de l’enhancer Eμ 

entraîne une diminution drastique des recombinaisons D-JH accompagnée d’une baisse 

considérable des transcrits μ0 et Iμ (Perlot et al., 2005). De même, les transcrits antisens de 

la région DH ne sont plus détectés en l’absence de Eμ (Bolland et al., 2007). La disparition de 
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ces nombreux transcrits régulateurs coïncide également avec une réduction de la densité de 

la RNA Pol II dans les régions concernées (Chakraborty et al., 2009). L’ensemble de ces 

données suggère qu’Eµ contrôle les recombinaisons D-JH en partie via l’activation de la 

transcription germinale. Il est postulé que le passage de la RNA Pol II permet de décondenser 

la chromatine au niveau de la région DH-JH. La RNA Pol II et les facteurs de remodelage 

chromatinien associés à cette dernière rendraient les segments DH accessibles, et mettraient 

en place les motifs H3K4me3 nécessaires au ciblage de RAG2 (pour revue : Corcoran, 2010 ; 

Feeney, 2011). Dans ce sens, les travaux d’Abarrategui and Krangel ont démontré que la 

transcription germinale est requise pour les réarrangements du TCR. Ces auteurs ont 

introduit par recombinaison homologue une séquence de terminaison permettant de 

bloquer la RNA pol II en aval du promoteur TEA (modèle murin TEA-T pour T Early Alpha 

promoter Terminator) ou du segment J56 (modèle murin 56R). Ils ont ainsi pu montrer que 

le blocage de la transcription germinale entraîne une diminution drastique de la 

recombinaison des segments J situés en aval de la séquence de terminaison. De plus, ils 

observent une baisse considérable des motifs H3K4me3 au niveau de ces segments 

(Abarrategui and Krangel, 2006 ; 2007 ; pour revue Del Blanco et al., 2011). Une étude 

complémentaire révélant un défaut de recrutement de RAG1 en aval du blocage est venu 

conforter ces observations (Ji et al., 2010a). La transcription non codante semble donc être 

un acteur majeur du processus de recombinaisons V(D)J et non un stigmate de l’accessibilité 

chromatinienne. 

Suite aux recombinaisons D-JH, les segments réarrangés DJH sont également 

transcrits à partir du promoteur situé en 5’ du segment DH (pDH) (transcrits Dµ) (Figure 16B) 

(Reth and Alt, 1984; Alessandrini and Desiderio, 1991). En effet, tous les segments DH qui 

ont été étudiés présentent un promoteur bidirectionnel, mais leur activité n’a été détectée 

que dans des lignées cellulaires réarrangées DJH (Chakraborty et al., 2007). Ainsi 

d’hypothétiques transcrits germinaux DH sens pourraient être initiés au niveau des pDH ; ils 

n’ont cependant encore jamais été identifiés (pour revue Perlot and Alt, 2008).  

Dans le même temps, des transcrits germinaux sens et antisens sont initiés au niveau 

de la région VH. Les transcrits germinaux VH sens sont faciles à détecter pour la famille 

VHJ558, mais plus difficiles pour ce qui est des autres familles. Ces petits transcrits sont 

initiés à partir des pVH ; ils traversent la région codant le segment VH et sont polyadénylés 

en aval de cette dernière (Figure 16C) (Yancopoulos and Alt, 1985 ; pour revue Perlot and 



A 

B 

Recombinaison D-JH au stade pré-pro-B dans des cellules sauvages 

Recombinaison D-JH au stade pré-pro-B dans des cellules IGCR1/CBE-/- 

Figure 17 : Modèles de recombinaison D-JH dans des cellules B sauvages et IGCR1/CBE-/- 

A Dans des cellules pré-pro-B sauvages, la région de contrôle intergénique 1 (IGCR1) agit comme un 
isolateur et bloque l’activation précoce de la transcription germinale au niveau des segments VH 
proximaux (allant de VH81X à VHQ52) . L’IGCR1 interagit avec les éléments de fixation pour le facteur 
CTCF au niveau de la 3’RR (3’CBE) séparant les segments VH et la région D-JH dans deux domaines 
chromatiniens différents. Ainsi, seuls les réarrangements D-JH peuvent avoir lieu à ce stade.  
B Des mutations des sites CBE de l’IGCR1 (modèle murin IGCR1/CBE-/-) suppriment cette activité 
isolatrice. Des transcrits de novo apparaissent au niveau des segments VH proximaux corrélés avec 
des réarrangements désordonnés à ce stade de développement (adapté de Guo et al., 2011b) 
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Alt, 2008). Au contraire, les transcrits VH antisens s’étendent sur plusieurs segments VH et 

les régions intergéniques adjacentes. La région VH étant composée de petits segments VH 

d’environ 500 pb séparés par de grandes régions intergéniques de 10 à 20 kb, ces transcrits 

antisens sont de long transcrits non-codants (Bolland et al., 2004 ; pour revue Corcoran, 

2010). Recemment, Verma-Gaur et al. ont démontré que les transcrits VH antisens sont 

présents en plus grande quantité que les transcrits sens. Cette étude a également révélé que 

les transcrits VH antisens sont principalement initiés au niveau de cinq domaines distincts de 

la région VH distale : au niveau de trois éléments PAIR (Pax5 Activated Intergenic Repeats) 

(PAIR 4, 6 et 11); dans une région de 200 kb au niveau des segments VHJ558 les plus 

proximaux, et au niveau des segments VHJ606 (Verma-Gaur et al., 2012). La fenêtre 

d’expression de ces transcrits étant précisément corrélée avec l’initiation des 

recombinaisons V-DJH, cette transcription germinale (notamment antisens) est supposée 

ouvrir la chromatine au niveau de la région VH, favorisant ainsi les interactions à distance au 

sein du locus IgH et l’accessibilité des segments VH à la machinerie de recombinaison (pour 

revue Stubbington and Corcoran, 2013).  

 Les travaux des groupes d’Alt et de Corcoran ont récemment apporté les premières 

preuves du rôle clé de la transcription non-codante dans la régulation des recombinaisons V-

DJH. En effet, la grande région intergénique d’environ 90kb séparant les segments VH et DH 

contient une région de contrôle nommée IGCR1 (Intergenic Control Region 1) nécessaire au 

maintien de l’ordre des recombinaisons V(D)J. Dans un premier temps, le groupe de 

Corcoran a montré que cette région contient deux sites de fixation pour CTCF ou CBE (pour 

CTCF Binding Element) et que ces derniers sont des isolateurs empêchant la transcription 

antisens DH de s’étendre à la région VH proximal (Figure 17A) (Featherstone et al., 2010). Le 

groupe de Alt a ensuite confirmé le mécanisme par une large délétion de toute la région 

intergénique (Giallourakis et al., 2010). Puis, cette même équipe a invalidé les deux CBE de 

l’IGCR1 (animaux IGCR1-CBE-/-) et mis en évidence une altération des réarrangements V(D)J 

avec une utilisation préférentielle des segments VH proximaux au détriment des segments 

distaux. Ce modèle murin présente également des réarrangements désordonnés avec 

l’initiation des recombinaisons VH-D et VHproximaux-DJH au stade pré-proB, alors que seuls les 

réarrangements D-JH ont lieu à ce stade. Chez ces animaux mutés, le contrôle tissulaire 

s’avère aussi être rompu puisqu’une partie des LT présentent des réarrangements VH-DJH. 



Pré-pro-B  

Pro-B  

Figure 18:  Représentation schématique de la structure tri-dimentionnelle du locus IgH 

Les différents segments VH, DH, JH et les gènes constants sont représentés par des bandes de couleur (cf 
encadré). Dans des cellules pré-proB, le locus IgH  est composé de trois structures 3D constituées de 
multiples boucles d’ADN organisées en forme de rosette. Les trois structures 3D sont bien séparées les unes 
des autres: le locus est décontracté. Au stade pro-B s’opère un rapprochement spatial des deux structures 
contenant les segments VH distaux et proximaux au niveau de la structure 3D contenant la région DH-JH et 
les gènes constants.  Le locus IgH est contracté (adapté de Bossen et al., 2012) 
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De façon intéressante, ces défauts sont corrélés avec l’apparition de novo de transcrits 

germinaux au niveau des segments VH proximaux (alors qu’ils sont indétectables dans des 

précurseurs B sauvage) (Figure 17B). Dans ce modèle muté, l’initiation de la transcription 

germinale est donc clairement associée à la mise en place des recombinaisons (Guo et al., 

2011b). L’apparition de ces nouveaux transcrits germinaux peut ainsi être expliquée d’un 

point de vue topologique. En effet, l’IGCR1 interagit à distance avec Eµ et les sites CBE des 

isolateurs de la 3’RR (ou 3’CBE) (Degner et al., 2011 ; Guo et al., 2011a et b). L’interaction 

entre l’IGCR1 et les 3’CBE  est dépendante de CTCF et de la cohésine (Degner et al., 2011), 

alors que l’interaction avec Eµ semble impliquer le facteur de transcription YY1 (Guo et al., 

2011a). Les dérèglements observés dans le modèle IGCR1-CBE-/- suggèrent que la fixation de 

CTCF au niveau de l’IGCR1 (et par conséquent la formation de la boucle IGCR1-3’CBE) est 

nécessaire pour séquestrer Eµ et les segments VH proximaux dans des domaines 

chromatiniens différents. Au stade pré-proB, ce cloisonnement empêcherait ainsi Eµ 

d’activer la transcription germinale des segments proximaux (Guo et al., 2011b).  

 La régulation d’un locus aussi étendu que le locus IgH passe donc par une régulation 

« spatiale » basée sur des changements de conformation tri-dimensionnelle. Les différentes 

régions du locus IgH vont se rapprocher et s’éloigner au cours du développement B. 

Différentes études de FISH-3D et d’interactions par capture de conformation 

chromosomique (3C et 4C) ont ainsi mis en évidence des modifications topologiques du 

locus IgH lors des réarrangements. Une étude de FISH 3D, menée à l’aide de 12 sondes 

réparties sur la totalité du locus IgH, a démontré que les segments VH sont rapprochés de la 

région DH-JH spécifiquement au stade pro-B. Les approches bio-informatiques et 

géométriques de cette étude suggèrent qu’au stade pré-pro-B le locus IgH se trouve dans 

une configuration étendue dite décontractée composée d’au moins trois structures 3D 

constituées de multiples boucles d’ADN organisées en forme de rosette (Figure 18). Ainsi les 

segments VH sont physiquement éloignés de la région DH-JH lors des recombinaisons D-JH. 

Au stade pro-B s’opère un rapprochement physique des segments VH au niveau de la région 

DH-JH ; le locus IgH se trouve cette fois dans un état dit contracté (Jhunjhunwala et al., 2008 ; 

pour revue Bossen et al., 2012). Récemment, les travaux de 3C et 4C du groupe de Sen ont 

clairement démontré deux formes de compaction chromosomique du locus IgH. Le premier 

niveau de compaction concerne la mise en place des trois structures 3D contenant les 

boucles d’ADN ; le second correspond au rapprochement spatial de ces différentes 



Figure 19:  L’architecture du locus IgH 

Représentation circulaire du locus IgH où les barres de couleur extérieures représentent les segments VH, 
DH, JH et les gènes constants. Au sein des segments VH distaux , les barres bleues internes représentent les 
membres de la famille VHJ558, les barres oranges représentent la famille 3609 et les barres vertes la famille 
J606. Les barres grises internes indiquent les sites de liaison pour CTCF et YY1. Les flèches vertes indiquent 
les principaux transcrits antisens de la région VH observés dans les cellules pro-B. La flèche jaune indique la 
transcription de Iμ. Les courbes au centre du cercle représentent des interactions à distance observées par 
des techniques de 3C et 4C. Le lien gris indique l’interaction entre l’IGCR1 et la 3’RR. Les liens oranges 
correspondent aux interactions dépendantes de Eμ, tandis que les liens bleus correspondent aux 
interaction Eμ-indépendantes impliquant CTCF. Les liens violets caractérisent les interactions entre Eμ et les 
éléments PAIR 4 et 6 (d’après Stubbington and Corcoran, 2013). 
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structures. Ils ont aussi révélé le rôle clé de l’enhancer Eµ dans l’établissement de la 

conformation 3D du locus IgH (Guo et al., 2011a).  

Ainsi, une première structure formée de trois boucles d’ADN permet un 

rapprochement des segments DH, JH, et CH grâce à des interactions entre Eµ et le promoteur 

de DQ52, entre l’IGCR1 et Eµ et enfin entre Eµ et la 3’RR. Cette première structure, 

dépendante d’Eµ, crée un domaine DH-JH-Eµ-CH qui favoriserait l’exécution des 

réarrangements D-JH au stade pré-proB. Par des expériences de ChIP, Guo et al. proposent 

que la formation de ces boucles fait intervenir le facteur de transcription YY1. Les 

interactions Eµ-3’RR et Eµ-IGCR1 pourraient être dues à des liaisons homotypiques entre des 

facteurs YY1 fixés au niveau des deux partenaires ou à des liaisons entre YY1 fixé à Eµ et des 

facteurs CTCF liés au niveau de l’IGCR1 et de la 3’RR (Figure 19). La formation des deux 

autres structures 3D est indépendante d’Eµ. L’une est mise en place au niveau de la région 

VH distale, l’autre au niveau de la région VH proximale. Ces deux structures n’interagissant 

pas entre elles, les segments VH distaux et proximaux sont inclus dans deux domaines 

différents. Les multiples boucles composant ces deux régions sont dues à des interactions 

entre des facteurs CTCF fixés au niveau des segments VH (Guo et al., 2011a). En effet, plus de 

soixante sites CTCF ont été identifiés au locus IgH dont la majorité est localisée au niveau de 

la région VH (Degner et al., 2009 ; Ebert et al., 2011 ; pour revue Bossen et al., 2012). Outre 

ces interactions au sein du domaine DH-JH-Eµ-CH, l’enhancer Eµ interagit aussi à distance 

avec deux autres sites : l’un situé au niveau des segments VH distaux (à proximité des 

segments VHJ558 les plus 3’), l’autre situé au niveau des segments VH proximaux (à 

proximité des segments VH7183 les plus 5’). Au stade pro-B, ces interactions dépendantes 

d’Eµ et impliquant YY1 seraient en partie responsables du rapprochement physique entre les 

segments VH et la région D-JH (Guo et al., 2011a).  

Récemment, il a été montré qu’Eµ interagit aussi avec deux éléments PAIR (i.e. PAIR 4 

et 6) situés au niveau de la région VH distale (à environ 2 Mb d’Eµ) et que ces interactions 

sont médiées par YY1 (Figure 19) (Verma-Gaur et al., 2012). Précédemment, le groupe de 

Busslinger a découvert quatorze éléments PAIR présentant des sites de fixation pour PAX5 , 

CTCF, E2A et la cohésine. Ces éléments conservés sont situés en amont des segments VH 

distaux de la famille VH3609. La fixation de Pax5 sur les éléments PAIR a lieu spécifiquement 

au stade pro-B et initie la transcription antisens de ces régions. Cette transcription non-

codante est également corrélée à la mise en place de marques de chromatine active 



Figure 20: Modèle de la transcription factory lors des recombinaisons V-DJH 

Représentation schématique du locus IgH. Des rectangles représentent les segments VH (rouges, marrons 
verts et bleus), les segments DH (violets), les segments JH (roses) et les gènes constants (gris). La 
transcription antisens initiée au niveau des segments VHJ606 est prise comme un exemple représentatif. 
Cette transcription non-codante en prenant place dans la même transcription factory qu’Eµ (ellipse brune) 
peut rapprocher les segments VHJ606 à proximité du segment recombiné DJH. Ce rapprochement facilite 
leur recombinaison par les endonucléases RAG (d’après Stubbington and Corcoran, 2013). 

VHJ558 les plus 3’ 

VHJ606 

Familles VH 

intermédiaires  

 Familles VH 

Proximales  
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(H3K9ac, H3K4me2, H3K4me3). La déficience pour Pax5 étant associée à un défaut de 

contraction du locus IgH, ces données suggèrent que la transcription germinale des éléments 

PAIR joue un rôle important dans ce phénomène (Ebert et al., 2011). Dans ce sens, les 

interactions entre Eµ et les éléments PAIR 4 et 6 ne sont pas détectées au stade pré-proB 

quand la transcription antisens des régions PAIR est absente. De même, des précurseurs B 

déficients pour YY1 présentent un défaut d’interaction Eµ-PAIR accompagné d’une baisse 

drastique de ces transcrits germinaux (Verma-Gaur et al., 2012). La délétion d’Eµ n’affectant 

pas cette transcription germinale, les interactions Eµ-PAIR ne semblent pas être le reflet 

d’un rôle activateur d’Eµ vis-à-vis des promoteurs des éléments PAIR.  

Le rôle actif de la transcription des éléments PAIR dans la contraction du locus IgH 

peut s’expliquer par la présence au sein du noyau de zones interchromosomiques appelées 

transcription factories. Ces régions, adjacentes aux chromosomes, sont riches en RNA Pol II, 

facteurs d’épissages, facteurs de polyadénylation et en enzymes de réparation de l’ADN 

(pour revues Edelman and Fraser, 2012 ; Papantonis and Cook 2013). En effet, les travaux du 

groupe de Feeney ont montré que la désorganisation des transcription factories dans des 

cellules pro-B affecte les interactions PAIR-Eµ (Verma-Gaur et al., 2012). Sachant que les 

facteurs YY1 et PAX5 activent la transcription antisens des éléments PAIR indépendamment 

d’Eµ, ces auteurs ont proposé que l’enhancer Eµ et les éléments PAIR (4 et 6) peuvent 

interagir entre eux, en étant recrutés au sein d’une même transcription factory  (Figure 20). 

Selon ce modèle, l’initiation des transcrits antisens permettrait le rapprochement des 

segments VH distaux à proximité des segments DJH. Cette juxtaposition pourrait être 

temporellement stabilisée par l’établissement d’interactions YY1-YY1 entre Eµ et les 

éléments PAIR. Cette théorie peut également expliquer les biais de recombinaison observés 

dans le modèle IGCR1-CBE-/-. En effet, l’initiation de transcrits germinaux de novo au niveau 

des segments VH proximaux augmenterait leur probabilité de recombinaison.  

De façon générale, l’activation de la transcription non codante des régions VH 

pourrait avoir un double rôle. D’une part, elle permettrait le recrutement des segments VH 

et Eµ au sein d’une même transcription factory, et par conséquent faciliterait la contraction 

du locus IgH. D’autre part, elle participerait activement à l’accessibilité des RSS et à leur 

ciblage par les endonucléases RAG. Par conséquent, la présence des pVH (en amont de 

chaque segment VH) et de plusieurs promoteurs antisens permet donc un choix dynamique 

et stochastique d’éléments qui peuvent être recrutés à proximité d’Eµ. Le recrutement de 
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Figure 21: Profil des hypermutations somatiques au niveau des exons VDJ réarrangés 
Les mutations observées lors de la SHM s’étendent de 150 pb à environ 1,5 kb après le site d’initiation de 
la transcription  fournit par le promoteur (flèche noire) du segment V réarrangé. L'exemple du locus IgH 
réarrangé illustre le ciblage de l'activité d'AID sur l'exon VDJ. L'enhancer Eµ et la partie constante Cµ ne 
sont pas touchés par les mutations (adapté de Peled et al., 2008).   
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ces promoteurs optimiserait ainsi le positionnement des segments VH lors des 

réarrangements V-DJH (Verma-Gaur et al., 2012 ; pour revues Stubbington and Corcoran, 

2013 ; Shih and Krangel, 2013). 

 

3.2 ACCESSIBILITE ET HYPERMUTATIONS SOMATIQUES 

Le mécanisme de SHM introduit des mutations au niveau de la partie variable des 

gènes d’Ig à raison de 10-3 mutations par paires de bases et par génération, ce qui est un 

million de fois plus élevé que le taux de mutations somatiques spontanées (pour revue 

Odegard and Schatz, 2006). Aux loci d’Ig, les SHM s’étendent sur une région d’environ 150 

pb à 1,5 kb en aval du site d’initiation de la transcription (TSS pour Transcriptionnal Start 

Site) fournit par le promoteur du segment V réarrangé. La fréquence de mutation n’est pas 

constante le long de cette région : elle est maximale au niveau de la région codante et 

décroit ensuite exponentiellement, laissant ainsi intacts les exons codant la partie constante 

de l’Ig (Figure 21). De même, la région située en 5’ du pVH n’est pas touchée par les 

mutations. Ces données ont donc supposées une connexion entre la transcription et le 

processus de SHM. En effet, la limite 5’ du spectre de mutation est étroitement corrélée à la 

présence du pVH (Crews et al., 1981 ; Kim et al., 1981 ; Gearhart and Bogenhagen, 1983; 

Lebecque and Gearhart, 1990 ; Rada and Milstein, 2001).   

Différentes études ont montré que le processus de SHM est couplé à la transcription 

des gènes d’Ig. La première démonstration claire de l’importance de la transcription dans le 

ciblage des mutations a été apportée par le groupe de Storb. En utilisant un transgène d’Ig, 

ces auteurs ont montré que l’exon C qui n’est normalement pas muté, le devient lorsqu’un 

promoteur de segment V est inséré en amont. Le spectre et la fréquence de mutations 

qu’ils observent au niveau du segment C s’avère être similaire à celui du segment V dans 

un cas normal (Peters and Storb, 1996).  Cette étude est la première preuve réelle que le TSS 

marque la limite 5’ des hypermutations. Ces observations ont été confirmées dans un 

transgène IgH où le deplacement du pVH de 750 pb est associé à un changement 

correspondant du spectre de mutations (Tumas-Brundage and Manser, 1997). De façon 

intéressante, la fréquence de mutation est aussi corrélée à l’intensité de la transcription 

(Fukita et al., 1998 ; Bachl et al., 2001). Dans ce sens, des travaux réalisés au laboratoire ont 

démontré que le blocage de la transcription d’un allèle réarrangé s’accompagne d’une chute 
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dramatique du taux de SHM sur cet allèle. De plus, cette étude a révélé des taux 

d’hypermutations somatiques similaires sur les exons VDJ en phase et hors phase impliquant 

une transcription des allèles non-productifs équivalente à celle des allèles productifs (cf 

chapitre 2 § 1 et article 1) (Delpy et al., 2004a). 

La découverte d’AID et les données actuelles sur la distribution de la RNA Pol II aux 

loci d’Ig (cf § 3.3.5) tendent à étayer le modèle du couplage « SHM et transcription » 

proposé par le groupe de Storb dans les années 90. Ces auteurs avaient postulé qu’un 

facteur mutagène (MuF pour Mutator Factor) présent uniquement dans les LB en cours de 

mutation, était associé à la RNA Pol II et que les mutations apparaissaient quand MuF était 

déposé sur l’ADN au moment où la RNA Pol II était dans un état de pause (i.e. lorsqu’elle 

marque un arrêt) (Peters and Storb, 1996). Ce groupe a récemment démontré que 

l’induction artificielle de la pause de la RNA pol II (par des séquences de terminaison) est 

associée à une fréquence de mutations plus élevé sur le brin non matrice. Cette pause serait 

corrélée à l’exposition prolongée du brin non-matrice sous forme d’ADN simple brin (ssDNA 

pour single strand DNA), ce qui faciliterait l’action d’AID (Kodgire et al., 2013).  

 

3.3 ACCESSIBILITE ET COMMUTATION ISOTYPIQUE  

La CSR, permettant à un LB d'exprimer une chaîne lourde différente de l'IgM ou l’IgD, 

est un mécanisme complexe et hautement régulé. Elle cible des hotspots de recombinaisons 

appelés région S situées en amont de tous les gènes constants à l'exception de C. De plus, 

chaque gène constant appartient à une unité transcriptionnelle composée d’un promoteur 

nommé I (Intervening), d’un exon I non-codant, d’une région S et des exons codant le 

domaine constant. Cette organisation est importante car la transcription est à la base du 

mécanisme de CSR. En effet, la CSR vers un gène constant requiert en premier lieu la 

transcription de l’unité à laquelle il appartient. Cette condition impérative est permise car les 

promoteurs I qui initient cette transcription répondent à des signaux transmis par les LT et 

les cytokines environnantes. Dans ce contexte, la transcription permettrait de rendre les 

régions S accessibles à AID et/ou participerait directement à son recrutement au niveau de 

ces régions (pour revues Chaudhuri et al., 2007 ; Pavri and Nussenzweig 2011) .  

 



Transcription 

Epissage 

Unité transcriptionnelle 

Figure 22 : Génération des transcrits germinaux sens lors de la CSR  
Les exons codant un isotype de chaîne lourde font partie d'une unité transcriptionnelle contenant un 
promoteur I (P), un exon I non codant (Ix) et une région S riche en G sur le brin non-matrice. x représente 
n'importe quel isotype sauf δ. La transcription de l'unité initiée par le promoteur I va générer des transcrits 
primaires qui vont ensuite être épissés entre le site donneur de l'exon I et le site accepteur du premier exon Cx 
(adapté de Chaudhuri and Alt, 2004).   
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3.3.1 Le rôle des régions switch  

Comme nous l’avons déjà mentionné, les régions S sont les séquences répétées 

riches en G/C (G sur le brin non matrice) qui sont la cible des mutations par AID et par 

conséquent des DSB lors de la CSR. Leur taille varie de 1 à 12 kb en fonction de l’isotype. 

Puisque les cassures apparaissent principalement dans les régions S, il a été suggéré que les 

motifs riches en G peuvent être impliqués dans le ciblage d’AID. Différents modèles de 

délétion, inversion ou bien encore remplacement de différentes régions S ont permis 

d’étudier le rôle de ces régions dans la CSR. La conclusion de toute cette littérature est que 

les régions S contribuent par leur orientation, leur longueur et leur caractère répétitif à 

cibler les recombinaisons sans qu’elles soient pour autant indispensables à la CSR. Elles sont 

donc requises pour permettre une CSR optimale (Luby et al., 2001 ; Khamlichi et al., 2004, 

Shinkura et al., 2003 ; Zarrin et al., 2005, 2008 ; pour revue Chaudhuri et al., 2007).  

 

3.3.2 Les transcrits germinaux  

Tous les transcrits germinaux lors de la CSR ont une structure analogue. Le TSS est 

localisé en 5’ de chaque région S au niveau du promoteur I. Après initiation, la transcription 

se poursuit à travers un exon I non codant, traverse la région S intronique et les différents 

exons constants CH et s’achève au site de polyadénylation normal des ARNm (Figure 22). Les 

transcrits primaires générés sont ensuite épissés entre le site donneur de l’exon I et le site 

accepteur du premier exon constant (CH1) formant ainsi des transcrits germinaux de type Ix-

Cx. Ces transcrits matures nommés pré-switch ne semblent coder aucune protéine car ils 

présentent des cadres de lecture ouverts très courts dûs à la présence de nombreux codons 

stop dans les exons I (Lennon and Perry, 1985 ; Stavnezer-Nordgren and Sirlin, 1986, 

Stavnezer et al., 1988, Lutzker and Alt, 1988 ; Radcliffe et al., 1990 ; Xu and Stavnezer, 1992 

pour revue Chaudhuri and Alt, 2004). Un second type de transcrits est produit suite à la 

recombinaison. Ces transcrits post-switch sont initiés par le promoteur Iµ, traversent l’exon 

Iµ puis la région S hybride (Sµ/Sx) formée par le réarrangement et les exons codant l’isotype 

nouvellement recombiné. Après épissage, ces ARNm de type Iµ-Cx sont également stériles 

(Li et al., 1994 ; pour revue Chauduri et al., 2007). La détection des transcrits pré- et post- 

switch est classiquement utilisée pour estimer l’activité d’une unité transcriptionnelle et  

l’efficacité de la CSR respectivement.  
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Outre les transcrits germinaux sens, des transcrits antisens (vraisemblablement non 

épissés) peuvent également être détectés au niveau des régions S, suivant le même profil 

d’expression que les transcrits sens (Perlot et al., 2008). En revanche, les exons Cµ (localisés 

en aval de Sµ) qui ne sont pas ciblés par AID ne sont pas transcrits en orientation antisens. 

Ces données ont donc suggéré que la transcription antisens des régions S contribuerait à leur 

ciblage par AID. Cependant, Haddad et al. ont récemment démontré que seule la 

transcription sens de la région S3 est essentielle et suffisante pour induire la CSR vers IgG3 

in vivo. En effet, lorsque ces auteurs bloquent spécifiquement la transcription sens au niveau 

S3, en insérant une cassette de polyadénylation et de pause transcriptionnelle en amont de 

cette région, la CSR vers IgG3 est abolie. Par contre, le blocage de la transcription antisens 

par l’insertion de la même cassette en aval de S3 n’affecte pas la CSR vers cet isotype 

(Haddad et al., 2011).  

Enfin, il est à noter que ce phénomène de transcription germinale touche aussi bien  

l’allèle productif que l’allèle non-productif et qu’il n’est pas rare que les deux allèles IgH 

recombinent vers le même gène constant (Delpy et al., 2003). 

 

3.3.3 Le rôle de la transcription germinale 

L’activation de cellules B isolées de rate de souris in vitro par un agent mitogène 

(stimulation de la voie TLR4 ou de la voie CD40) combiné à des cytokines est un moyen 

fréquemment utilisé pour étudier les mécanismes de CSR. L’activation B induite par le 

lipopolysaccharide (LPS) induit à elle seule la transcription germinale des promoteurs Iμ, I2b 

et I3 et par conséquent la CSR vers les isotypes IgG2b et IgG3. L’ajout d’IL4 au LPS active la 

transcription des promoteurs I1 et I, induisant la CSR vers IgG1 et IgE. L’ajout d’interféron  

(IFN) ou de Transforming Growth Factor  (TGF) entraîne respectivement la transcription 

germinale aux promoteurs I2a ou I et la CSR vers IgG2a ou IgA (pour revue Stavnezer, 

2000). 

La découverte de transcrits germinaux concomitants à la CSR a permis de considérer 

très tôt qu’une grande partie de la régulation de ce processus passe par le contrôle de cette 

transcription germinale (Stavnezer et al., 1988 ; Lutzker and Alt, 1988). Plusieurs études ont 

ainsi clairement démontré que la transcription des régions S est un prérequis obligatoire à la 

CSR. En effet, la délétion ciblée d’un simple exon I et/ou d’un promoteur I a révélé que la 
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transcription germinale d’une région S acceptrice donnée est requise pour la CSR vers 

l’isotype concerné. Par exemple, la délétion de la région située en 5’ de S1 incluant le 

promoteur I1 ou le remplacement de I2b par un gène de résistance à la néomycine 

transcrit en orientation inverse conduisent à l’abolition de la CSR pour IgG1 et IgG2b 

respectivement (Jung et al., 1993 ; Zhang et al., 1993). De plus, le remplacement d’un 

promoteur I avec un promoteur hétérologue peut induire la CSR vers un isotype dans des 

conditions où elle ne devrait pas être induite (Lorenz et al., 1995 ; Harriman et al., 1996).  

 Le rôle de la transcription dans la CSR et dans les SHM est devenu évident lorsqu’il a 

été démontré qu’AID n’exerce son activité enzymatique que sur des fragments de ssDNA. De 

nombreuses études ont ainsi établi que la génération de ssDNA au cours de la transcription 

germinale des régions S semble être impliquée dans le ciblage de l’action d’AID vers ces 

régions (Peterson-Mahrt et al., 2002 ; Chaudhuri et al.,2003 ; Dickerson et al., 2003 ; Ramiro 

et al., 2003 ; Bransteitter et al., 2003). Etant donné la répétitivité des régions S et leur 

caractère riche en G sur le brin non matrice (ou codant), leur transcription germinale peut 

conduire à la genèse de structures secondaires telles que des R-loops (hybrides ARN/ADN), 

des G-quartets (quadrulexes G) ou des stem loops (structure en épingle à cheveux) (pour 

revue Chaudhuri and Alt, 2004). Parmi ces structures, les R-loops sont les seules à avoir été 

détectées in vivo au niveau des régions S (Yu et al., 2003). En effet, lors de la transcription 

des régions S des hybrides ARN/ADN stables peuvent se former. Au sein de ces structures, le 

brin d’ADN non matrice se retrouve isolé sous forme de ssDNA sur une longueur pouvant 

excéder 1 kb. Ainsi, les R-loops peuvent contribuer à la génération de ssDNA au niveau des 

régions S. Néanmoins il a été montré que leur présence n’était pas indispensable au 

processus de CSR (pour revue Pavri and Nussenzweig, 2011). Par ailleurs, le ciblage d’AID au 

niveau du brin non matrice libre dans les bulles de transcription pourrait être stabilisée via 

son interaction avec la protéine RPA (Replication Associated Protein) qui est une protéine 

capable de se lier aux ssDNA (Chaudhuri et al., 2004). De plus cette interaction est 

dépendante de la phosphorylation d’AID par la protéine kinase A (PKA) (Basu et al., 2005 ; 

Vuong et al., 2009). Il a récemment été suggéré que le recrutement d’AID précède celui de 

RPA, qui agirait seulement dans un but de stabilisation afin de promouvoir l’activité 

déaminase d’AID (Yamane et al., 2011). Par ailleurs, des travaux publiés par l’équipe de 

Casali montrent que des protéines adaptatrices de la famille 14-3-3 sont fixées sur les motifs 

AGCT, fréquemment répétés sur le brin non matrice des régions S, et que ces dernières 
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recrutent AID et PKA (Xu et al., 2010). Un aspect encore plus révélateur du rôle clé que joue 

la transcription dans la CSR et les SHM a été mis en lumière par la découverte qu’AID 

s’associe physiquement avec le complexe de transcription dans les cellules B (Nambu et al., 

2003 ; Pavri et al., 2010 ; Willmann et al., 2012) (cf § 3.3.5) 

 AID cible à la fois le brin matrice et le brin non matrice des gènes transcrits  in vivo, 

pour autant les données que nous venons d’exposer ne permettent pas d’expliquer 

comment AID a accès au brin matrice. Le groupe d’Alt a récemment résolu ce problème. Ils 

ont découvert que le RNA exosome (i.e. un complexe présentant une activité 

exoribonucléasique 3’-5’) s’associe avec AID et fournit un accès au brin matrice in vitro. Ces 

auteurs ont aussi montré que le recrutement de ce complexe au niveau des régions S 

dépend d’AID et que la déplétion de ces sous unités induit une diminution de la CSR dans la 

lignée murine CH12 (Basu et al., 2011). De façon intriguante, le RNA exosome peut dégrader 

un ARN uniquement si son extrémité 3’ est libre. Au cours d’une élongation normale, cette 

situation n’arrive pas puisque l’extrémité 3’ de l’ARN naissant est hybridée avec l’ADN 

matrice et de surcroit masquée par la RNA Pol II. Pour expliquer cette énigme, Basu et al 

proposent que le recrutement du RNA exosome au niveau des sites de pause peut avoir lieu 

car la RNA Pol II en pause est souvent sujette à une marche arrière (backtracking), qui 

découvre ainsi l’extrémité 3’ de l’ARN naissant (Cheung and Cramer, 2011 ; Basu et al., 

2011).  

 

3.3.4 L’épissage des transcrits germinaux et la CSR 

Bien qu’essentielle, la transcription germinale en elle-même n’est pas suffisante pour 

induire la CSR de façon optimale. En effet, le remplacement de l’exon Iε par un promoteur 

efficace (Eμ associé à un promoteur pVH) conduit à une transcription normale, pourtant la 

CSR vers IgE est diminuée d’un facteur 10 à 100 dans ce modèle murin (Bottaro et al., 1994). 

Cette dichotomie entre le caractère obligatoire de la transcription germinale et le fait qu’elle 

ne soit pas à elle seule suffisante pour permettre la recombinaison peut s’expliquer par les 

travaux du groupe de Radbruck sur l’importance de la maturation des transcrits germinaux 

dans la CSR. Ces auteurs ont démontré que l’épissage des transcrits pré-switch, et/ou la 

machinerie d’épissage, est requis pour induire ce processus (Lorenz et al., 1995 ; Hein et al., 

1998). Récemment, ces observations ont été renforcées par la découverte que CTNNLB1 et 
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PTBP2, des protéines impliquées respectivement dans l’épissage et sa régulation, sont 

requises pour une CSR efficace (Conticello et al., 2008, Nowak et al., 2011). Si ces travaux 

révèlent la contribution de l’épissage dans le processus de CSR, les mécanismes sous-jacents 

restent encore méconnus et ont fait l’objet d’une partie de mes travaux de thèse présentés 

dans la Partie n°3 des résultats. 

 

3.3.5 La pause de la RNA Pol II et ciblage d’AID 

La transcription est un processus qui peut se subdiviser en plusieurs étapes : la 

formation du complexe de pré-initiation, l’initiation, la pause à proximité du promoteur, 

l’élongation et la terminaison. Ces différentes étapes sont directement liées à la 

phosphorylation du domaine carboxy terminal (CTD) de la RNA Pol II qui peut ainsi fournir un 

point d’ancrage pour différents facteurs protéiques. On retrouve ainsi des facteurs de 

remodelage chromatinien, des facteurs d’élongation de la transcription, ou bien encore des 

facteurs impliqués dans la maturation des ARNm. La transition entre l’étape de pause et 

l’étape d’élongation est un des événements les mieux connus. Lorsque la RNA Pol II est dans 

un état de pause, elle est phosphorylée au niveau de la serine 5 de son CTD (RNA Pol II ser5-

P), suite au déclenchement de la phase d’élongation, cette phosphorylation est perdue au 

profit de celle de la serine 2 du CTD (RNA Pol II ser2-P) (pour revues Fuda et al., 2009 ; 

Brookes and Pombo, 2009).  

De façon similaire aux SHM, le spectre de mutations générées par AID lors de la CSR 

débute environ 150 pb en aval du TSS fournit par un promoteur I. Par contre, les mutations 

s’étendent sur toute la région S que celle-ci fasse 1 kb ou 12 kb (Xue et al., 2006). Des études 

récentes sur la distribution de la RNA Pol II et d’AID au locus IgH ont suggéré un lien entre la 

pause de la RNA Pol II et l’activité d’AID. Comme nous l’avons déjà évoqué dans le contexte 

des SHM, l’idée d’une telle connexion avait été proposée bien avant la découverte d’AID par 

Storb et al. (Peters and Storb, 1996). Des études récentes, menées avec des LB activés, ont 

montré que la fixation de la RNA Pol II est maximale au niveau des régions S. La densité de 

Pol II fixée augmente entre le promoteur I et la région S et décroît en aval de la région S 

(Rajagopal et al., 2009 ; Wang et al., 2009). Ce profil de fixation de la polymérase est en 

accord avec un blocage de l’élongation au niveau des régions S. Il est frappant de constater 

que cette distribution de la RNA Pol II corrèle parfaitement avec le spectre de mutations. Ces 



Figure 23 : Le ciblage d’AID lors de la CSR  
La figure illustre le ciblage d’AID lors de la CSR vers IgG1.  
A La RNA Pol II et des enzymes de remodelage chromatinien (tels que les histones acétyl-transférase 
et méthyl-transférase) sont recrutées au niveau du promoteur Iγ1 pour initier la transcription 
germinale de la région Sγ1 et catalyser les modifications des histones au niveau de cette dernière. La 
région Sµ est quant à elle constitutivement transcrite. Grâce au facteur d'élongation de la 
transcription SPT5, la RNA Pol II s’associe avec AID au niveau des promoteurs Iμ et Iγ1.  
B Pendant l’élongation de la transcription, la RNA Pol II qui forme un complexe macromoléculaire 
avec SPT5 et, peut-être, SPT6, PTBP2 et le RNA exosome marque une pause au niveau des régions Sμ 
et Sγ1. Cette pause pourrait avoir un rôle dans la mise en place de modifications chromatiniennes 
permissives (H3K4me3: ovales jaunes et H3K9acS10ph: ovales oranges). Ces modifications associées 
à la perte de modifications répressives comme H3K9me3 (ovales bleu clair) et H3K27me3 (ovales 
pourpres) reflètent une chromatine ouverte au niveau de Sμ et Sγ1 qui permet l'accès à AID et à 
d'autres facteurs de la CSR. AID étant "accrochée" sur la machinerie de transcription, elle est donc 
fortement présente dans les régions S en raison du blocage de la RNA Pol II. Le backtracking de la 
RNA Pol II lors de la pause permettrait le recrutement du RNA exosome et rendrait le brin matrice 
accessible à AID.  
C et D La présence d’adaptateurs protéiques de la famille 14-3-3 (par leurs interactions avec des 
répétitions 5'-AGCT-3) favorisait également la stabilisation d’AID au niveau des régions S. Ces 
dernières recrutent PKA qui peut phosphoryler AID et permettre l’interaction entre AID et RPA fixé 
au niveau de l’ADN simple brin (d’après Xu et al., 2012).  
 

A 

B 
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données supportent donc le modèle proposé par le groupe de Storb (Peter and Storb, 1996 ; 

Rajagopal et al., 2009). L’accumulation de la RNA Pol II ayant lieu en l’absence d’AID, cette 

pause transcriptionnelle pourrait permettre de prolonger le temps d’exposition du ssDNA 

(libéré lors de la transcription) et favoriser ainsi son contact avec AID.  

La découverte que le facteur de pause transcriptionnelle Spt5 (Supressor of Ty5 

homolog) est requis pour la CSR a souligné l’importance de la pause de la RNA pol II dans les 

processus de SHM et de CSR (Pavri et al., 2010). Ce facteur Spt5 est connu pour interagir 

avec la RNA Pol II ser5-P et avec le ssDNA. Pavri et al. ont démontré que Spt5 sert 

d’adaptateur dans le recrutement d’AID sur la RNA Pol II en pause. En effet, la déplétion de 

Spt5 entraîne une baisse de la quantité de RNA Pol II co-immunoprécipitée avec AID. En 

revanche, une déplétion de la RNA Pol II n’affecte pas l’interaction entre AID et Spt5. Cette 

association AID-RNA Pol II en pause a été confirmée par des expériences de ChIP-seq 

montrant qu’AID est recrutée au niveau d’un millier de loci dans le génome. Cette fixation 

d’AID est particulièrement importante à proximité des promoteurs dans des régions connues 

pour être associées à la pause transcriptionnelle (Yamane et al., 2011). Ces données 

confirment une étude précédente montrant que les mutations induites par AID touchent de 

nombreux gènes transcrits dans les cellules B (Liu et al., 2008). Des analyses structurales ont 

révélé la présence de Spt5 à proximité de ssDNA dans des bulles de transcription (Klein et al., 

2011). Basé sur ces études, l’interaction d’AID avec Spt5 au niveau des régions S suite à la 

pause de la RNA Pol II pourrait ainsi positionner cette déaminase à proximité de son 

substrat. Par ailleurs, Spt5 pourrait être le pivot central de la CSR. Outre le fait qu’il recrute 

AID sur la RNA Pol II en pause, il est aussi connu pour interagir avec le RNA exosome 

(Andrulis et al., 2002) et avec des facteurs d’épissage (pour revue Kenter et al., 2012). Une 

étude récente a montré que AID pourrait aussi être associée à la RNA Pol II en cours 

d’élongation via son interaction avec le complexe PAF (RNA Polymerase Associated Factor) 

(Wilmann et al., 2012). La Figure 23 représente un modèle actuel sur le ciblage d’AID au 

niveau des régions S. 

  

3.3.6 Les modifications de la chromatine 

A la liste des éléments permettant le recrutement d'AID sur les régions S s'ajoute la 

régulation épigénétique. Des enzymes et des molécules adaptatrices sont sélectivement 
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recrutées et stabilisées au niveau des région S qui subissent la CSR. Ceci est possible, car 

seules les régions S visées par la recombinaison présentent des marques d’une chromatine 

ouverte. En effet, ces régions perdent des marques d’histone répressives telles que 

H3K27me3 au profit de marques actives (H3ac, H4ac, H3K9ac, H3K4me3, H3K36me3, 

H3K27ac, …) (Nambu et al., 2003 ; Wang et al., 2006, 2009; Chowdhury et al., 2008 ; Kuang 

et al., 2009; Daniel et al., 2010; Pavri et al., 2010; Stanlie et al., 2010, Yamane et al., 2011 ; 

pour revue Li et al., 2013). L’induction concomitante des modifications d’histones et de la 

transcription germinale suggère une régulation coordonnée de ces deux processus par des 

facteurs de transcription qui se fixent sur les promoteurs I. De tels facteurs pourraient 

recruter PTIP (PAX Interaction with Ttranscription-activation domain Protein) qui a un rôle 

crucial dans l’initiation de la transcription germinale et dans la génération de multiples 

modifications d’histones (H3K4me3, H3K36me3, H3K27ac) dans les régions S (Daniel et al., 

2010). Dans des études menées sur la totalité du génome, le motif H3K4me3 est plus 

rarement retrouvé au niveau des régions codantes que dans les  promoteurs associés à ces 

régions (pour revue Heintzman and Ren, 2007). L’enrichissement de ce motif au niveau des 

régions S comparativement aux promoteurs I et aux exons constants pourrait être dû au 

recrutement de facteurs de remodelages chromatiniens par la RNA Pol II (ou par les facteurs 

qui y sont associés). Parmi les candidats possibles, le complexe FACT (FAcilitates Chromatin 

Transcription complex), la méthyl-transférase SET1 ou bien encore le facteur SPT6, semblent 

impliqués dans la mise en place du motif H3K4me3 au niveau des région S (Stanlie et al., 

2010 ; Okazaki et al., 2011 ; Begum et al., 2012 ; pour revues Kenter et al., 2012 ; Xu et al., 

2012). Enfin, il faut souligner l’imortance de la marque de chromatine inactive H3K9me3 au 

niveau du recrutement d’AID sur la région Sµ. Cette marque permettrait le recrutement 

d'AID via une interaction avec les protéines HP1 (Heterochromatin Protein 1) et KAP1 (KRAB 

domain Associated Protein 1) (Jeevan-Raj et al., 2011).  

 

3.3.7 La cis-régulation de la CSR et les interactions à distance 

La 3’RR constitue un des éléments cis-régulateur majeur du locus IgH. Malgré la faible 

activité des quatre enhancers qui composent cette région, ils présentent une action 

synergique et assurent une forte transcription de gènes cibles (Madisen and Groudine, 1994; 

Michaelson et al., 1995; Chauveau et al., 1998). Ces quatre activateurs constituent une LCR 



Figure 24 : Interactions entre Eμ, régions S et 3' RR lors de la CSR 
Dans les cellules B au repos, Eμ interagit physiquement avec la 3'RR (à gauche). Après stimulation par le LPS, le 
promoteur Iγ3 est recruté à proximité des enhancers. En présence de LPS + IL4, c'est le promoteur Iγ1 qui est 
recruté. Le recrutement d'un promoteur permet le rapprochement d'une région S donnée à proximité de Sμ 
facilitant ainsi la formation de la synapse entre les régions S (d'après Wuerffel et al., 2007).   
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(Locus Control Region) dont l'activité est restreinte à la lignée B et culmine dans les LB 

activés par l’antigène (pour revues Khamlichi et al., 2000; Pinaud et al., 2011). La 3'RR 

contrôle l'expression des chaînes lourdes d'Ig mais aussi la transcription germinale initiée au 

niveau des promoteurs I. Ainsi, les souris 3’RR déficientes, dans lesquelles les quatre 

enhancers ont été invalidés, présentent une diminution drastique du CSR vers tous les 

isotypes et un processus de SHM totalement aboli (Vincent-Fabert et al., 2010 ; Rouaud et 

al., 2013).  

Les enhancers de la 3'RR vont ainsi interagir avec les promoteurs I pour augmenter la 

transcription initiée par ceux-ci. Des expériences de 3C ont démontré l'interaction physique 

entre la 3' RR, Eμ et les promoteurs Iγ3 ou Iγ1 lors d'une stimulation par du LPS ou du LPS en 

présence d’IL4 respectivement, permettant ainsi le rapprochement entre Sμ et la région S 

acceptrice concernée (Figure 24) (Wuerffel et al., 2007). Récemment, PTIP a été identifié 

comme interagissant avec PAX5 pour permettre ces interactions (Schwab et al.,  2011). En ce 

qui concerne les SHM, Rouaud et al ont récemment démontré que la 3’RR n’affecte que 

modérément la transcription initiée au niveau des promoteurs pVH, mais est nécessaire au 

recrutement d’AID. Cette étude démontre aussi une abolition du recrutement d’AID au 

niveau de Sµ. Ces données suggérant un rôle de la 3’RR dans le recrutement d’AID au cours 

de la CSR, semblent aller au-delà d’une activité restreinte à la transcription germinale des 

promoteurs I (Rouaud et al.,  2013).  

De façon inattendue, une étude réalisée au laboratoire et à laquelle j’ai participé a 

récemment révélé que les enhancers de la 3’RR sont flanqués de séquences répétitives 

ressemblant à celles des régions S nommées LS (Like-Switch). Ces régions LS ainsi que les 

enhancers peuvent être transcrits et mutés par AID lors de l’activation de la cellule B. 

Finalement, la triade « transcription, structure répétitive, ciblage par AID », pré-requis de 

l’accessibilité des régions S aux recombinaisons de type CSR étant réunies, il a pu être mis en 

évidence l’existence de recombinaisons entre la région Sμ et les sites LS de la 3’RR. Ce 

processus appelé Locus Suicide Recombination aboutit à la délétion de l’ensemble des gènes 

constants et de ce fait à l’inactivation du locus IgH (Péron et al., 2012 en Annexe 2). A l’heure 

actuelle, l’importance physiologique ainsi que la régulation de ce mécanisme sont en cours 

d’étude.  
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Chapitre 2 : Transcription et régulation post-transcriptionnelle 
des gènes d’Ig non productifs  

contrôler, supprimer  … 

1 TRANSCRIPTION DES GENES D’Ig NON-PRODUCTIFS 

Comme nous avons pu l’aborder précédemment, les gènes d’Ig subissent des 

recombinaisons V(D)J au niveau de leur région variable. Ces réarrangements permettent de 

générer un vaste répertoire immun à partir d’un nombre restreint de gènes. Cependant la 

grande imprécision des jonctions entraîne deux fois sur trois un décalage du cadre de lecture 

et l’apparition de PTC. Par conséquent, une forte proportion de LB (environ 50%) présente 

un allèle réarrangé de façon non productive (VDJ-). La transcription abondante de ces allèles 

hors phase pourrait entraîner la synthèse de chaînes d’Ig tronquées pouvant gêner 

l’assemblage et la production normale des Ig. Pour autant, de tels transcrits matures non-

sens ne sont que très rarement détectés dans les banques d’ADNc. Ces observations ont 

suggéré que l’exclusion allélique était maintenue par le silencing des allèles non productifs.    

Dans ce sens, les travaux de DNA et RNA FISH réalisés par l’équipe de Skok ont mis en 

évidence le recrutement de l’allèle IgH non-productif (DJ ou VDJ-) au niveau de 

l’hétérochromatine péricentromérique. Cette localisation nucléaire asymétrique a conduit à 

un modèle stipulant que le recrutement de l’allèle exclu au niveau de cette zone répressive 

inhibe sa transcription et cela notamment dans des cellules B activées (Skok et al., 2001 ; 

Roldan et al., 2005). Toujours dans ce contexte d’extinction de l’allèle non-productif, le 

groupe de Mühlemann a montré, dans des lignées cellulaires, que la présence d’un PTC sur 

un mini-gène d’Igµ inactive sa transcription en induisant la mise en place de marques 

chromatiniennes répressives (i.e. H3K9me3) (Bühler et al., 2005 ; Stalder and Mühlemann, 

2007). Ces auteurs ont nommé ce phénomène nonsense-mediated transcriptional gene 

silencing (NMTGS). Néanmoins, ces mêmes auteurs ont montré que ce mécanisme de 

silencing, mis en évidence dans une lignée non B à l’aide de transgènes, ne se produisait pas 

dans une lignée pro-B présentant des réarrangements bi-alléliques au locus IgH (VDJ+/VDJ-) 

(Eberle et al., 2009a).  

Cependant, plusieurs études sont venues controverser ce modèle de silencing de 

l’allèle exclu. Des travaux réalisés au laboratoire ont montré que la transcription germinale 

préalable à la CSR s’effectue de façon similaire sur les deux allèles IgH, indiquant ainsi une 



Figure 25 : Les différents mécanismes de surveillance des ARN 
La surveillance des transcrits présentant des codons stop prématurés (PTC) peut s’effectuer à différents stades 
de l’expression génique. Les transcrits primaires hors phase peuvent être pris en charge par le phénomène 
d’inhibition d’épissage. Au cours de l’épissage, c’est le phénomène de NAS qui prend le relais. Enfin, les 
transcrits matures contenant un PTC sont dégradés par NMD. 
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certaine accessibilité transcriptionnelle de l’allèle IgH non productif (Delpy et al., 2003). De 

plus, une preuve indirecte de la transcription efficace des allèles VDJ- a été apporté en 

étudiant comparativement la fréquence de SHM sur les deux allèles IgH. L’apparition de 

SHM étant proportionnelle au taux de transcription, ces résultats ont montré une fréquence 

équivalente de mutations sur les allèles IgH productifs et nonproductifs (Delpy et al., 2004a). 

Ces données plaidant en faveur d’une absence d’inhibition transcriptionnelle des allèles IgH 

non-productifs ont été étayées par les travaux de RNA-FISH de Daly et al mettant en 

évidence la transcription bi-allélique des allèles IgH dans des cellules B primaires (Daly et al., 

2007). En accord, avec ces résultats, Eberle et al. ont observé une transcription équivalente 

des deux allèles IgH dans la lignée proB qui leur a servi à l’étude du NMTGS (Eberle et al., 

2009a).   

La transcription des allèles d’Ig non productifs a aussi été observée au niveau des 

gènes de chaînes légères. Au locus Ig, environ 40 à 50% des cellules présentent des 

réarrangements bialléliques VJ+/VJ- (Coleclough et al., 1981 ; pour revue Mostoslavsky et al., 

2004). De tels réarrangements sont aisément détectables au sein de l’ADN génomique des 

cellules B, de même que leurs transcrits primaires, indiquant que ces allèles exclus 

bénéficient aussi d’un certain degré de transcription. Comme pour les chaînes lourdes, le 

niveau de détection des séquences hors phase est très faible parmi les transcrits épissés au 

point qu’ils deviennent quasi-indétectables dans les cellules B matures (Delpy et al., 2004b). 

Même si la localisation nucléaire asymétrique des allèles d’Ig semble maintenir 

l’exclusion allélique en prévenant les réarrangements sur les allèles exclus, elle n’empêche 

vraisemblablement pas leur transcription.  

Afin d’éviter les effets néfastes générés par la transcription puis la traduction des 

gènes d’Ig non-productifs, la surveillance des ARN est très active dans la lignée B et 

intervient tout au long de la maturation des transcrits (Figure 25). Dans un premier temps, 

un processus d’inhibition d’épissage appelé NMUP (Nonsense-Mediated Upregulation of Pre-

mRNA) agit directement sur les transcrits primaires. Durant l’épissage, le phénomène de NAS 

(Nonsense-associated Altered Splicing) permet d’éliminer les exons contenant des PTC par 

épissage alternatif. Enfin, les transcrits matures contenant des PTC sont dégradés par le 

mécanisme de NMD (Nonsense-Mediated mRNA Decay). Ces trois processus sont donc 

complémentaires et peuvent coexister au sein d’une même cellule pour contrôler 



Figure 26 : La position du PTC n’a pas d’impact sur le NMUP des pré-ARN Igµ 
Représentation schématique d’un transcrit primaire de chaîne lourde µ. Des PTC (rouge) situés dans trois 
exons différents du transcrit, entraînent la rétention des mêmes introns et cela avec la même efficacité 
(d’après Mühlemann et al., 2001; Maquat, 2002).   

PTC 

PTC 
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efficacement la qualité des ARN (Baumann et al., 1985 ; Connor et al., 1994 ; Lozano et al., 

1994 ; Aoufoushi et al., 1996 ; Jäck et al., 1989 ; Mühlemann et al., 2001 ; Delpy et al., 

2004b ; Eberle et al., 2009a ; Chemin et al., 2010 en Annexe 1 ; pour revue Isken and 

Maquat, 2007). 

 

2 NONSENSE-MEDIATED UPREGULATION OF PRE-mRNA 

L’épissage des pré-ARNm est une étape cruciale de l’expression génique chez les 

eucaryotes. Il concerne au moins 95% des gènes et constitue un préalable à l’exportation des 

ARNm dans le cytoplasme, siège de la synthèse protéique (Pan et al., 2008 ; pour revues 

Corcos et Solier, 2005 ; Fisette et al., 2009). Cette étape de la maturation ARN est sujette à 

un premier mécanisme de « contrôle qualité » appelé NMUP. De façon intrigante, la 

présence de PTC sur les pré-ARNm peut inhiber leur épissage et entraîner leur accumulation. 

En bloquant ainsi l’épissage des transcrits primaires, ce phénomène permet de réduire 

considérablement le taux de transcrits matures contenant des PTC.  

L’existence du NMUP a été révélée par le groupe de Milstein. Ces auteurs ont 

démontré que l’apparition de PTC dans les gènes Ig s’accompagne d’une accumulation des 

pré-ARNm non épissés. Leurs données indiquent également que le processus de NMUP n’est 

pas dépendant de la synthèse protéique et permet de réduire considérablement le taux 

d’ARNm Ig non-sens (Lozano et al., 1994 ; Aoufouchi et al., 1996). Par la suite, une étude de 

Mühlemann et al. a révélé que les pré-ARNm d’Igµ et du TCR contenant des PTC sont 

également soumis au NMUP. Ces auteurs ont démontré que seules les mutations non-sens 

entraînent une inhibition de l’épissage des pré-ARNm et que cet effet n’est pas influencé par 

la localisation du PTC. En effet, la rétention des introns est similaire même si les mutations 

non-sens sont localisées dans des exons différents (Figure 26). De façon intéressante, ils ont 

également montré que l’accumulation des transcrits primaires Igµ hors phase a lieu à 

proximité du site de transcription (Mühlemann et al., 2001). Toutes ces données sous-

entendent que la cellule est apte à identifier la présence de PTC au sein même du noyau. 

Nous noterons que ce mécanisme a aussi été identifié pour les transcrits non-sens du virus 

MVM (Minute Virus of Mice) (Gersappe et al., 1999 ; Naeger et al., 1992).  



Exon Intron Intron 
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Site donneur  
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Figure 27 : Régulation de l’épissage des pré-ARNm 
Représentation schématique d’un transcrit primaire. Les séquences cis régulant l’épissage sont représentées 
par des rectangles: activatrices (en vert) et inhibitrices (en rouge). Sont représentés également différents 
facteurs protéiques trans qui reconnaissent ces séquences. SR: Serine Rich; hnRNP : heterogeneous nuclear 
ribonucleoproteins; ESE : exonic splicing enhancer; ISS : intronic splicing silencer (adapté  de Corcos and Solier, 
2005). 
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Récemment, une étude menée par l’équipe de Wilkinson pour comprendre les 

fondements moléculaires du NMUP a permis de montrer qu’une accumulation de transcrits 

primaires non épissés (ou partiellement épissés) pouvait également avoir lieu en présence 

de mutations faux-sens (Imam et al., 2010). Dans cette étude réalisée à l’aide de 

constructions chimériques contenant l’exon VDJ du TCR et le gène codant la triose 

phosphate isomérase (TPI), la perturbation du cadre de lecture n’est pas indispensable à 

l’établissement du NMUP. Dans ce cas précis, les mutations qu’elles soient non-sens ou faux-

sens entraînent une accumulation des transcrits primaires car elles modifient des séquences 

cis-régulatrices de l’épissage. En effet, des facteurs protéiques impliqués dans l’épissage sont 

capables de reconnaître des séquences cis-régulatrices situées dans les exons ou les introns. 

Lorsque ces séquences sont dites activatrices, elles sont reconnues par des facteurs facilitant 

le recrutement du spliceosome et ainsi l’épissage. En revanche, lorsque ces séquences sont 

inhibitrices, les facteurs protéiques trans qui s’y fixent perturbent le recrutement de la 

machinerie d’épissage. En fonction de leur activité (activatrice ou inhibitrice) et de leur 

localisation (exon ou intron), ces séquences sont subdivisées en quatre catégories : ESE et 

ESS d’une part (Exonic Splicing Enhancer et Exonic Splicing Silencer) ; ISE et ISS d’autre part 

(Intronic Splicing Enhancer et Intronic Splicing Silencer) (Figure 27) (pour revues Tazi et al., 

2005 ; Wahl et al., 2009). 

Dans l’étude d’Imam et al. les mutations générées détruisent des ESE. L’épissage est 

donc altéré indépendamment de la nature de la mutation (non-sens, faux-sens ou 

silencieuse) (Imam et al., 2010). Néanmoins, la simple mutation d’une séquence ESE ne 

semble pas suffisante pour induire du NMUP. Ces auteurs postulent que l’accumulation du 

pré-ARNm ne peut se produire que si trois critères sont réunis : (1)  le pré-ARNm a des 

séquences qui préviennent une dégradation nucléaire rapide ; (2) il échappe à l’export 

nucléaire et (3) l’architecture du transcrit primaire ne favorise pas la mise en place 

d’évènements d’épissage alternatif.  

Ces résultats, en contradiction avec les travaux de l’équipe de Mühlemann, semblent 

être le reflet de deux mécanismes d’accumulation des transcrits primaires mutés : l’un 

dépendant et l’autre indépendant du cadre de lecture (Mühlemann et al., 2001 ; Imam et al., 

2010). Le terme de NMUP serait donc plus adapté au phénomène dépendant du cadre de 

lecture. Des travaux auxquels j’ai participé au début de ma thèse ont permis d’étudier la 

surveillance des ARN au locus Ig (Chemin et al., 2010 en Annexe 1). Ainsi, en utilisant, des 
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Figure 28 : Exclusion d’un exon contenant un PTC par le processus de NAS 
Cette représentation schématique illustre deux exemples d’épissage alternatifs suite à l’action du NAS. La ligne 
du haut représente l’exclusion de l’exon contenant le PTC par un phénomène de « saut d’exon ». La ligne du 
bas représente l’exclusion de l’exon contenant le PTC par l’utilisation de site cryptique d’épissage (adapté de 
Maquat, 2002).  
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constructions plasmidiques recréant des réarrangements VJ productifs et non-productifs 

dans un contexte physiologique, nous avons pu montrer que le NMUP des transcrits 

primaires Ig non-sens n’est vraisemblablement pas dû à une perturbation de séquences ESE 

mais à la seule présence du PTC. En accord avec les données d’Aoufouchi et al. nous 

observons une accumulation de transcrits hors phases non épissés ou partiellement épissés 

qui n’est pas dépendante de la synthèse protéique (Chemin et al., 2010).  

Une étude récente a apporté quelques pistes concernant la mécanistique du NMUP. 

Par des approches d’imagerie sur des lignées cellulaires vivantes, de Turris et al. ont 

démontré que l’accumulation des transcrits primaires Igµ contenant des PTC au site de la 

transcription est dépendante de UPF1 (up-frameshift 1) et SMG6 (suppressor with 

morphogenetic effects on genitalia 6), deux protéines impliquées dans le NMD (cf § 4). Il 

avait déjà été supposé qu’UPF1 pouvait s’associer avec le domaine CTD de la RNA Pol II 

(Iborra et al., 2004). Ces auteurs proposent que ces deux protéines peuvent reconnaître les 

transcrits primaires contenant des PTC et entraîner leur rétention au site de la transcription 

(de Turris et al., 2011).  

 

3 NONSENSE-ASSOCIATED ALTERED SPLICING  

 La fidélité de l’expression génique peut également être contrôlée durant l’épissage. 

En effet, la présence d’un PTC sur un pré-ARNm peut induire des modifications du patron 

d’épissage. Ce processus nommé nonsense-associated altered splicing (NAS) est un autre 

mécanisme de réponse aux mutations non-sens qui, par épissage alternatif, permet 

d’exclure les exons contenant des PTC. Ainsi, la reconnaissance d’un PTC peut entraîner 

l’activation de sites cryptiques d’épissage afin d’exclure l’exon contenant la mutation. Cette 

exclusion peut également se produire tout simplement par un phénomène de saut d’exon 

(Figure 28). Si le transcrit alternatif ainsi formé conserve la phase ouverte de lecture et si 

l’élimination de l’exon muté n’abolit pas la fonction protéique, le NAS peut procurer un 

avantage sélectif en permettant la synthèse de protéines tronquées qui conservent 

partiellement ou entièrement leur fonction. A l’inverse, ce processus peut également 

générer des protéines tronquées potentiellement néfastes pour la cellule (Dietz et al., 1993 ; 

Dietz and Kendzior, 1994 ; Hentze and Kulozik 1999 ; pour revue Maquat, 2002). 
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 Les mécanismes moléculaires responsables du NAS ne sont que partiellement 

élucidés et il semble que 2 types de NAS peuvent avoir lieu : l’un imputé à des mutations 

touchant des séquences régulatrices de l’épissage (i.e. NAS de type I), l’autre dû à des 

décalages du cadre de lecture (i.e. NAS de type II).   

 

3.1 LE NAS DE TYPE I 

Dans les cas de NAS de type I, le phénomène d’épissage alternatif et de saut d’exon 

résulte de mutations non-sens qui détruisent des séquences ESE. Comme décrit pour 

l’inhibition d’épissage, lorsque ces séquences sont mutées, les facteurs qui les reconnaissent 

ne peuvent plus se fixer, ce qui réduit la fréquence d’inclusion dans l’ARNm de l’exon 

contenant le PTC. Les ESE pouvant être modifiées non seulement par des mutations non-

sens, mais aussi par des mutations faux-sens ou des mutations silencieuses, ces dernières 

induisent également le NAS de type I. Le NAS de type I ne correspond donc pas à un effet 

spécifique du PTC (Cartegni et al., 2002). Ce NAS de classe I semble indépendant de la 

synthèse protéique et a été décrit pour les transcrits codant le TCR, BRCA1, la fibrilline et 

l’Igµ (Chang et al., 2007a ; Liu et al., 2001 ; Caputi et al., 2002 ; Maquat, 2002 ; Mohn et al., 

2005 ; Bühler and Mühlemann, 2005). Outre la destruction de séquence ESE, il peut aussi 

arriver que la mutation non-sens induisent l’apparition de séquences ESS, et provoquent 

l’exclusion de l’exon muté en inhibant la reconnaissance de ses sites d’épissage (Disset et al., 

2006).   

 

3.2 LE NAS DE TYPE II 

Le NAS de type Il se produit en présence de mutations non-sens qui interrompent le 

cadre de lecture et conduit à l’élimination de l’exon contenant le PTC. Dans ce cas, l’épissage 

alternatif est vraiment provoqué par une perturbation du cadre de lecture et non par une 

altération de séquences régulatrices telles que les ESE. Il s’agirait donc d’un NAS capable de 

reconnaître spécifiquement l’exon contenant le PTC et de l’exclure. Trois points permettent 

de mettre en évidence ce phénomène : (1) seules les mutations non-sens, et pas les 

mutations faux-sens à des positions équivalentes, sont capables d’induire l’épissage 

alternatif. C’est le cas de mutations particulières localisées sur les gènes de la fibrilline et les 

gènes du TCR (Mendell et al., 2002 ; Wang et al., 2002a et 2002b) ; (2) l’épissage alternatif 
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des exons contenant les PTC est inhibée lorsque le codon d’initiation AUG ou la séquence 

consensus de Kozak sont mutés (Wang et al. 2002a, Wang et al. 2002b) ; (3) le NAS 

n’apparait plus lorsque l’on restaure le cadre de lecture (Wang et al. 2002b). 

De façon intéressante, seul le NAS de type II (et non le NAS de type I), est inhibé 

lorsque la protéine UPF1 est supprimée (Chang et al., 2007a). Le NAS de type II et le NMD 

ont donc en commun la nécessité de faire intervenir UPF1 (Mendell et al., 2002; Chang et al., 

2007a). En revanche, le NAS n’est pas affecté par la déplétion d’autres facteurs impliqués 

dans le NMD (i.e. UPF2, UPF3/3X, SMG1 ou eIF4A3) indiquant que ces deux mécanismes sont 

différents (Wang et al. 2002a; Chang et al., 2007a).  

 

3.3 LE NAS ET LES IG 

 En utilisant des mini-gènes µ, l’équipe de Mühlemann a démontré que la présence de 

PTC entraîne l’épissage alternatif de ces transcrits primaires hors phase. Le remplacement 

des mutations non-sens par des mutations faux-sens a révélé que ces transcrits alternatifs 

résultent d’un phénomène de NAS de type I (Bühler and Mühlemann, 2005). Notre stratégie 

de mini-locus, nous a permis d’étudier ce phénomène au locus Ig. Contrairement aux 

travaux de Bühler, nous avons détecté des transcrits alternatifs d’Ig uniquement pour les 

transcrits contenant des PTC. De plus, nous montrons que ce phénomène est nettement plus 

marqué dans les lignées plasmocytaires. Les gènes d’Ig étant très fortement transcrits dans 

les plasmocytes, nos résultats supposent que le NAS est dépendant de l’intensité de 

transcription (Chemin et al., 2010 ). En effet, il est désormais admis que la transcription et 

l’épissage peuvent être concomitants et sont influencés par la vitesse d’élongation de la RNA 

Pol II (Das et al., 2006 ; pour revue Shukla and Oberdoerffer, 2012). 

 

4 NONSENSE MEDIATED mRNA DECAY  

Le NMD est un processus de surveillance des ARN qui a pour but d’éliminer les 

transcrits matures contenant des PTC. En effet, il est important pour la cellule d’éliminer ces 

transcrits aberrants car leur traduction pourrait entraîner la synthèse de protéines 

tronquées potentiellement néfastes pour l’organisme (perte de fonction, dominant négatif)  

(pour revue Chang et al., 2007b ; Schoenberg et Maquat, 2012 ; Schweingruber et al.,  2013). 
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Ce processus, découvert il y a plus de 25 ans par Baserga et Benz, a été intensément étudié. 

Ces études ont souvent eu recours aux gènes d’Ig et du TCR comme d’outils du fait de leur 

propension à acquérir des PTC au cours des réarrangements V(D)J (Baserga and Benz., 1988). 

 

4.1 LES ACTEURS DU NMD 

4.1.1 Les protéines UPF  

Chez les mammifères, quatre protéines UPF ont été identifiées : UPF1, UPF2, UPF3 

(nommée aussi UPF3a) et UPF3X (nommée aussi UPF3b). Elles constituent le coeur de la 

machinerie du NMD. En effet, l’utilisation de petits ARN interférents (siARN) dirigés contre 

ces protéines inhibe le NMD (Mendell et al., 2002; Gehring et al., 2003; Mendell et al., 2004; 

Gehring et al., 2005; Wittmann et al., 2006). D’autre part, la fixation artificielle de ces 

protéines sur la partie 3’UTR d’un ARNm dépourvu de PTC est suffisante pour induire sa 

dégradation par NMD (Lykke-Andersen et al., 2000; Gehring et al., 2003; Gehring et al., 

2005; Kunz et al., 2006). 

Parmi les protéines UPF, UPF1 (ou RENT1 pour Regulator of Nonsense Transcripts 1) 

est, d’un point de vue fonctionnel, le facteur clé du NMD (pour revue Mühlemann et al., 

2008). Parmi les facteurs UPF, UPF1 est le plus conservé entre les espèces avec près de 98% 

de similitude entres les protéines murines et humaines (Culbertson and Leeds 2003). Ses 

séquences N-terminale et C-terminale contiennent de multiples résidus sérine dont les 

cycles de phosphorylation/déphosphorylation ont un rôle capital dans le NMD (cf § 4.2.3) 

(Yamashita et al., 2001). Cette protéine possède une activité hélicase 5’-3’ qui est essentielle 

au NMD. En effet, la mutation R844C qui abolit cette activité hélicase confère un effet 

dominant négatif à la protéine UPF1 et inhibe le NMD dans les cellules de mammifère (Sun 

et al., 1998). UPF1 possède aussi une activité ATPase dépendante de l’ARN (Bhattacharya et 

al., 2000). Il a été montré que cette activité est nécessaire pour le relâchement et le 

recyclage des facteurs du NMD fixés sur l’ARNm (Franks et al., 2010). UPF1 est localisée 

principalement dans le cytoplasme, mais elle est capable faire la navette entre le noyau et le 

cytoplasme (Mendell et al., 2002). UPF1 s’associe avec les facteurs de terminaison de la 

traduction eRF1 et eRF3 (elongation Release Factor) ainsi qu’avec UPF2 (pour revue 

Mühlemann et al., 2008). Enfin, l’inactivation du gène upf1 est létale chez la souris ; les 

embryons meurent entre 3,5 et 5,5 jours révélant ainsi le rôle essentiel de cette protéine 
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dans de nombreuses fonctions biologiques (Medgalchi et al., 2001). Nous noterons son rôle 

dans la réplication, le maintien de l’intégrité du génome et la protection des séquences 

télomériques (Azzalin and Lingner, 2006 ; pour revue Isken and Maquat, 2008) 

  La protéine UPF2 sert d’adaptateur moléculaire. Elle fait le lien entre UPF1 et UPF3 

(Lykke-Andersen et al., 2000; Mendell et al., 2000; Serin et al., 2001). Pour cela, elle possède 

des domaines de liaison à UPF1 dans ses régions N- et C-terminales et un domaine 

d’interaction avec UPF3a/UPF3b dans sa partie C-terminale (Serin et al., 2001). UPF2 

présente aussi plusieurs domaines appelés MIF4G (pour Middle of eIF4G-like) qui ont été 

décrits initialement dans le facteur d’initiation de la traduction eIF4G. Ces domaines seraient 

impliqués dans son interaction avec les facteurs d’initiation de la traduction eIF4A et eIF3 

(Mendell et al., 2000). Cette protéine possède des séquences de localisation nucléaire dans 

sa partie C-terminale et peut être retrouvée dans la fraction nucléaire et dans la fraction 

cytoplasmique (Lejeune et al., 2002). Cependant, sa localisation s’avère être principalement 

cytoplasmique et concentrée au niveau de la région périnucléaire (Lykke-Andersen et al., 

2000; Serin et al., 2001) 

Les gènes upf3 et upf3X sont localisés respectivement sur le chromosome 13 et sur le 

chromosome X (Serin et al., 2001). Chaque protéine UPF3 possède deux isoformes issues 

d’un épissage alternatif. UPF3 (ou UPF3a) présente une forme courte (UPF3S) dans laquelle 

l’exon 4 est exclu, et une forme longue (UPF3L) contenant cet exon. De façon similaire, 

UPF3X (ou UPF3b) présente une forme courte dans laquelle l’exon 8 est exclu, et une forme 

longue incluant cet exon (Lykke-Andersen et al., 2000 ; Serin et al., 2001). Bien que la région 

N-ter de UPF3 et UPF3X contienne un domaine RRM (RNA Recognition Motif), ces protéines 

ne se lient pas directement à l’ARN. En revanche ce domaine permet leur interaction avec 

UPF2 (Kadlec et al., 2004). Ces deux protéines présentent une localisation majoritairement 

nucléaire mais elles peuvent faire la navette vers le cytoplasme (Lykke-Andersen et al., 2000; 

Serin et al., 2001). Malgré leur similarité, leurs effets sur le NMD semblent être différents. En 

effet, la fixation artificielle de UPF3X dans la partie 3'UTR d’un ARNm dépourvu de PTC induit 

fortement sa dégradation, alors que l’effet de UPF3 est plus modeste (Lykke-Andersen et al., 

2000). De même, l’inhibition d’UPF3X avec un siRNA abolit le NMD alors que celle d’UPF3 ne 

le permet pas (Kunz et al., 2006).  
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4.1.2 Les protéines SMG  

Les protéines SMG (Suppressor with Morphogenetic effects on Genitalia) jouent un 

rôle crucial dans la régulation du NMD en intervenant dans le cycle de phosphorylation et 

déphosphorylation de UPF1 (cf § 4.2.3). Six protéines SMG ont été identifiées : SMG1, SMG5, 

SMG6, SMG7, SMG8 et SMG9.  

SMG1 est une kinase qui phosphoryle UPF1 sur ses régions N et C-terminales 

(Yamashita et al. 2001). Elle appartient à la famille des PI3KK (Phosphatidylinositol 3-Kinase 

related Kinases). La phosphorylation d’UPF1 par SMG1 est une étape clé du NMD. En effet, il 

a été démontré que l’inhibition de l’activité kinase de SMG1 par mutagenèse ou par 

l’utilisation d’inhibiteurs de PI3KK stabilise les ARNm soumis au NMD (Yamashita et al.,  

2001). Récemment, il a été rapporté que SMG1 forme un complexe avec les protéines SMG8 

et SMG9 (Yamashita et al., 2009). Les travaux de Yamashita et al. ont mis en évidence que 

SMG8 est nécessaire pour le recrutement de SMG1 sur le complexe de surveillance et régule 

directement l’activité kinase de SMG1 sur UPF1 in vivo. SMG9 quant à elle, est requise pour 

l’interaction entre SMG1 et SMG8 (Yamashita et al., 2009).  

Les protéines SMG5, SMG6 et SMG7 sont non redondantes et participent à la 

déphosphorylation d’UPF1. Ce ne sont pas des phosphatases, mais elles servent 

d’adaptateurs entre la protéine phosphatase 2A (PP2A) et la forme phosphorylée d’UPF1 

(Chiu et al., 2003; Ohnishi et al., 2003). Leur partie N-terminale présente un domaine 14-3-3, 

motif de fixation aux phospho-sérines, qui est impliqué dans l’interaction avec UPF1 

phosphorylée (Fukuhara et al.,  2005). Une mutation au sein de ce domaine inhibe 

l’interaction de SMG7 avec UPF1 phosphorylée in vitro (Fukuhara et al., 2005). SMG5 et 

SMG6 possèdent également un domaine PIN (Pilt N-terminal domain) qui est caractéristique 

des protéines phosphodiestérase avec une activité ribonucléasique. Le domaine PIN de 

SMG6 est responsable du clivage endonucléolytique de l’ARNm non-sens à proximité du PTC 

lors de l’initiation de la dégradation (Gatfield and Izaurralde, 2004; Huntzinger et al., 2008; 

Eberle et al., 2009b). 

 

4.1.3 Le complexe de jonction exon-exon  

Dans les cellules de mammifères, le NMD dépend généralement de l’épissage et 

nécessite que le PTC soit positionné au moins 50 à 55 nucléotides en amont de la dernière 
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jonction entre deux exons (cf § 4.2.5). Cette règle de position des PTC est due à la fixation 

lors de l’épissage d’un complexe nommé EJC (Exon Jonction Complex) à 20-24 nucléotides en 

amont de chaque jonction exon-exon. Ce complexe protéique d’environ 350 kDa est fixé à 

l’ARNm dans le noyau et y reste associé dans le cytoplasme jusqu’à ce que l’ARNm soit 

traduit (Le Hir et al., 2000a et 2000b ; pour revue Le Hir and Séraphin, 2008). Le « cœur » de 

l’EJC est un hétérotétramère constitué par quatre protéines associées de façon stable : 

eIF4A3, MLN51, Y14 et Magoh (Ballut et al., 2005; Tange et al., 2005; Andersen et al., 2006). 

Parmi ces protéines eIF4A3 se lie directement à l’ARNm et sert d’ancre pour la fixation des 

autres facteurs de l’EJC (Chan et al., 2004; Shibuya et al. 2004). Le « cœur » de l’EJC sert 

ensuite de plateforme d’ancrage à d’autres facteurs, notamment UPF2 et UPF3/3X, qui 

interagissent de façon transitoire avec l’ARNm (pour revue Le Hir and Andersen, 2008). Les 

protéines UPF3/3X sont recrutées sur l’EJC via Y14 au sein du noyau (Kim et al., 2001; 

Gehring et al., 2003). La protéine UPF2, quant à elle, s’associerait à UPF3/3X à l’intérieur 

et/ou à la périphérie du noyau (Lejeune et al., 2002). 

 

4.2 LES MECANISMES DE DEGRADATION PAR NMD 

Il est essentiel pour la cellule de pouvoir faire la distinction entre un codon de 

terminaison prématuré et le codon de terminaison physiologique afin de dégrader 

uniquement les ARNm porteurs de PTC et éviter leur traduction. Dans ce contexte, le rôle du 

complexe de surveillance est de coupler la reconnaissance d’un PTC avec la machinerie de 

dégradation des ARNm afin d’accélérer l’élimination du transcrit aberrant (Conti and 

Izaurralde, 2005; Amrani et al., 2006 ; pour revue Schweingruber et al., 2013). Nous allons 

d’abord détailler la suite la mécanistique du NMD classique qui est dépendant de 

l’interaction entre le complexe de surveillance et un EJC fixé en aval. Dans le paragraphe 

4.2.6, nous aborderons le fait que cette dégradation peut également avoir lieu de façon EJC-

indépendante. 

 

4.2.1 Le premier tour de traduction : détecter les PTC 

 La reconnaissance d’un PTC sur un ARNm et l’activation du NMD nécessitent une 

étape de traduction. En effet, il a été montré que le blocage de la traduction par 

l’introduction d’une tige-boucle dans la partie 5’UTR de l’ARNm ou par traitement avec des 



Figure 29 : Mise en place du complexe de surveillance  
La première lecture de l’ARNm par le ribosome permet de détecter la présence éventuelle de codons stop 
prématurés et d’induire soit la dégradation des ARN non-sens ; soit la traduction des transcrits normaux. 
Lorsqu’un PTC est détecté, le complexe de surveillance se met en place pour induire la dégradation de 
l’ARNm  aberrant. La mise en place de DECID va entraîner la phosphorylation d’UPF1 par SMG1 (adapté de 
Schoenberg and Maquat, 2012). 

SURF 

DECID 

Premier tour de traduction :  
élimination des EJC par le ribosome 

Reconnaissance du PTC :  
mise en place du complexe SURF 

Interaction entre SURF et EJC : 
mise en place du complexe DECID 

A 

B 

C 

EJC 
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composés chimiques tels que le cycloheximide (CHX) ou la puromycine inhibe la dégradation 

des ARNm contenant des PTC par NMD (Belgrader et al., 1993 ; Carter et al., 1995). Afin 

d’éviter la synthèse de protéines tronquées, il semble nécessaire que la reconnaissance d’un 

PTC se fasse le plus tôt possible. Dans ce sens, plusieurs travaux ont permis d’établir que les 

ARNm porteurs d’un PTC sont reconnus et ciblés pour la dégradation au cours d’un premier 

tour de traduction (Ishigaki et al., 2001; Lejeune et al., 2002). En effet, une des 

caractéristiques majeures des ARNm néosynthétisés est la fixation sur la coiffe de 

l’hétérodimère CBP80-CBP20. Ce complexe sera ensuite remplacé par eIF4E après la primo-

lecture de l’ARNm par le ribosome, ce qui permet une synthèse protéique intense (Dostie 

and Dreyfuss, 2002). Les travaux du groupe de Maquat ont démontré que le NMD (chez les 

mammifères) a lieu uniquement sur des ARNm fixés par CBP80 et non sur des ARNm portant 

eIF4E indiquant que seuls les ARNm non-sens nouvellement synthétisés sont soumis au NMD 

(Ishigaki et al., 2001 ; Chiu et al., 2004 ). De plus ce groupe a montré que UPF2, UPF3 et des 

composants de l’EJC ne sont plus détectés sur les ARNm liés à eIF4E (Lejeune et al., 2002). 

Ainsi, au cours du premier tour de traduction, le passage du ribosome permet de déplacer 

les complexes EJC fixés sur l’ARNm. Cette primo lecture de l’ARNm agit tel un scanner et 

permet de vérifier la qualité de l’ARNm. Toutefois, des travaux récents du groupe de 

Mühlemann semblent indiquer que les ARNm aberrant liés à eIF4E sont aussi dégradés par 

NMD (Rufener and Mühlemann, 2013). 

 Dans un ARNm normal, le codon de terminaison est localisé dans  le dernier exon par 

conséquent le premier tour de traduction va éliminer tous les EJC présents sur l’ARNm. La 

détection du codon stop physiologique par le ribosome entraîne l‘arrêt de ce dernier et le 

recrutement des facteurs de terminaison de la traduction : eRF1 et eRF3. Les protéines 

PABPC (Poly A Binding Protein Cytoplasmic) fixées sur la queue polyA à proximité du codon 

stop vont stimuler le relargage du polypeptide et la dissociation du ribosome (Singh et al., 

2008 ; pour revue Kervestin and Jacobson, 2012).  

Lorsqu’un ARNm porte un PTC positionné en amont d’une jonction exon-exon, le 

ribosome peut déplacer de la même façon tous les EJC qui se trouvent en amont du PTC 

(Figure 29A). Cependant, quand il rencontre le PTC, le ribosome s’arrête alors qu’il reste 

encore un (ou plusieurs) EJC fixé(s) en aval. Ainsi, la présence d’un EJC en aval du codon de 

terminaison indique qu’il s’agit d’un PTC et déclenche la dégradation de l’ARNm aberrant par 

NMD (pour revue Nicholson and Mühlemann, 2010).  
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4.2.2 L’activation du NMD 

 D’un point de vue moléculaire, la rencontre du PTC par le ribosome entraîne, comme 

pour le codon stop physiologique, le recrutement d’eRF1 et eRF3. UPF1 et SMG1 sont 

ensuite recrutées par les facteurs eRFs aboutissant ainsi à la mise en place d’un complexe 

protéique nommé « SURF » sur le PTC (Figure 29B). L’assemblage de ce complexe est 

indépendant de l’EJC, puisqu’il peut avoir lieu en l’absence d’UPF2 et Y14 (Czaplinski et al., 

1998 ; Kashima et al., 2006). Le complexe SURF contient également les protéines SMG8 et 

SMG9  (pour revue Schoenberg and Maquat., 2012).  

La présence de la kinase SMG1 dans le complexe SURF n’est pas suffisante pour 

induire la phosphorylation d’UPF1. En effet, le complexe SURF doit interagir avec l’EJC fixé en 

aval pour que la phosphorylation d’UPF1 par SMG1 se produise. Le pont moléculaire entre 

les deux complexes se fait via UPF2, capable d’interagir à la fois avec UPF1 et UPF3. SURF et 

EJC réunis forment le complexe DECID (Decay Inducing Complex) (Figure 29C). C’est la 

formation de DECID qui permet la phosphorylation d’UPF1 et déclenche le processus de 

dégradation (Kashima et al., 2006). 

De façon intéressante, la protéine de la coiffe CBP80 semble avoir un rôle important 

dans la mise en place de DECID. En effet, il avait été mis évidence que CBP80 stimulait le 

NMD en augmentant l’interaction entre  UPF1 et UPF2 (Hosoda et al., 2005). Récemment, les 

travaux de Hwang et al. ont montré que CBP80 facilite la mise en place de DECID en deux 

étapes: d’abord CBP80 stimule l’association de SMG1-UPF1 avec eRF1-eRF3 pour former le 

complexe SURF au niveau du PTC, et ensuite CBP80 stimule l’interaction de SMG1-UPF1 dans 

SURF avec UPF2 dans l’EJC pour induire la phosphorylation de UPF1 (Hwang et al., 2010 ; 

pour revue Schoenberg and Maquat., 2012).  

 

4.2.3 Le cycle de phosphorylation/déphospohrylation d’UPF1 et la dégradation 

La phosphorylation d’UPF1 entraîne la dégradation d’un ARNm contenant un PTC 

(Kashima et al., 2006). A l’heure actuelle, la façon dont UPF1 phosphorylée induit le 

processus de dégradation n’est que partiellement expliquée. Il semble que la 

phosphorylation d’UPF1 induise un remodelage du complexe de surveillance et permette le 

recrutement des facteurs impliqués dans sa déphosphorylation et/ou accélérant la 

dégradation de l’ARNm non-sens. Dans ce sens, UPF1 non phosphorylée s’associe 



A 

B 

C 

D 

E 

F 

Figure 30 : La dégradation des transcrits contenant des PTC 
A UPF1 phosphorylée inhibe la formation  des ribosomes en se fixant sur eIF3 
B La phosphorylation d’UPF1 permet le recrutement de SMG6 et du complexe SMG5-SMG7 
C et D Le complexe SMG5-SMG7 induit la dégradation exonucléolytique de l’ARNm aberrant. La coiffe est 
éliminée par des enzymes de decapping et la queue polyA est éliminée par des enzymes de déadénylation. 
E et F  SMG6 entraîne un clivage endonucléolytique à proximité du PTC. L’ARNm aberrant est ensuite dégradé 
par des exonucléases (adapté de Schoenberg and Maquat, 2012). 
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préférentiellement avec UPF2, alors qu’UPF1 phosphorylée présente plus d’affinité avec le 

complexe SMG5-SMG7 et avec les enzymes de dégradation DCP1a, XRN1 et RRP4 (Ohnishi et 

al., 2003; Schell et al., 2003).  

Une autre conséquence de la phosphorylation d’UPF1 est l’inhibition de la traduction 

des ARNm non-sens. En effet, UPF1 phosphorylée se fixe au facteur d’initiation de la 

traduction eIF3 et empêche ainsi la formation du ribosome. De cette façon, la détection d’un 

PTC dans un ARNm lors de la primo-lecture bloque les futurs cycles de traduction (Figure 

30A) (Isken et al., 2008). 

Une fois phosphorylé, le facteur UPF1 peut interagir avec le complexe SMG5-SMG7 et 

avec SMG6, ce qui entraîne le recrutement de la phosphatase 2A (PP2A) responsable de sa 

déphosphorylation (Figure 30B) (Chiu et al., 2003 ; Ohnishi et al., 2003). La 

déphosphorylation d’UPF1 est aussi cruciale dans le mécanisme du NMD. En effet, 

l’inhibition de l’interaction de SMG5 avec UPF1, soit par des mutants de SMG5, soit par la 

molécule inhibitrice NMDI1, entraîne l’accumulation d’UPF1 sous sa forme phosphorylée et  

inhibe le NMD (Ohnishi et al., 2003; Durand et al., 2007). Dans le complexe formé par SMG5 

et SMG7, cette dernière pourrait être le lien entre le complexe de surveillance et la 

machinerie de dégradation. Il semble que SMG7 possède deux domaines fonctionnels : un 

domaine N-terminal nécessaire à l’interaction avec SMG5 et UPF1 phosphorylée et un 

domaine C-terminal impliqué dans l’interaction avec les composants de la machinerie de 

dégradation (Unterholzner and Izaurralde 2004). Alors que SMG5 et SMG7 agissent sous la 

forme d’un complexe, SMG6 semble quant à elle agir de façon plus indépendante (Chiu et 

al., 2003; Ohnishi et al., 2003, Kashima et al., 2010).  

Ainsi, il existerait deux voies possibles pour la dégradation des ARNm après la 

phosphorylation d’UPF1 : (1)  UPF1 phosphorylée serait fixée par SMG5-SMG7 ce qui 

conduirait au recrutement des enzymes de déadénylation et de decapping (élimination  de la 

coiffe) ,telle que DCP2, et enfin à la dégradation de l’ARNm non-sens par les exonucléases 5’-

3’ (par exemple XRN1) et 3’-5’ (RNA exosome) (Figure 30C et D) ; (2) UPF1 phophorylée 

serait fixée par SMG6 ce qui induirait un clivage endonucléolytique à proximité du PTC et la 

dégradation des deux fragments par des exonucléases (Figure 30E et F) (Muhlrad and 

Parker, 1994 ; Mitchell and Tollervey, 2003 ; Yamashita et al., 2005 ; Couttet and Grange, 

2004 ; Unterholzner and Izaurralde, 2004 ; Kashima et al., 2010 ; Eberle et al., 2009b ; pour 

revue Lejeune et al., 2003). La déphosphorylation d’UPF1 semble être impliquée dans la 
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dissociation et le recyclage des protéines UPF et SMG (pour revues Chang et al., 2007b ; 

Kerverstin et Jacobson, 2012)  

 

4.2.4 La localisation du NMD dans la cellule 

La localisation nucléaire ou cytoplasmique de la primo-lecture fait débat. Le NMD a-t-

il lieu dans le noyau, le cytoplasme ou dans les deux compartiments ?  

Au début des années 90, des études ont mis en évidence des taux réduits d’ARNm 

non-sens par rapport à leur équivalents normaux, non seulement dans la fraction 

cytoplasmique mais aussi dans la fraction nucléaire, ce qui suggérait que le NMD peut avoir 

lieu dans les deux compartiments cellulaires (pour revue Maquat, 1995). Cependant, 

l’existence du NMD dans le noyau semble paradoxale. Comme nous l’avons vu 

précédemment, le NMD dépend de la traduction qui est reconnue comme un processus 

cytoplasmique. De plus, ces observations semblent être une particularité des cellules de 

mammifères car dans les autres espèces étudiées, le NMD se cantonne à la fraction 

cytoplasmique. Pour expliquer les résultats observés, les deux modèles suivant ont été 

proposés.  

Le modèle du « scanning nucléaire » repose sur l’existence d’un mécanisme de 

traduction nucléaire, où des pseudo-ribosomes nucléaires détecteraient les ARNm non-sens 

et induiraient un NMD intranucléaire (Wilkinson and Shyu, 2002). Cette hypothèse s’appuie 

sur les travaux d’Iborra et al. montrant que 5 à 10% de la synthèse protéique aurait lieu dans 

le noyau (Iborra et al., 2001). Mais, il s’est avéré que ce taux de traduction nucléaire était 

largement surestimé par des contaminations d’origine cytoplasmique inhérentes au 

protocole de purification de ces deux compartiments. Il semblerait plutôt que la traduction 

nucléaire soit inférieure à 1% (Nathanson et al., 2003).  

Le modèle de « l’export co-traductionnel » suggérerait que le NMD a lieu dans le 

cytoplasme mais sur les ARNm non-sens qui sont en cours d’export. Les ribosomes du côté 

cytoplasmique de la membrane nucléaire engageraient la traduction des ARNm en transit à 

travers le pore nucléaire, de manière à ce que la reconnaissance du PTC se fasse lorsque 

l’ARNm est encore physiquement lié à la membrane nucléaire. Dans ce sens, les travaux de 

Singh et al ont apporté la preuve que la reconnaissance des PTC se fait dans le cytoplasme 

(Singh et al., 2007). Le blocage des interactions entre les protéines UPF par l’expression de 
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peptides ciblant ces protéines a pour conséquence l’inhibition du NMD, seulement lorsque 

ces peptides sont exprimés dans le cytoplasme. De plus, la rétention artificielle de UPF1 dans 

le noyau (en déplétant UPF1 dans le cytoplasme et en surexprimant une forme de UPF1 

fusionnée à un signal de rétention nucléaire) a pour effet d’inhiber le NMD. Ces résultats 

penchent donc en faveur d’un NMD cytoplasmique (Singh et al., 2007). Cette année, le voile 

a définitivement été levé par les travaux du groupe de Maquat montrant en RNA FISH que le 

NMD a lieu très rapidement à la sortie du pore nucléaire lors de l’export de l’ARNm (Trcek et 

al., 2013). 

 

4.2.5 La règle des 50-55 nucléotides 

Un codon de terminaison, qu’il soit prématuré ou physiologique, possède la même 

séquence de nucléotides (TGA, TAG ou TAA). Par conséquent, la distinction entre un signal 

physiologique de terminaison de la traduction et une interruption prématurée de la synthèse 

protéique repose sur d’autres mécanismes que la lecture stricte des séquences 

nucléotidiques. Dans ce sens, le NMD repose sur les interactions entre le complexe SURF et 

un EJC situé en aval. Ainsi, des ARNm qui contiennent un PTC dans le dernier exon ne 

constituent pas de bons substrats pour une dégradation par NMD.  

Les premières études menées sur les ARNm de la TPI ont montré que seuls les PTC 

situés suffisamment en amont de la dernière jonction exon-exon sont soumis au NMD (Daar 

and Maquat, 1988; Cheng et al.,  1990). Plus tard, il a été établi qu’un PTC doit être situé au 

minimum 50 nucléotides en amont du dernier intron pour déclencher la dégradation de 

l’ARNm de la TPI (Zhang et al., 1998a). Des résultats similaires obtenus en étudiant le gène 

codant la β-globine humaine ont permis d’apporter un caractère général à ce paramètre de 

distance (Zhang et al., 1998b). Sur la base de ces observations, la « règle des 50 à 55 

nucléotides » a été établie et implique qu’un codon stop est reconnu comme un PTC s’il est 

localisé à plus de 50-55 nucléotides en amont d’une jonction exon-exon (Nagy and Maquat 

1998). Ce postulat explique pourquoi les codons stop physiologiques situés dans le dernier 

exon ne déclenchent pas le NMD, etpourquoi les ARNm mono-exoniques y sont aussi 

insensibles (Maquat and Li, 2001; Brocke et al., 2002).  

Cependant, des ARNm porteurs d’un PTC situé à moins de 50-55 nucléotides en 

amont de la dernière jonction exon-exon font exception et peuvent être dégradés par NMD. 



Figure 31: Comparaison entre NMD EJC-indépendant et NMD EJC-dépendant 
A Lorsque le ribosome rencontre le codon stop physiologique, les protéines PABPC fixées au niveau de la 
queue polyA transmettent un signal de terminaison qui entraîne la dissociation du ribosome. 
B Lors du NMD EJC-indépendant, la distance anormalement longue entre le PTC et la queue polyA ne 
permet pas aux protéines PABPC de transmettre le signal de terminaison. L’arrêt du ribosome sur le PTC 
permet le recrutement d’UPF1 et SMG1, puis  d’UPF2 et UPF3. Une fois le complexe de surveillance mis en 
place, UPF1 est phosphorylée et la dégradation peut s’initier. 
C Lors du NMD EJC-dépendant, la présence d’UPF2 et UPF3 fixées sur l’EJC (à proximité du PTC) accélère la 
mise en place du complexe de surveillance et la phosphorylation d’UPF1 (adapté de Mühlemann et al., 
2008). 

Terminaison au niveau du codon stop physiologique A 

B C NMD EJC-Indépendant NMD EJC-dépendant 

PTC PTC 
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C’est notamment le cas des transcrits Ig non productifs dans lesquels les PTC créés par des 

jonctions V-J hors phase se situent soit dans le dernier exon, soit trois nucléotides en 

amont de la dernière jonction exon-exon. Bien qu’ils ne respectent pas la règle de position, 

ces transcrits Ig non-sens sont néanmoins dégradés. Toutefois, leur dégradation s’avère 

nettement moins efficace que celle  des transcrits qui respectent cette règle (Delpy et al., 

2004b ; Chemin et al., 2010). Cette dégradation fait appel à un processus de NMD de 

« secours » indépendant de l’interaction SURF-EJC. 

 

4.2.6 Le NMD EJC-indépendant 

 Un processus appelé NMD failsafe est capable d’induire la dégradation d’un ARNm 

non-sens lorsqu’il n’y a pas d’EJC fixé en aval du PTC. En effet, il a été montré que des 

transcrits contenant un PTC dans le dernier exon pouvaient être dégradés par NMD (Cheng 

et al., 1994 ; Zhang et al., 1998b, Bühler et al., 2006). Néanmoins, la fixation d’un EJC en aval 

du PTC, augmente considérablement l’efficacité de la dégradation de ces transcrits. Le 

mécanisme d’activation de ce NMD EJC-indépendant est encore méconnu. L’allongement de 

la partie 3’UTR d’un minigène Igµ induit la reconnaissance du codon stop physiologique 

comme étant un PTC et déclenche la dégradation par NMD. Cela suggère que ce mécanisme 

est un vestige du mécanisme de faux 3’UTR décrit chez la levure (Bühler et al., 2006 ; Eberle 

et al., 2008). Chez la levure, c’est la distance anormalement longue entre un PTC et la queue 

polyA qui permet de déterminer que ce codon stop est prématuré (Amrani et al., 2004 ; 

Rehwinkel et al., 2006). Cela s’explique par le fait que la protéine PABP1 (PABPC chez les 

mammifères) ne peut plus interagir avec les facteurs de terminaison de la traduction. Le 

ribosome étant ainsi bloqué au niveau du PTC, le complexe de surveillance peut se mettre en 

place (Amrani et al.,  2004 et 2006).   

 Des données récentes ont révélé un lien étroit entre le NMD chez les mammifères et 

la protéine PABPC1. Comme nous l’avons évoqué précédemment, la rencontre d’un codon 

stop physiologique par le ribosome entraîne le recrutement d’eRF1 et eRF3. La dissociation 

du ribosome est ensuite stimulée par les protéines PABPC fixées sur la queue polyA (Figure 

31). De façon intéressante, le NMD EJC-dépendant peut être inhibé lorsque la distance entre 

le PTC et PABPC est raccourcie ou en fixant artificiellement PABPC en aval du PTC (Ivanov et 

al., 2008; Silva et al., 2008; Singh et al., 2008). De plus, eRF3 est capable d’interagir 
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directement avec PABPC1 et avec UPF1 in vitro mais avec une affinité plus élevée pour 

PABPC que pour UPF1 (Singh et al., 2008). Toutes ces données suggèrent que la fixation 

préférentielle de PABPC1 sur eRF3 empêche le recrutement d’UPF1 et la formation de SURF 

(Singh et al., 2008 ; Peixeiro et al.,  2012).  

Dans le cadre du NMD EJC-indépendant, la distance anormalement longue entre le 

PTC et la queue polyA ne permet pas à PABPC1 de transmettre son signal de terminaison 

laissant le temps au complexe SURF de se mettre en place (Figure 31). Par la suite, UPF1 

peut recruter UPF2 et UPF3 et induire la dégradation. Par conséquent, l’EJC pourrait être 

considéré comme un enhancer du NMD en augmentant la concentration des protéines UPF2 

et UPF3 à proximité des PTC et en favorisant ainsi la mise en place de DECID (pour revues 

Mühemann et al., 2008 ; Schweingruber et al., 2013).    

 

4.3 LA DEGRADATION PAR NMD DES TRANSCRITS D’Ig NON-PRODUCTIFS 

4.3.1 Le NMD et les IgH 

De nombreuses études réalisées dans des lignées cellulaires et des hybridomes ont 

révélé la dégradation des transcrits IgH non productifs par NMD (Baumann et al., 1985 ; Jäck 

et al., 1989 ; Connor et al., 1994 ; Bühler et al., 2004). La première constatation d’une 

diminution du taux d’ARNm IgH contenant des PTC a été publiée en 1985 avant la 

découverte du mécanisme de NMD (Baumann et al., 1985). Quelques années plus tard, une 

étude a montré que l’introduction de PTC au niveau des allèles IgH dans des lignées murines 

pré-B et plasmocytaires induit une diminution drastique des transcrits hors phase qui n’est 

pas du a un silencing de ces allèles non productifs (Jäck et al., 1989). Ces données ont 

suggéré pour la première fois que les transcrits issus d’allèles IgH non-productifs pouvaient 

être très efficacement dégradés par NMD. Dans ce sens, la présence de PTC au niveau de 

l’exon VDJ des IgH entraîne une dégradation par NMD de ces ARNm hors phase qui est 

nettement plus forte que celles d’autres ARNm de mammifères (Bühler et al., 2004 ; 

Gudikote and Wilkinson, 2002).  

Cette dégradation très efficace des transcrits IgH non-sens peut s’expliquer car ils 

sont de très bons substrats de NMD. En effet, même si les réarrangements V(D)J génèrent 

des décalages du cadre de lecture, les PTC ne peuvent apparaître qu’au niveau de l’exon VDJ 

ou dans le premier exon codant le domaine constant (CH1). Par conséquent, ces PTC 
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respectent toujours la règle de position imposée par le NMD. De plus, il semble que des 

séquences présentes au sein de l’exon VDJ peuvent renforcer l’activité du processus de NMD 

(Bühler et al., 2004).  

 

4.3.2 Le NMD et les Ig 

 La dégradation par NMD des transcrits Ig non-productifs est nettement moins 

efficace que celle des transcrits IgH. Cette différence provient du fait que les PTC des 

transcrits Ig ne respectent pas la règle de position et que, selon toute vraisemblance, leur 

dégradation fait intervenir le NMD EJC-indépendant (Delpy et al., 2004b). Les constructions 

mini-locus Ig nous ont permis de quantifier la dégradation par NMD de ces transcrits non-

sens au cours du développement B et nous avons ainsi pu confirmer leur faible sensibilité au  

NMD. En revanche, cette étude a révélé une coopération efficace des différents processus 

de surveillance (NMUP, NAS et NMD) qui permet de réduire considérablement le taux 

d’ARNm Ig hors phase. Malgré une contribution individuelle faible, la coopération de ces 

trois mécanismes de surveillance permet une éradication de près de 60% des transcrits hors 

phases dans des précurseurs B, allant jusqu’à 90% dans les lignées plasmocytaires. Etant 

donné la capacité de sécrétion des plasmocytes, cette surveillance drastique permet de 

limiter considérablement la synthèse d’Ig tronquées (Chemin et al., 2010)  

 

4.3.3 Le NMD et le développement des lymphocytes B 

 Même si les transcrits d’Ig non-sens sont connus pour être soumis à une surveillance 

très marquée, peu d’études ont été réalisées dans un contexte physiologique. Pourtant, des 

travaux récents menés par l’équipe de Jäck ont montré que la présence de transcrit Igµ non-

sens ne pouvant être dégradés par NMD peut avoir de lourdes conséquences sur le 

développement B. L’accumulation de ces transcrits non-sens dans leurs modèles murins 

entraîne un bloquage au stade pro-B. Ces auteurs ont émis l’hypothèse que la dégradation 

par NMD pourrait participer au phénomène d’exclusion allélique dans la cellule pro-B et à 

l’induction des réarrangements sur le second allèle lorsque le premier aboutit à un VDJ non-

productif (Lutz et al., 2011). En parallèle, il a été montré que l’inhibition du NMD par 

l’expression d’un dominant négatif d’UPF1 induit également une accumulation de cellules 

pro-B (Frischmeyer-Gueirrerio et al., 2011). L’importance du NMD a également été 





Ch.2-NMD 

60 
 

démontrée dans un modèle murin présentant un KO conditionnel d’UPF2. Même si ces 

auteurs n’ont pas analysé en détail la lignée B, ils ont constaté que la réponse proliférative 

des cellules B était considérablement affectée par l’inactivation d’UPF2 alors que le taux de 

cellules B matures au repos n’était que très peu modifié (Weischenfeldt et al., 2008). 

L’ensemble de ces données met en lumière le fait qu’un défaut de surveillance des ARN peut 

avoir des conséquences physiologiques importantes au cours du développement B.   

 

 

Les projets développés au laboratoire autour de cette thématique consistent à 

poursuivre l’identification des différents processus mis en jeu au cours de la surveillance des 

transcrits d’Ig et surtout, à quantifier leur contribution respective au cours du 

développement B. Parmi ces approches, mes travaux de thèse ont permis d’évaluer la 

surveillance des transcrits de chaînes lourdes d’Ig dans des cellules B isolées à partir de 

souris knock-in (IgHfrVk/+) hébergeant des PTC au locus IgH (Partie 1 : Article 1). En 

collaboration avec Guillaume Chemin, j’ai étudié le phénomène de NAS et montré que la 

présence d’Ig tronquées produites à partir des transcrits alternatifs modifiait le répertoire 

Ig dans les plasmocytes (Partie 2 : Article 2 et résultats préliminaires). Enfin, j’ai étudié 

l’épissage des transcrits germinaux et apporté des précisions sur le rôle des sites donneurs 

d’épissage des exons I lors de la CSR (Partie 3 : résultats préliminaires). 





 

 
 

 

 

 

 

RESULTATS





Résultats-Partie 1 

62 
 

Partie 1 : Dialogue entre la transcription du locus IgH et les 
mécanismes de surveillance des ARN au cours du 

développement B 

 

ARTICLE 1 :  

Cross talk between immunoglobulin heavy-chain transcription and RNA surveillance during 

B cell development.  

Tinguely, A., Chemin, G., Péron, S., Sirac, C., Reynaud, S., Cogné, M., & Delpy, L.  

Molecular and Cellular Biology. 2012. Volume 32, pages 107–117. 

 

Objectifs 

Au début de ma thèse, nous avons évalué la surveillance des ARN de chaînes légères 

d’Ig et quantifié la contribution de chacun des mécanismes de surveillance : NMD, NAS et 

inhibition d’épissage (Chemin et al., 2010 en Annexe 1). Afin d’étendre cette étude, nous 

avons analysé la transcription et la surveillance des ARN de chaînes lourdes d’Ig au cours du 

développement lymphocytaire B.  

 

Méthodologie  

A partir d’un modèle de souris knock-in hébergeant des PTC au locus IgH (IgHfrV/wt ) 

(Delpy et al., 2003 ; Reynaud et al., 2005), nous avons analysé la transcription et la 

régulation post-transcriptionnelle des allèles VDJ- au cours de la maturation B. Nous avons 

trié par cytométrie en flux des populations B représentatives des différents stades de 

maturation B. L’accessibilité transcriptionnelle des allèles IgH a d’abord été analysée par PCR 

quantitative (qPCR) à l’aide de sondes spécifiques de chacun des allèles, après des ChIP anti-

H3ac et anti-RNA Pol II. Ces qPCR allèle-spécifiques nous ont également permis de quantifier 

le taux de pré-ARNm issus des allèles productif et non-productifs. L’efficacité du NMD a été 

évaluée par Northern Blot et par RT-qPCR, après traitement des cellules au cycloheximide 

(CHX) ou à la wortmannine, deux inhibiteurs classiquement utilisés pour étudier le NMD. 

Afin de modéliser le lien entre l’activation des cellules B (et/ou la réponse proliférative) et 

l’efficacité des processus de surveillance des ARN, des LB marqués au CFSE puis stimulés au 

LPS pendant deux jours ont été triés par cytométrie en flux. L’activation des LB va entraîner 
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leur prolifération et va se traduire par une diminution de l’intensité de fluorescence (CFSElow) 

comparativement aux cellules non divisées fortement marquées (CFSEhigh). 

 

Resultats 

De nombreuses questions subsistaient concernant l’accessibilité transcriptionnelle 

des allèles IgH non-productifs (VDJ-). Cette étude a permis de montrer une transcription 

équivalente des allèles IgH VDJ+ et VDJ-. Nos données ont révélé un profil d’acétylation de 

l’histone H3 identique pour les deux allèles IgH indiquant la présence de marques d’une 

chromatine active au niveau de l’allèle hors phase. Nous avons également mis en évidence 

une accumulation spécifique des pré-ARNm VDJ- apparentée au phénomène de NMUP. De 

façon originale, nos résultats ont permis de montrer une corrélation inverse entre l’intensité 

de la transcription du locus IgH et l’efficacité du NMUP. En effet, les pré-ARNm VDJ- 

s’accumulent fortement dans les précurseurs B et les LB au repos présentant une faible 

transcription des allèles IgH alors qu’ils ne s’accumulent quasiment pas dans les LB stimulés 

au LPS et les plasmocytes dont la transcription des allèles IgH est nettement plus forte. 

Notre analyse du processus de NMD a révélé que cette dégradation permet une disparition 

quasi complète des ARNm issus des allèles VDJ- dans les cellules B activées. De plus, nous 

avons montré que l’efficacité du NMD était corrélée avec le taux d’épissage de ces ARNm 

non-sens.  

En résumé, notre étude a permis de mettre en évidence une forte accessibilité 

transcriptionnelle des allèles exclus et une coopération efficace des processus de 

surveillance des ARNs (NMUP et de NMD) permettant d’éradiquer les ARNm issus des allèles 

VDJ- et d’éviter ainsi la synthèse d’Ig tronquées.  







Résultats-Partie 2 

64 
 

Partie 2 : Epissage alternatif des transcrits d’immunoglobulines 
non-productifs 

 

ARTICLE 2 :  

A truncated immunoglobulin exclusion checkpoint shapes the repertoire of terminally 

differentiated plasma cells 

Chemin, G.*, Tinguely, A.*, (*Contribution équivalente) Srour, N., Lechouane, F., Péron, S., 

Sirac, C., Cogné, M., & Delpy, L.  

Soumis 

 

Objectifs  

 Les transcrits Ig sont composés de trois exons : L (leader), VJ (exon variable), C 

(exon constant). Des réarrangements hors phase induisent l’apparition de PTC au sein de 

l’exon VJ (VPTC) ou de l’exon C (CPTC). Dans une étude précédente, nous avions montré que 

l’activation du NAS entraine l’élimination de l’exon VJ contenant le PTC par épissage 

alternatif et donne ainsi naissance à des transcrits alternatifs de type Leader-C(Chemin et 

al., 2010). L’élimination de l’exon VPTC au sein de ces transcrits alternatifs pourrait aboutir à 

la synthèse d’un domaine Cpotentiellement néfaste pour le LB. Ainsi, dans cette étude, 

nous avons analysé l’impact des Ig tronquées au cours du développement B et de la 

différenciation plasmocytaire.   

 

Méthodologie  

Nous avons utilisé différentes constructions plasmidiques mimant des 

réarrangements VJ5 en phase (F pour fonctionnel) et hors phase entrainant l’apparition de 

PTC au sein de l’exon VJ (VPTC) ou au sein de l’exon C (CPTC). Pour que cette étude se 

rapproche du contexte physiologique, ces différents réarrangements ont été intégrés au sein 

d’un plasmide contenant une grande partie de la séquence du locus Ig. Ces constructions F, 

VPTC et CPTC ont été co-transfectées dans des lignées B matures et plasmocytaires. Les 

transcrits alternatifs L-C ont été détectés par RT-PCR et quantifiés par électrophorèse 

capillaire à l’aide d’un oligonucléotide fluorescent et du logiciel GeneMapper (Applied 

Biosystem). La production d’Ig tronquées suite à l’activation du NAS a été observée par 
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Western Blot ou par ELISA sur des lysats cellulaires ou des surnageants de culture des lignées 

plasmocytaires transfectées traitées ou non avec un inhibiteur du protéasome (MG132). La 

mortalité des lignées suite au traitement MG132 a été analysée par cytométrie en flux avec 

des marquages annexine V.   

Chez la souris, nous avons ensuite analysé le répertoire Ig en se focalisant sur les 

jonctions VJ5. Cette analyse a été réalisée par PCR sur l’ADN génomique à l’aide d’un 

oligonucléotide Vk consensus (sens) et d’un oligoncucléotide antisens situé en aval de J5. 

Cette étude a été réalisée sur des populations B isolées à partir de souris sauvages (C57BL/6) 

et de souris KI (DH-LMP2A) présentant une insertion du gène LMP2A au locus IgH (Casola et 

al.,  2004). Cette protéine du virus EBV est capable d’activer de façon constitutive les voies 

de signalisation situées en aval du BCR et permet un développement lymphocytaire 

indépendant de l’expression du BCR.    

 

Resultats 

 Notre analyse dans les lignées transfectées avec les constructions VPTC et CPTC a révélé 

un fort taux de transcrits alternatifs L-C dans les lignées exprimant la construction VPTC. En 

revanche, ces transcrits alternatifs sont quasiment indétectables dans les lignées exprimant 

la construction CPTC.  Ces données montrent que la position du PTC influence l’efficacité du 

NAS et plaident ainsi plutôt en faveur d’un NAS dépendant du cadre de lecture. De plus, la 

quantification de ces transcrits alternatifs a révélé une efficacité du processus de NAS 

nettement plus marquée dans la lignée plasmocytaire que dans la lignée B. Ces données 

soulignent la corrélation entre l’épissage alternatif et l’intensité de la transcription au locus 

IgH. 

Nous avons également mis en évidence la présence de domaines C par WB dans les 

lignées exprimant le VPTC. Par conséquent, la traduction des transcrits L-C entraine la 

synthèse d’Ig tronquées. Par ailleurs, nous avons pu montrer que ces protéines tronquées 

sont dégradées par le protéasome. De façon intéressante, les lignées plasmocytaires 

exprimant la construction VPTC présentent une apoptose très marquée après traitement par 

le MG132, et cette apoptose semble consécutive à un stress élevé du RE . 

Chez la  souris, notre analyse des jonctions VJ5 a montré une disparition sélective 

des plasmocytes présentant des réarrangements non-productifs de type VPTC. Cette contre 
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sélection s’effectue en deux étapes, la première est observée entre le stade pré-B et le stade 

B immature, soit après l’expression du BCR, tandis que la seconde plus drastique a lieu au 

cours de la différenciation plasmocytaire. A l’aide du modèle DH-LMP2A, nous avons 

également observé une disparition identique des plasmocytes hébergeant des 

réarrangements VPTC. L’ensemble de ces données suggèrent un effet toxique des Ig 

tronquées, indépendant de l’expression des chaînes lourdes, au cours de la différenciation 

plasmocytaire.  

En résumé nos données ont permis d'identifier un nouveau point de contrôle dans le 

développement lymphocytaire B : le TIE checkpoint (Truncated-Ig exclusion checkpoint). Ce 

contrôle, dicté par les Ig tronquées, façonne le répertoire Ig en contre-sélectionnant les 

plasmocytes transcrivant des allèles Ig non-productifs sujets à un épissage alternatif. Cette 

toxicité des Ig semble vraisemblablement due à un engorgement du RE. 

 

Extrait de la lettre adressée à l’éditeur  

This manuscript provides evidence for a new checkpoint during B cell development, able to 

sense the presence of truncated immunoglobulin (Ig). Indeed, our findings demonstrate that 

a selection control dedicated to truncated Ig exclusion (“TIE-checkpoint”) shapes the 

repertoire of terminally differentiated plasma cells and counterselects those transcribing 

nonproductive Igalleles. 

Background: 

Although the error-prone V(D)J recombination process generates numerous out-of-frame 

V(D)J junctions, previous studies including ours have shown that the level of nonproductive Ig 

mRNAs is mainly controlled by the cooperative action of RNA surveillance pathways (i.e. 

splicing inhibition, nonsense-associated altered splicing: NAS, nonsense-mediated mRNA 

decay: NMD). Whereas NMD ensures efficient degradation of nonproductive Ig mRNAs and 

hence prevents the translation of truncated Ig, less is known about the production of 

truncated Ig domains upon alternative splicing of nonproductive Ig transcripts. 

Description of the study and impact of new findings: 

The current analysis addresses whether truncated Ig produced upon alternative splicing of 

nonproductive Ig transcripts exert any effect in B and plasma cells. 

Using the Ig kappa (Ig) light chain gene structure as a model composed of only the “Leader” 

(L), “Variable” (V) and “Constant” (C) exons, we provide evidence for efficient alternative 
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splicing that results in translation of truncated Ig chains in B lineage cells. Our findings 

demonstrate that, independently of the classical constraints related to Ag specificity, the 

presence of truncated Ig shapes the B cell repertoire by eliminating plasma cells expressing 

nonproductive Ig genes exposed to alternative splicing. In addition, we found that this novel 

TIE-checkpoint is mediated by endoplasmic reticulum (ER) stress-induced apoptosis. 

Many B lymphocytes harbour nonproductive V(D)J rearrangements of their Ig genes. We 

discovered that although production of the resulting aberrant Ig is partly avoided thanks to 

RNA surveillance, production of some truncated Ig still occurs and may then affect cell 

survival. 

In addition, we also found that tumor plasma cells expressing truncated Ig were highly 

sensitive to proteasome inhibitor treatments. Being able to modulate ER stress, unfolded 

protein response (UPR) and proteasome activity is of considerable interest for multiple 

myeloma (MM) patients. Therefore, these findings should open new therapeutic strategies 

(for example by reinforcing the production of truncated Ig using NMD inhibitors or splicing 

modulators) to potentiate proteasome inhibitor treatments currently used in MM patients. 

Finally, we believe that the TIE-checkpoint, even though it actively shapes the Ig repertoire, 

can be considered as a weakness in the immune system by mainly acting late in B cell 

differentiation. Indeed, this process allow some cells to participate in the costly process of 

Ag-driven selection and affinity maturation although they will finally not be able to reach the 

plasma cell compartment. Independently of any V region- based selection, the late TIE-

checkpoint involves the sole presence of truncated Ig and is not due to a perturbation of BCR 

assembly that could sense a defective Ag response. 
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RESULTATS PRELIMINAIRES :  

Etude in vivo du NAS des transcrits IgH non-productifs 

 

Objectifs 

Les résultats obtenus dans cette partie sont en lien avec les études présentées 

précédemment (articles 1 et 2 et annexe 1). Les travaux réalisés consistent à analyser 

comparativement l’efficacité du NAS dans les lymphocytes B primaires et les plasmocytes. 

Les observations présentées dans l’article 2 montrent une disparition des plasmocytes 

hébergeant un type particulier de réarrangements non-productifs au locus des Ig 

(réarrangements de classe VPTC). A l’aide de lignées plasmocytaires, nous avons montré que 

l’épissage alternatif de transcrits VPTC conduisait à la production d’Ig tronquées, et que le 

stress du RE provoqué par la présence de ces Ig tronquées augmentait l'apoptose des 

cellules traitées avec des inhibiteurs du protéasome. L’ensemble de ces données a permis de 

mettre en évidence un nouveau point de contrôle appelé TIE-checkpoint aboutissant à 

l’élimination des plasmocytes dès lors qu’ils expriment une Ig tronquée. Puisque l’activation 

du TIE-checkpoint conduit à une disparition quasi complète des plasmocytes hébergeant des 

réarrangements VPTC, nous n’avons pas pu analyser le phénomène de NAS in vivo. Dans cette 

étude, nous avons donc réalisé un modèle permettant d’analyser le phénomène de NAS in 

vivo sans activer le TIE-checkpoint. Dans ce nouveau modèle, l’activation du NAS sur les 

transcrits d’Ig non-productifs n’entraine pas l’apparition d’Ig tronquées. 

 

Méthodologie 

Nous avons réalisé ce nouveau modèle d’analyse du NAS in vivo par croisement des 

souris IgHfrV et DH-LMP2A, toutes deux présentant des insertions au sein du locus IgH. Chez 

les souris IgHfrV/DH-LMP2A, la maturation B et la différenciation plasmocytaire sont dictées par 

l’expression de la protéine LMP2A (Casola et al., 2004 ; Lechouane et al., 2013). L’allèle non-

productif IgHfrV peut quant à lui subir librement des réarrangements VDJ et être exprimé 

durant tout le développement B (article 1). L’activation du NAS sur l’allèle IgHfrV peut 

conduire à l’élimination de l’exon additionnel frameshift (frV) et permettre l’expression 

d’une chaîne lourde normale lorsque le réarrangement VDJ respecte le cadre ouvert de 
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lecture (Figure 1). L’analyse du NAS a été réalisée sur des cellules B (B220+/CD138-) et des 

plasmocytes (B220-/CD138+) isolés de rate et triés par cytométrie en flux. 

Au moyen de PCR semi-quantitative utilisant une amorce sens localisée dans le 

segment VH (VH7183) et une amorce anti-sens située dans l’exon CH1µ (CmuR), nous avons 

analysé comparativement les transcrits alternatifs (alt-mRNA) dans les cellules B et les 

plasmocytes. Les produits de PCR ont ensuite été clonés et les jonctions VDJ analysées. 

 

Résultats 

L’analyse par PCR semi-quantitative des alt-mRNA nous a permi de constater que ces 

transcrits sont abondants dans les plasmocytes et quasi indétectables dans les cellules B 

(Figure 2).  

L’analyse par séquençage des réarrangements VDJ impliqués, nous a permis 

d’identifier douze jonctions CDR3 différentes. Ces résultats, montrant une oligoclonalité des 

jonctions VDJ, indiquent que l’activation du NAS s’effectue dans la plupart des plasmocytes. 

En conclusion de cette étude réalisée in vivo, nous avons pu montrer pour la 

première fois que l’activation du NAS sur les transcrits d’Ig non-productifs est beaucoup plus 

marquée dans les plasmocytes que dans les cellules B. En accord avec ces résultats et avec 

une traduction active des transcrits ayant subi le NAS, nous avons trouvé des quantités 

importantes d’IgM dans le sérum des souris IgHfrVk/DH-LMP2A (environ 15 µg/ml). 

 

 

 





Figure 1 : Activation du NAS dans le modèle murin IgHfrVk/DH-LMP2A 

Figure 2 : Mise en évidence du NAS dans les plasmocytes 
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Partie 3 : Les sites donneurs d’épissage des exons I influencent 
la transcription germinale des régions switch.  

 

RESULTATS PRELIMINAIRES :  

Etude du rôle des sites donneurs d’épissage des exons I lors de la CSR 

 

Objectifs 

 La transcription germinale des régions S est un préalable nécessaire à la CSR. Pour 

autant, cette transcription n’est pas à elle seule suffisante pour que la CSR soit optimale 

(Bottaro et al., 1994). En effet, les travaux du groupe de Radbruck sont venus étayer ces 

observations et ont démontré que la maturation des transcrits germinaux est un pré-requis 

indispensable à la CSR. Ces travaux ont démontré que l’épissage des transcrits pré-switch (Ix-

Cx) a un rôle crucial dans ce processus. Par recombinaison homologue, ces auteurs ont créé 

deux modèles murins dans lesquels l’ensemble promoteur I1/exon I1 a été remplacé par le 

promoteur de la méthallothionéine II humaine (hMT pour human Methallothionein) avec ou 

sans conservation du site donneur d’épissage de l’exon I1 (modèles murins s-hMT et hMT 

respectivement) (Figure 1). Ils ont ainsi pu montrer qu’une stimulation des cellules B induit 

la CSR à IgG1 uniquement lorsque le site donneur d’épissage est présent (s-hMT) et ce 

malgré la transcription de la région S1 dans le modèle dépourvu de site d’épissage (hMT) 

(Lorenz et al., 1995 ; Hein et al., 1998). Par des approches indirectes, d’autres études ont 

confirmé le rôle clé de l’épissage des transcrits pré-switch dans la CSR (Qiu et al., 1999 ; 

Kuzin et al., 2000 ; Samara et al., 2006). Bien que des travaux récents tendent vers une 

implication de la machinerie d’épissage dans le recrutement d’AID au niveau des régions S, le 

rôle de cette maturation des ARN dans la CSR reste encore méconnu (Conticello et al.,  

2008 ; Nowak et al.,  2011). Par ailleurs, il a été démontré que la présence d’un site donneur 

d’épissage à proximité d’un promoteur facilite le recrutement du complexe d’initiation de la 

transcription et ainsi augmente le taux de transcription (Furger et al., 2002 ; Damgaard et al., 

2008). Sachant que les exons I sont de courts exons, leur site donneur d’épissage est 

positionné à proximité du promoteur I. Nous avons alors émis l’hypothèse que le rôle 

potentiel des sites donneurs d’épissage des exons I au cours de la CSR serait d’augmenter la 

transcription germinale et l’accessibilité à AID des régions S. 
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Méthodologie  

Pour réaliser la suite de notre étude nous avons utilisé les modèles hMT et s-hMT 

créés par Lorenz et al.  ainsi que des animaux sauvages (Wt) de génotype C57BL/6 (Lorenz et 

al., 1995). Toutes les expériences ont été réalisées avec des souris homozygotes. Afin 

d’analyser la transcription germinale qui précède la CSR dans ces animaux, nous avons 

stimulé in vitro des lymphocytes isolés de la rate après centrifugation sur une solution de 

Ficoll. Les lymphocytes Wt ont été stimulés avec du LPS seul pour induire la CSR vers IgG3 et 

IgG2b ou en présence d’IL4 pour induire la CSR vers IgG1 et IgE. Le promoteur hMT étant 

inductible au LPS, la stimulation des lymphocytes hMT et s-hMT avec ce mitogène est 

suffisante pour induire une commutation vers l’isotype IgG1.  

Après 48h de stimulation, nous avons quantifié la transcription germinale qui précède 

la CSR vers IgG1. Pour ce faire, il est classiquement réalisé une quantification des transcrits 

germinaux pré-switch I1-C1. Comme le modèle hMT présente un défaut d’épissage nous 

avons quantifié les transcrits primaires pré-switch (pGLT pour primary Germline Transcript). 

Cette quantification a été réalisée par RT-qPCR à l’aide d’oligonucléotides localisés entre la 

région S1 et le site donneur d’épissage de l’exon I1, (communs chez tous les animaux 

utilisés). Nous avons également amplifié, cloné et séquencé une partie de la région S1 

(environ 1200 pb) pour évaluer la présence de mutations induites par AID au sein de cette 

dernière. 

Après 60h de stimulation, nous avons analysé l’accessibilité transcriptionnelle et 

chromatinienne de la région S1 par ChIP anti-RNA Pol II et anti-H3ac respectivement. Peu 

de CSR est détectable à ce temps précoce de stimulation mais la transcription germinale est 

maximale.  

Après 96h de stimulation et à l’aide de PCR semi quantitative nous avons quantifié le 

taux de transcrits post-switch Iµ-C1 et Iµ-C2 afin de mesurer indirectement l’efficacité de 

la CSR vers IgG1 et IgG2b dans les modèles hMT et s-hMT. Par RT-qPCR nous avons aussi 

évalué l’activation d’AID dans ces deux modèles. 
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Résultats 

 Dans un premier temps nous avons calculé in silico l’efficacité des sites donneurs 

d’épissage des exons I et des exons CH1 (Table 1). Nous montrons que les sites donneurs 

d’épissage des exons I sont aussi efficaces que ceux des exons CH1, ce qui semble confirmer 

le rôle important de l’épissage des exons I dans la CSR. 

Dans le but de contrôler les défauts de CSR vers IgG1 observés par Lorenz et al. dans 

le modèle hMT et valider la suite de notre étude, nous avons quantifié par RT-PCR le taux de 

transcrits post-switch après 96h de stimulation au LPS (Figure 2). Comme attendu, les 

transcrits Iµ-C1 sont très abondants dans le modèle s-hMT alors qu’ils sont quasiment 

indétectables dans le modèle  hMT. Ces résultats confirment que la CSR vers IgG1 est induite 

uniquement lorsque le site donneur d’épissage de l’exon I1 est présent. En revanche, les 

transcrits post switch Iµ-C2b sont aisément détectables dans les deux modèles, et à des 

taux équivalents, révélant une CSR vers IgG2 efficace dans le modèle hMT. Ainsi, ces 

résultats démontrent que l’abolition quasi-totale de la CSR vers IgG1 dans le modèle hMT 

n’est pas due à une déficience plus générale de la machinerie de recombinaison. 

Après validation du modèle, nous avons analysé l’activation de la transcription 

germinale qui précède la CSR. Pour ce faire, nous avons quantifié par RT-qPCR le taux de 

pGLT produits par les lymphocytes après 48h de stimulation (Figure 3A). En accord avec une 

activation de la CSR vers IgG1, nous observons une augmentation drastique du taux de pGLT 

lorsque les lymphocytes issus d’animaux Wt sont stimulés en présence de LPS et d’IL4 

comparativement à la stimulation avec le LPS seul. Ces données validant notre méthode 

d’analyse de la transcription germinale, nous avons ensuite quantifié les pGLT dans les 

lymphocytes issus d’animaux homozygotes hMT et s-hMT. Nous observons des taux 

comparables de pGLT chez les lymphocytes issus de souris s-hMT stimulés en présence de 

LPS et les lymphocytes issus de souris Wt stimulés en présence de LPS + IL4. Nous 

démontrons ainsi que l’activation de la transcription germinale en présence de LPS dans le 

modèle s-hMT est quasiment aussi efficace que celle observée pour les animaux Wt en 

condition classique de stimulation. De façon intéressante, le taux de pGLT observé pour les 

lymphocytes issus d’animaux s-hMT stimulés en présence de LPS ou de LPS + IL4 est huit fois 

plus élevé que celui observé pour les lymphocytes issus d’animaux hMT dans les mêmes 

conditions de stimulation. Ces résultats suggèrent que la transcription germinale est altérée 

lorsque le site donneur d’épissage est absent. Ainsi, le site donneur d’épissage de I1 semble 
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avoir un rôle sur l’intensité de transcription et par conséquent sur l’accessibilité à AID de la 

région S1.  

Bien que non significative, nous observons également une faible augmentation 

(facteur 2) du taux de pGLT dans les lymphocytes issus de souris hMT stimulés au LPS 

comparativement à celui observé pour les lymphocytes issus de souris Wt dans ces 

conditions de stimulation. Cette légère différence pourrait expliquer le peu de CSR vers IgG1 

observée dans le modèle hMT (Figure 2). Par ailleurs, l’ajout d’IL4 ne semble pas avoir 

d’effet sur la transcription initiée par le promoteur hMT puisque les taux de pGLT détectés 

après stimulation des lymphocytes issus d’animaux hMT ou s-hMT au LPS+IL4 sont similaires 

à ceux observés pour les lymphocytes des mêmes souris stimulés en présence de LPS seul. 

Afin de conforter ces observations, nous avons réalisé des ChIP anti RNA-Pol II sur des 

lymphocytes hMT et s-hMT stimulés pendant 60h en présence de LPS (Figure 3B). A l’aide de 

cinq qPCR distinctes nous avons pu analyser la fixation de la RNA Pol II sur tout le locus I1 

ainsi que sur le promoteur hMT. En accord avec notre quantification des pGLT, les 

lymphocytes issus de souris s-hMT présentent un enrichissement en RNA Pol II d’environ un 

facteur 3 sur tout le locus I1 ainsi que sur le promoteur hMT comparativement aux 

lymphocytes issus de souris hMT. Cette forte tendance confirme l’influence du site donneur 

d’épissage de l’exon I1 sur la transcription initiée par le promoteur hMT.  

Nous nous sommes également intéressés à l’accessibilité de la région S1 et nous 

avons réalisé des ChIP anti-H3ac (Figure 4A). Nos résultats montrent que le promoteur hMT 

des souris s-hMT présente un profil d’acétylation de l’histone H3 environ trois fois plus fort 

que celui observé avec les souris hMT. Dans le modèle s-hMT nous observons une 

augmentation significative du niveau d’acétylation de l’histone H3 en amont de la région S1 

(Sg1U) comparativement à celui observé au niveau du promoteur. De façon intéressante, 

cette augmentation du profil d’acétylation spécifiquement en aval du site d’épissage n’est 

pas retrouvée dans le modèle hMT. Nos résultats révèlent également une chute du profil 

d’acétylation de l’histone H3 en aval de la région S1 dans les deux modèles, mais cette 

marque d’acétylation reste environ trois fois plus forte dans les souris s-hMT que dans les 

souris hMT. L’ensemble de nos données suggère que la présence du site donneur d’épissage 

vraisemblablement par son action sur la transcription germinale permet d’augmenter 

l’accessibilité du locus 1. Par ailleurs, l’augmentation de l’acétylation de l’histone H3 en 
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amont de la région S1 dans le modèle hMT semble indiquer un rôle plus spécifique du site 

donneur d’épissage et/ou de la machinerie d’épissage dans la mise en place de ces marques 

à cet endroit précis.  

Nous avons ensuite voulu vérifier si cette accessibilité transcriptionnelle et 

chromatinienne accrue de la région S1 s’accompagnait d’un meilleur ciblage par AID. Nous 

avons analysé la présence de mutations introduites par AID au sein de la région S1 après 

48h de stimulation au LPS (Figure 4B). Cette analyse a été réalisée pour des animaux hMT, s-

hMT ainsi que sur des cellules Wt stimulées au LPS en tant que contrôle négatif. Comme 

attendu au vu du défaut de CSR vers IgG1 dans les animaux hMT, nous détectons un 

pourcentage de séquences mutées similaire à celui observé dans les animaux Wt (hMT : 1.64 

% et Wt : 2,63%). En revanche, les souris s-hMT présentent un plus grand pourcentage de 

séquences mutées (s-hMT : 11,1 %) démontrant un meilleur ciblage d’AID au niveau de la 

région S1 quand le site donneur d’épissage est présent. En outre, nous avons montré que le 

défaut de ciblage d’AID n’était pas dû à un défaut d’expression d’AID dans le modèle hMT 

(Figure 4C). Il est à noter que la seule séquence mutée obtenue dans le modèle hMT (Figure 

4B) présente un grand nombre de mutations indiquant vraisemblablement de multiples 

tentatives d’attaque par AID sur une quantité limitée de substrat. 

Comme nous détectons un peu de CSR vers IgG1 dans les souris hMT. Nous avons 

voulu vérifier si les transcrits germinaux initiés par le promoteur hMT dans ce modèle 

dépourvue du site donneur d’épissage ne pouvaient pas activer un site cryptique d’épissage 

situé en aval (Figure 5). Nous avons donc quantifié par RT-qPCR la présence de transcrits 

pré-switch épissés de type I1-C1, en utilisant un oligonucléotide sens situé dans l’exon 

hMT (HMT For) et un oligonucléotide antisens situé dans l’exon CH1 du gène 1 (C1R). Dans 

le modèle s-hMT nous détectons la présence d’abondants transcrits pré-switch hMT-Cγ1 

présentant un épissage au niveau du site donneur de l’exon I1 sur l’exon CH1. Dans le 

modèle hMT nous arrivons à détecter un taux très faible de transcrits hMT-C1 plus grand 

utilisant un site cryptique d’épissage situé environ 250 pb en aval du site donneur de l’exon 

I1. La présence de ces transcrits germinaux présentant un épissage au niveau d’un site 

cryptique pourrait expliquer le taux très faible de CSR vers IgG1 observé dans le modèle hMT 

(Figure 2).  
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Discussion 

 Cette thématique étant un peu éloignée des travaux sur la surveillance des ARN 

présentés précédemment, nous avons préféré intégrer ci-après la discussion de ces travaux.  

 Les modèles hMT et s-hMT ont été élaborés il y a près de vingt ans par l’équipe de 

Radbruck. A l’aide de ces modèles, ces auteurs ont émis l’hypothèse que l’épissage des 

transcrits germinaux a un rôle crucial dans la CSR (Lorenz et al., 1995, Hein et al., 1998). Bien 

que plusieurs études aient confirmé cette relation entre l’épissage et la CSR, les mécanismes 

sous-jacents sont restés peu étudiés (Qiu et al., 1999 ; Kuzin et al., 2000 ; Samara et al., 

2006 ; Conticello et al., 2008 ; Nowak et al., 2011). Dans le but d’apporter des précisions, 

nous avons analysé l’accessibilité transcriptionnelle de la région S1 dans les modèles murins 

hMT et s-hMT. De façon originale, notre étude a mis en évidence un rôle encore inexploré 

du site donneur d’épissage des exons I dans le processus de CSR. En effet, nous avons 

démontré que la présence du site donneur d’épissage de I1 à proximité du promoteur hMT 

permet d’augmenter l’intensité de la transcription germinale de la région S1 et ainsi son 

accessibilité à AID.  

 De nombreuses études ont révélé un lien entre la transcription germinale lors de la 

CSR et la mise en place de marques de chromatine active au niveau des régions S. Dans ce 

sens, la déficience pour le facteur PTIP, qui a un rôle crucial dans l’initiation de la 

transcription germinale, est associée à une réduction drastique des marques H3K4me3 et 

H3Ac au niveau des régions S (Daniel et al., 2010 ; Schwab et al., 2011). Par ailleurs, le 

groupe de Kenter a démontré une présence accrue des marques H3Ac, H4Ac, H3K4me3 au 

niveau des régions S uniquement lorsqu’elles sont transcrites (Wang et al., 2006 et 2009). De 

plus, ces auteurs ont montré une corrélation entre la présence de ces marques et la fixation 

de la RNA Pol II ser5-P suggérant un lien entre la pause de la RNA Pol II et le remodelage 

chromatinien. En accord avec ces observations, nos travaux montrent que le profil 

d’acétylation de l’histone H3 au niveau de la région S1 est corrélé à l’intensité de la 

transcription germinale. En effet, la présence de cette marque est nettement plus marquée 

dans le modèle s-hMT que dans le modèle hMT dont la transcription germinale est beaucoup 

plus faible. Afin de confirmer l’augmentation de la transcription germinale observée en 

présence du site donneur d’épissage, nous prévoyons également de quantifier par ChIP le 

recrutement de facteurs d’initiation de la transcription (TFIIH, TFIIB, TBP) au promoteur 

hMT.  
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Nous avons également démontré une accumulation spécifique de marques H3ac en 

aval du site d’épissage dans le modèle s-hMT. N’ayant pas observé un tel enrichissement 

dans le modèle hMT, nos données semblent indiquer que cette acétylation préférentielle, 

indicatrice d’une très grande accessibilité, est la conséquence de la reconnaissance du site 

donneur d’épissage de l’exon I. Par conséquent, la présence de la région S1 n’est pas 

suffisante à une ouverture optimale de la chromatine. Ces données suggèrent que la 

rencontre du site donneur d’épissage et la mise en place du spliceosome entraîne une pause 

de la RNA Pol II comme cela a pu être observé chez la levure au niveau du site accepteur 

d’épissage (Alexander et al., 2010). Dans ce sens, le facteur Spt5 qui permet le recrutement 

d’AID sur la RNA Pol II en pause interagit avec des facteurs impliqués dans la maturation des 

ARN dont des facteurs d’épissage (pour revue Kenter et al., 2012). En accord avec nos 

données, il a été récemment démontré une accumulation de RNA Pol II ser5-P en aval de Iµ 

dans des souris déficientes pour les séquences répétées en tandem de la région Sµ (SµTR-/-) 

(Luby et al., 2001 ; Balter et al., 2012). Par conséquent, la pause de la RNA Pol II observée 

par ces auteurs n’est pas due à la présence de la région Sµ. De façon intéressante, la région 

entre Iµ et le cœur de la région Sµ contient deux sites donneurs d’épissage cryptiques qui 

sont utilisés lorsque le site donneur de Iµ est muté (Kuzin et al., 2000). Bien que les données 

de Balter et al. semblent corroborer notre hypothèse, l’accumulation de RNA Pol II observée 

par ces auteurs n’a pas été détectée dans un modèle de délétion plus important de la région 

Sµ (SµΔ/Δ) dépourvu de sites cryptiques d’épissage mais conservant le site donneur de Iµ 

(Khamlichi et al., 2004 ; Rajagopal et al., 2009 ; Wang et al., 2009). L’ensemble de ces 

données souligne l’importance du dialogue entre la RNA pol II, les facteurs recrutés par le 

site donneur d’épissage des exons I et la région S. Nous souhaitons poursuivre ces travaux en 

analysant le recrutement de la RNA Pol II ser5-P dans les modèles hMT et s-hMT. 

Par ailleurs, dans le modèle hMT, nous détectons une très faible quantité de 

transcrits pré-switch HMT-C1 utilisant un site cryptique d’épissage localisé en aval du site 

donneur de I1. La présence de ces rares transcrits pourrait expliquer le taux résiduel de CSR 

vers IgG1 observé chez ces animaux. Ces données sont en accord avec les travaux de Kuzin et 

al. démontrant que la mutation du site du site donneur d’épissage de Iµ active des sites 

cryptiques et permet une CSR efficace (Kuzin et al., 2000). De même, l’insertion du gène neor 

en aval de l’exon I3 active des sites cryptiques d’épissage permettant un taux partiel de CSR 

vers cet isotype (Samara et al., 2006). En outre CTNNBL1, un composant du spliceosome, et 
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PTBP2, un facteur régulateur d’épissage, ont également été impliqués dans la CSR. Ainsi, une 

fonction cruciale des sites donneurs d’épissage des exons I serait de recruter le spliceosome 

et que ce dernier pourrait aussi être nécessaire au ciblage d’AID  (Conticello et al., 2008 ; 

Nowak et al., 2011).  

 

Pour conclure, nous proposons un modèle dans lequel l’épissage des exons I lors de 

la CSR aurait un double rôle : (1) la présence du site donneur d’épissage d’un exon I à 

proximité du promoteur I permettrait d’augmenter la transcription germinale initiée par ce 

dernier ; (2) il pourrait induire une pause de la RNA Pol II suite au recrutement et à la mise 

en place de la machinerie d’épissage. Cette pause pourrait ainsi faciliter le recrutement 

d’AID via Spt5. De plus, le recrutement du spliceosome pourrait aussi faciliter l’interaction 

entre AID et les facteurs CTNNBL1 et PTBP2 et stabiliser AID au niveau de son substrat.  

Au final, ces données nous éclairent sur le rôle des sites donneurs d’épissage des 

exons I au cours de la CSR. De façon inattendue, elles suggèrent également que la proximité 

entre le site donneur d’épissage de l’exon I et son promoteur permet de moduler l’intensité 

de la transcription de la région S, et par conséquent son accessibilité à AID.  





 
Table 1 : Donor splice-sites of I-exons and CH1-exons  

            

 

I -exon CH1-exon 

Ig isotype Donor  site 
Donor site 

Donor site 
Donor Site 

score score 

IgM ATGGTAAGC 91,29 CAGGTAAGA 100,84 

IgG3 AAGGTGAGT 100,77 TCGGTGAGA 81,58 

IgG1 GCGGTAAGT 93,64 TTGGTGAGA 82,2 

IgG2b AGAGTAAGC 78,21 TTGGTGAGA 82,2 

IgG2a AGAGTAAGC 78,21 TTGGTGAGG 82,43 

  AGGGTAAGG 91,16     

  CAGGTATGG 90,48     

IgE CAGGTATTA 77,3 TAGGTAAGT 102,08 

IgA CAGGTGGGT 90,41 CTGGTAAAG 79,26 

  GAGGCAAGG 80,08     

  AAGGTAGGC 89,59     

Average ± SD   87,38 ± 7,71   87,23 ± 9,79 

 





Figure 1: Représentation schématique du locus Ig1 dans les modèles murins hMT et s-hMT 
Les éléments blancs sont les segments géniques spécifiques aux modèles hMT et s-hMT et ne sont pas 
retrouvés dans les animaux Wt. Les éléments noirs représentent les segments géniques du locus g1 Wt. 
Le fragment rouge correspond à la séquence de l’exon Ig1 contenant le site donneur d’épissage (5’SS 
pour 5’splice site) conservé dans le modèle s-hMT et absente dans le modèle hMT. 
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Figure 2: Analyse de la CSR dans les modèles hMT et s-hMT 
Les RT-PCR ont été réalisées sur des ARN totaux extraits de lymphocytes isolés de rate provenant 
d’animaux homozygotes hMT et s-HMT. Ces lymphocytes ont été stimulés in vitro au LPS pendant 
4 jours. Les PCR ont été réalisées en conditions semi-quantitatives à partir de dilution en série 
d’ADNc d’un facteur 5. Les couples d’oligonucléotides IµF/Cg1R et IµF/Cg2R amplifient 
respectivement les transcrits post switch Iµ-Cg1 et Iµ-Cg2b. L’amplification des transcrits de la 
Gapdh a été utilisée pour la normalisation.    
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Figure 3: La présence du site donneur d’épissage de l’exon Ig1 influence la transcription germinale  
A Analyse par RT-qPCR du taux de transcrits primaires pré-switch (pGLT) après stimulation de lymphocytes in 
vitro au LPS ou LPS+IL4 pendant 48h. Les ARN ont été extraits de lymphocytes provenant d’animaux 
homozygotes hMT, s-HMT et C57BL/6. Les pGLT ont été amplifié avec le couple d’oligonucléotides Sg1U 
représentés sur le schéma panel B. Les taux de pGLT ont été normalisés par rapport à l’expression de la Gapdh 
et comparés selon la méthode des 2-ΔΔCt. La valeur obtenue pour les lymphocytes hMT stimulés au LPS a été 
normalisée à 1 dans chaque expérience. Les graphiques montrent les résultats obtenus pour 4 expériences 
indépendantes. (ns: non significatif; * p<0,05; ***p<0,001). B Analyse par ChIP de la fixation de la RNA Pol II au 
locus g1. Les ChIP ont été réalisées sur des lymphocytes provenant de souris hMT et s-hMT stimulés au LPS 
pendant 60h. Les histogrammes représentent l’enrichissement relatif en RNA Pol II exprimé en % d’input. La 
position des couples d’oligonucléotides (triangles) utilisés pour les qPCR est décrite sur le schéma représentatif 
du locus g1 dans le modèle s-hMT. Les graphiques montrent les résultats obtenus pour 3 expériences 
indépendantes.    
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Figure 4: L’accessibilité de la région Sg1 est influencée par la présence du site donneur d’épissage de l’exon Ig1  
A Analyse par ChIP de l’acétylation de l’histone H3 (H3ac) au locus g1. Les ChIP ont été réalisées sur des 
lymphocytes provenant de souris hMT et s-hMT stimulés au LPS pendant 60h. Les histogrammes représentent 
l’enrichissement relatif en H3ac exprimé en % d’input. La position des couples d’oligonucléotides (triangles) utilisés 
pour les qPCR est décrites sur le schéma représentatif du locus g1 dans le modèle s-hMT. Les graphiques montrent 
les résultats obtenus pour 3 expériences indépendantes. (* p<0,05) B Analyse de la fréquence de SHM induites par 
AID au sein de la région Sg1 dans des lymphocytes issus d’animaux hMT, s-hMT et Wt stimulés au LPS pendant 48h. 
Le nombre total de séquence est indiqué dans les cercles au centre des camemberts. Le nombre de mutations par 
séquences analysées est indiqué dans chaque portion.  Les animaux Wt servent de contrôle négatif. Le nombre de 
séquences mutées /nombre  total de séquences analysées est inscrit en dessous des camemberts. 
C Analyse en RT-qPCR de l’expression d’AID dans des lymphocytes provenant des souris hMT et s-hMT stimulés au 
LPS pendant 48. L’expression d’AID a été normalisée par rapport à l’expression de la Gapdh et comparée selon la 
méthode des  2-ΔΔCt. L’expression d’AID  dans les lymphocytes provenant des souris hMT a été normalisée 1. Les 
résultats représentent 4 expériences indépendantes.  
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Figure 5: Utilisation d’un site cryptique d’épissage dans le modèle hMT  
Les RT-PCR ont été réalisées sur des ARN totaux extraits de lymphocytes isolés de rate provenant 
d’animaux homozygotes hMT et s-HMT. Ces lymphocytes ont été stimulés in vitro au LPS pendant 
2 jours. Les PCR ont été réalisées en conditions semi-quantitatives à partir de dilution en série 
d’ADNc d’un facteur 5. Le couple d’oligonucléotides HMT/Cg1R permet d’amplifier les transcrits 
pré-switch qui présentent un épissage de l’exon hMT sur l’exon CH1g1. L’amplification des 
transcrits de la Gapdh a été utilisée pour la normalisation.    
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1 LA TRANSCRIPTION BI-ALLELIQUE AU LOCUS IgH 

Chaque LB exprime une Ig unique, ce qui implique que pour chaque composant des 

chaînes d’Ig (IgH et IgL) ne soit exprimé qu’un seul allèle. Pour autant, près de la moitié des 

LB présente des réarrangements bi-alléliques. Afin d’expliquer cette expression mono-

allélique, les travaux de Skok et al. ont montré que les allèles d’Ig réarrangés de façon non-

productive (VDJ- au locus IgH et VJ- au loci IgL) peuvent être recrutés au niveau de la PCH et 

ainsi être placés sous silence au niveau transcriptionnel (Skok et al., 2001 ; Roldan et al., 

2005). Cependant, plusieurs études ont révélé une transcription active des allèles 

exclus, invalidant ainsi l’hypothèse d’un silencing des allèles exclus (Delpy et al., 2004a et 

2004b ; Daly et al., 2007 ; Eberle et al., 2009a).  

Afin de lever les doutes sur ces résultats contradictoires concernant le silencing des 

allèles exclus, nous avons analysé la transcription et la régulation post-transcriptionnelle des 

allèles IgH non-productifs au cours du développement B (Article 1). Cette étude a été 

permise grâce au modèle murin IgHfrV/wt ; les allèles productifs et non-productifs étant 

imposés par la mutation, ils peuvent ainsi être détectés spécifiquement. Dans un premier 

temps, nous nous sommes intéressés à l’accessibilité chromatinienne et transcriptionnelle 

des allèles productifs et non-productifs dans des cellules B activées au LPS. Nos données de 

ChIP ont révélé que les deux allèles IgH présentent une charge équivalente de RNA pol II et 

un profil d’acétylation de l’histone H3 similaire. Ces résultats confirment les données 

précédemment obtenues au laboratoire qui, par comparaison de la fréquence de SHM, 

suggéraient que les allèles productifs et non-productifs étaient transcrits à des taux voisins 

dans des cellules B du centre germinatif (Delpy et al., 2004a). Une autre conclusion majeure 

de notre étude réalisée dans un contexte physiologique est l’absence d’une régulation de 

type NMTGS, initialement décrite à l’aide de transgènes d’Ig non-productifs dans des lignées 

non-B (Bühler et al., 2005). Nos observations s’opposent donc au modèle de silencing de 

l’allèle exclu proposé par Skok et al. et suggèrent que le maintien de l’exclusion allélique ne 

s’opère pas au niveau transcriptionnel. Ces résultats sont en accord avec les observations de 

Daly et al. montrant, par la technique de RNA-FISH, une transcription bi-allélique des allèles 

IgH (Skok et al., 2001 ; Bühler et al., 2005 ; Daly et al., 2007). Récemment, nos données de 

ChIP révélant la présence de marques de chromatine active sur les allèles hors phase ont été 

confirmées par une étude de 4C-seq utilisant des amorces spécifiques de chacun des allèles 
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IgH (Holwerda et al., 2013). De façon intéressante, Holwerda et al. ont démontré que les 

allèles IgH productifs et non-productifs présentent des interactions chromosomiques 

similaires et résident dans un domaine chromatinien actif. De plus, aucune différence n’a été 

détectée entre les LB au repos et stimulés. Ainsi, l’ensemble de ces données suggère une 

accessibilité transcriptionnelle et une localisation nucléaire symétrique des deux allèles IgH, 

y compris dans des cellules B stimulées. En contradiction avec l’hypothèse d’un silencing 

transcriptionnel des allèles exclus, l’exclusion allélique semble agir uniquement au niveau 

des réarrangements V(D)J en favorisant les recombinaisons sur un allèle. Dès lors que les 

allèles d’Ig présentent un réarrangement complet (productif ou non-productif), aucune 

différence n’apparait au niveau transcriptionnel. 

Dans ce sens, l’étude menée par Holwerda et al. a révélé que les segments VH distaux 

sont associés à un domaine chromatinien moins actif que le reste du locus IgH. Ce 

recrutement des segments VH distaux au niveau d’une zone plus répressive restreindrait 

l’activité des enhancers aux seuls promoteurs des segments variables réarrangés, qu’ils 

soient productifs ou non-productifs. 

 Afin d’étendre ces études concernant la localisation et le mouvement des allèles IgH 

lors de la maturation B, nous proposons d’utiliser notre modèle IgHfrV/wt pour suivre 

spécifiquement chacun des allèles par des techniques de FISH. En effet, tous les travaux de 

DNA-FISH à l’heure actuelle caractérisent les allèles IgH hors phase par la distance entre les 

régions constantes et les segments VH distaux. Cette relation se base sur le fait que les 

allèles IgH non-productifs présentent soit des réarrangements DJH, soit des segments VDJ 

hors phase qui font principalement intervenir les segments VH proximaux (Roldan et al.,  

2005). Comme la détection de l’allèle hors phase repose toujours sur cette corrélation et 

non sur une détection spécifique, les résultats de ces études sont toujours biaisés par 

l’interprétation de la distance entre les segments VH distaux et les régions constantes. De 

plus, certains réarrangements productifs peuvent impliquer les segments VH proximaux, et 

des segments VH distaux peuvent être associés à des jonctions VDJ hors phase. Ainsi, le 

modèle IgHfrV/wt, permettant de détecter spécifiquement chaque allèle IgH à l’aide de 

sondes marquées par des fluorochromes de couleur différentes, pourrait faciliter les études 

de localisation nucléaire.  
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2 LA SURVEILLANCE DES ARN DE CHAINES LOURDES D’Ig 

Notre étude ayant apporté la preuve d’une transcription active des allèles IgH non-

productifs, nous avons ensuite analysé leur régulation post-transcriptionnelle en mesurant 

l’efficacité des différents mécanismes de surveillance des ARN. Nous avons ainsi quantifié le 

phénomène de NMUP et montré une accumulation spécifique des pré-ARNm issus d’allèles 

IgH hors phase au cours du développement B. Nous avons également révélé une corrélation 

inverse entre l’intensité de la transcription au locus IgH et l’efficacité du NMUP (cf Article 1). 

En effet, les transcrits primaires hors phase s’accumulent fortement dans les précurseurs B 

et les cellules B au repos présentant une faible transcription au locus IgH, alors qu’ils ne 

s’accumulent pratiquement pas dans des cellules B stimulées et des cellules plasmocytaires 

dans lesquelles la transcription du locus IgH est plus forte. Nous avons également analysé la 

dégradation par NMD des ARNm IgH non-productifs. Nos observations ont révélé une 

dégradation par NMD très marquée aboutissant à une disparition quasi complète de ces 

transcrits matures hors phase. De plus, nous avons confirmé la corrélation entre le taux 

d’épissage et l’efficacité du NMD précédemment observée par l’équipe de Wilkinson dans 

des lignées (Gudikote et al., 2005). Par conséquent, la dégradation par NMD est très forte 

dans les cellules B stimulées (95%) et les plasmocytes (80%) comparativement à celle 

observée dans les cellules B au repos (50%). Cette activité du NMD plus marquée dans les 

cellules B stimulées est en accord avec les travaux de Weischenfeldt et al qui avaient montré 

que la réponse proliférative des LB était considérablement affectée par l’inactivation d’UPF2, 

un acteur majeur du NMD (Weischenfeldt et al., 2008). Les travaux présentés dans l’Article 2 

mettant en évidence la toxicité de chaînes d’Ig tronquées pourraient permettre d’expliquer 

les données obtenues par Weischenfeldt et al. Ainsi, l’apparition d’IgH tronquées suite à 

l’inhibition du NMD dans des LB activés pourrait induire leur apoptose. En effet, la 

dégradation par NMD étant très forte dans ces cellules stimulées, une importante synthèse 

d’IgH tronquées pourrait se produire dans ces cellules. En revanche, les cellules B au repos, 

qui ne présentent pas une dégradation par NMD aussi efficace, seraient moins affectées par 

son inhibition.  

A l‘heure actuelle, il est désormais établi que de nombreux gènes peuvent subir un 

épissage co-transcriptionnel influencé par la vitesse d’élongation de la RNA Pol II. En effet, 

différentes études ont démontré que le ralentissement artificiel de la RNA pol II favorise 
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l’inclusion d’exon alternatif (pour revue : Luco et al., 2011). Dans les précurseurs B et les LB 

au repos présentant une faible intensité de transcription au locus IgH, nous supposons que la 

détection du PTC sur les pré-ARNm d’IgH non-productifs peuvent induire un ralentissement 

de la RNA Pol II suffisant pour diminuer l’épissage et favoriser l’accumulation des transcrits 

non ou partiellement épissés. En revanche, lors des stades de différenciation B plus tardifs, 

la forte transcription du locus IgH ne permettrait pas ou peu la mise en place du NMUP mais 

favoriserait l’épissage et ainsi l’activation du NMD. Cette hypothèse supporte également nos 

données démontrant la forte dégradation par NMD des ARNm IgH hors phase dans les 

cellules B activées. Ainsi, l’activation des LB et/ou la différenciation plasmocytaire, en 

modifiant l’intensité de la transcription, modulent également l’efficacité de l’épissage et 

orientent le choix du processus de surveillance des ARN mis en jeu. De façon intéressante, 

les processus de NMUP et NMD semblent être complémentaires dans les cellules B au repos 

ou activées. Quel que soit le mécanisme impliqué, cette surveillance permet de diminuer 

efficacement le taux de transcrits matures IgH non-productifs au cours de la maturation B, 

évitant ainsi la synthèse d’Ig tronquées.  

Afin d’étudier le lien entre l’activation des différents mécanismes de surveillance et la 

vitesse d’élongation de la RNA pol II au sein du locus IgH, nous souhaitons réaliser des ChIP  

pour regarder s’il existe un enrichissement en RNA Pol II ser5-P (en pause) au niveau des 

exons contenant les PTC comparativement aux autres exons constant. Nous proposons 

également de traiter les cellules B activées avec des inhibiteurs de l’élongation de la RNA Pol 

II tels que le DRB. Si nos suppositions sont exactes le ralentissement artificiel de la RNA Pol II 

favoriserait l’activation du NMUP et ainsi l’accumulation des pré-ARNm hors phase. Pour 

s’affranchir des effets néfastes d’un inhibiteur de transcription, une alternative pourrait être 

de transfecter les lignées B matures ou plasmocytaires avec des plasmides codant une RNA 

Pol II mutée dont la processivité est ralentie (RNA Pol II dite « C4 ») (Coulter and Greenleaf, 

1985 ; Ip et al., 2011). 

Les différences d’accumulation de transcrits primaires que nous observons au cours 

du développement B peuvent également réconcilier les données actuelles sur la 

transcription bi-allélique des allèles IgH et les travaux de l’équipe de Skok supposant un 

silencing de l’allèle exclu. Bien que l’efficacité du NMUP soit faible dans les cellules B 

stimulées, nous pouvons supposer que les transcrits primaires détectés par Skok et al. en 

RNA FISH sont le reflet de l’accumulation des pré-ARNm IgH hors phase et non l’image des 
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transcrits IgH productifs. De façon identique aux expériences énoncées précédemment pour 

la localisation nucléaire des allèles IgH, le modèle IgHfrV/wt pourrait servir à la détection 

spécifique des pré-ARNm IgH en RNA FISH. Nous proposons également de coupler ce ciblage 

des transcrits primaires avec la détection de protéines impliquées dans les différents 

processus de surveillance des ARN afin d’apporter des précisions sur les mécanismes 

moléculaires qui régissent le NMUP (par exemple UPF1, SMG1, SMG6). Cette technique 

permettrait également de vérifier si comme l’avait démontré précédemment l’équipe de 

Mühlemann dans des lignées cellulaires ou des hybridomes, les pre-ARNm IgH non-sens 

s’accumulent au site de la transcription dans des cellules B primaires (Mülemann et al., 

2001 ; de Turris et al., 2011). 

Comme nous avons pu l’aborder dans le chapitre I de ce manuscrit, la vitesse 

d’élongation de la RNA Pol II augmente dans les cellules plasmocytaires (pour revue : Santos 

et al., 2011). En accord avec cette littérature, nous avons observé une augmentation de la 

transcription au locus IgH dans les plasmablastes comparativement aux cellules B activées 

Pourtant, nous n’avons pas détecté de différences dans l’efficacité de l’épissage entre ces 

deux types cellulaires. Néanmoins, nous avons supposé que le taux d’épissage dans les 

plasmablastes était sous-estimé par l’activation du NAS. En effet, notre méthodologie de 

quantification des ARNm IgH non-sens ne permet pas de quantifier la présence de transcrits 

alternatifs qui, par un phénomène de saut d’exon, se retrouvent dépourvus des exons 

contenant des PTC (frV et/ou CH1).  Nos travaux sur les chaînes légères kappa ayant 

démontré que les transcrits alternatifs générés par le NAS pouvaient créer des Ig tronquées 

délétères pour les plasmocytes (Article 2), il est difficile d’analyser l’efficacité du NAS in vivo.  

Afin de s’affranchir de ce problème de toxicité, nous avons tiré profit du modèle 

IgHfrV pour analyser l’activation du NAS au locus IgH in vivo (Partie 2 ; résultats 

préliminaires). En effet, l’activation du NAS sur l’allèle IgHfrVk peut induire l’exclusion de 

l’exon frV et entraîner l’expression de transcrits IgH productifs lorsque le réarrangement 

VDJ est en phase. Ne pouvant pas faire la distinction entre les transcrits alternatifs ayant 

éliminé l’exon frVet les ARNm issus de l’allèle IgH productif, nous avons décidé de croiser 

les animaux IgHfrV et les animaux DH-LMP2A. Ainsi, dans les animaux hétérozygotes 

IgHfrVDH-LMP2A, le développement B est permis par l’expression de la protéine LMP2A et les 

ARNm IgH productifs que nous détectons proviennent obligatoirement de l’activation du 
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NAS sur l’allèle IgHfrV. De même, la détection d’IgM est la conséquence de la traduction de 

ces transcrits alternatifs.  

Nous avons ainsi pu démontrer que l’activation du NAS est très marquée dans les 

plasmocytes comparativement aux LB. Ces données sont en accord avec nos précédentes 

observations, réalisées dans des lignées B sur les transcrits Ig non-sens (Chemin et al., 2010 

en Annexe 1 et Article 2). De plus, la détection de réarrangements VDJ oligoclonaux indique 

que ce processus n’est pas restreint à quelques plasmocytes. En outre, l’activation du NAS 

est responsable de la synthèse d’une quantité non négligeable d’IgM, ce qui tend à 

confirmer nos suppositions sur la production d’Ig tronquées dans les plasmocytes et 

l’activation du TIE-checkpoint in vivo. 

Le NAS étant principalement activé dans les plasmocytes in vivo, nos travaux 

suggèrent que ce processus de surveillance est dépendant de l’intensité de la transcription. 

Les données actuelles sur l’épissage alternatif et la vitesse d’élongation de la RNA Pol II vont 

dans ce sens. Comme nous l’avons déjà abordé une vitesse d’élongation rapide va entraîner 

l’exclusion des exons alternatifs alors qu’une vitesse plus faible de la RNA Pol II aura 

tendance à induire l’inclusion des exons alternatifs (de la Mata et al., 2003, Howe et al., 

2003 ; Ip et al., 2011 ; pour revue Shukla and Oberdoerffer, 2012). Bien que l’activation 

initiale du NAS soit liée à la reconnaissance d’un PTC, la vitesse d’élongation de la RNA pol II 

semble influencer de façon identique le NAS et l’épissage alternatif conventionnel (non 

dépendant d’un PTC mais ayant un rôle primordial au cours du développement chez les 

eucaryotes). 

De façon intéressante, la protéine UPF1 est requise pour l’activation du NMUP et du 

NAS de type II, si bien que l’on peut s’interroger sur une possible connexion entre ces deux 

mécanismes (Chang et al., 2007b ; de Turris et al., 2011). En effet, on peut se demander s’il 

ne s’agit pas d’un seul et même mécanisme de surveillance affectant l’épissage des transcrits 

non-sens mais dont l’action diffère en fonction de l’intensité de transcription. Lorsque 

l’intensité de la transcription des loci d’Ig est faible (dans les LB au repos), la reconnaissance 

du PTC sur le pré-mRNA non-sens pourrait entraîner une pause de la RNA Pol II suffisante 

pour la mise en place du NMUP et l’accumulation de pré-ARNm non-sens. A l’inverse, la 

reconnaissance du PTC lors d’une vitesse d’élongation rapide de la RNA Pol II favoriserait 

l’exclusion de l’exon contenant le PTC. Dans ce sens, la surexpression de facteurs 

d’élongation de la transcription tel qu’ELL2 dans les plasmocytes pourrait entraîner le 
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recrutement de protéines impliqués dans l’épissage co-transcriptionnel et favoriser 

l’activation du NAS (Martincic et al., 2009 ; pour revue Santos et al., 2011). D’ailleurs, une 

étude récente a démontré que l’inactivation du facteur ELL2 dans une lignée plasmocytaire 

entraînait une modification du patron d’épissage pour environ 12% des transcrits exprimés 

(Benson et al., 2012).  

 

3 L’ACTIVATION DU NAS ET LE TIE CHECKPOINT  

 Des travaux réalisés au laboratoire avaient mis en évidence une dégradation des 

transcrits Ig hors phase par un processus de NMD non classique (Delpy et al., 2004b). Ces 

transcrits ne respectant pas la règle de position des PTC, les données actuelles suggèrent 

qu’il s’agit d’une dégradation par un processus de NMD EJC-indépendant, dont l’efficacité 

est moins importante que le NMD classique. Par la suite, nous avons démontré dans des 

lignées que l’action combinée des différents processus de surveillance des ARN (NMUP, NAS 

et NMD) permettait de diminuer drastiquement le taux ARNm Ig hors phase (Chemin et al., 

2010 en Annexe 1). Nous avons également montré que l’élimination de l’exon VJ contenant 

le PTC par le processus de NAS entraîne la production de transcrits alternatifs de type L-C. 

La traduction de ces transcrits alternatifs pouvant entraîner la production de domaines C 

potentiellement néfastes pour les LB, la seconde partie de ma thèse fut consacrée à l’étude 

de l’impact de la synthèse de ces Ig tronquées sur le développement B et la différentiation 

plasmocytaire.  

Nous avons ainsi démontré que l’activation du NAS est influencée par la position du 

PTC. En effet, nous avons détecté des forts taux de transcrits alternatifs L-Cpour les 

constructions Ig hors phase présentant un PTC au sein de l’exon variable (VPTC) alors qu’ils 

sont quasi inexistants lorsque le PTC est positionné dans l’exon C(CPTC). Cette activation 

préférentielle semble confirmer que le NAS au locus Ig est dépendant du cadre de lecture 

(Type II). En accord avec nos travaux précédents (Chemin et al., 2010) et nos résultats 

préliminaires avec le modèle IgHfrV/DH-LMP2A, nous avons observé une activation du NAS plus 

marquée dans les lignées plasmocytaires que dans les lignées B. De façon originale, nous 

avons démontré que la traduction des transcrits L-C permet la production d’Ig tronquées 

activement dégradées par le protéasome. Cette synthèse d‘Ig tronquées n’est pas sans 
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conséquence puisqu’elle augmente l’apoptose des lignées plasmocytaires exprimant la 

construction VPTC lorsqu’elles sont traitées avec du MG132, un inhibiteur du protéasome. 

Cette sensibilité accrue des cellules exprimant une Ig tronquée aux inhibiteurs du 

protéasome est corrélée à une expression élevée de CHOP, un facteur impliqué dans 

l’apoptose consécutive à un stress du RE. En complément de ces observations réalisées sur 

les lignées plasmocytaires, nous avons mis en  évidence chez la souris une disparition 

drastique des plasmocytes présentant des réarrangements non-productifs de type VPTC. 

Cette contre sélection des plasmocytes exprimant une Ig tronquée est également détectée 

dans le modèle murin DH-LMP2A n’exprimant pas de chaîne lourde. L’ensemble de ces 

résultats suggère un effet toxique des Ig tronquées qui ne résulte pas d’une perturbation 

de l’assemblage chaînes lourdes et légères. Au vu de nos résultats dans les lignées et des 

données de la littérature démontrant que la survie des plasmocytes dépend de leur capacité 

à surmonter le stress du RE induit par une synthèse massive d’Ig, nous supposons que la 

production d’Ig tronquées dans les plasmocytes hébergeant des réarrangements VPTC 

engorgerait le RE de ces derniers et induirait leur apoptose (Cenci et al., 2006 ; Meister et al., 

2007 ; Cenci and Sitia, 2007 ; pour revue Cenci et al., 2011).  

Cette disparition de cellules plasmocytaires induite par une toxicité intrinsèque des Ig 

tronquées constitue un nouveau point de contrôle  agissant à un stade tardif de la 

maturation B, lors de la différenciation plasmocytaire. Nos données suggèrent que ce point 

de contrôle que nous avon appelé TIE checkpoint est la résultante de deux processus : (1) 

une forte activation du NAS dans les plasmocytes et (2) une grande sensibilité de ces 

derniers à l’apoptose induite par un stress du RE. Bien que le TIE checkpoint permette de 

prévenir la production de plasmocytes pouvant sécréter des Ig tronquées, sa survenue 

tardive peut aussi être considérée comme une faiblesse du système immunitaire. En effet, 

alors que le TIE checkpoint est lié à la transcription et l’épissage alternatif des allèles d’Ig 

non-productifs, il conduit à l’élimination d’un nombre non négligeable de plasmocytes 

capables de répondre à une stimulation antigénique et dont les gènes d’Ig ont 

potentiellement subi des processus de maturation d’affinité. Par conséquent, ce TIE 

checkpoint pourrait réduire le taux de plasmocytes et donc la quantité d’Ac produits en 

réponse à une stimulation antigénique.  

Afin de démontrer formellement que la production d’Ig tronquées permet d’induire 

l’apoptose des plasmocytes in vivo, nous développons actuellement un nouveau modèle 



Figure 32 : Description du modèle murin ind-Trunc-Ig 
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murin permettant une production inductible d’Ig tronquées : modèle KI « ind-Trunc-Ig» 

(Figure 32). Par recombinaison homologue nous avons remplacé les segments J par un pVH, 

un exon Leader humain et le gène de résistance à la néomycine (neoR). Chez ces animaux, le 

développement B sera analysé après croisement avec des souris exprimant la recombinase 

Cre de façon inductible (souris « Cre-ERT2 » : localisation nucléaire de la Cre après ajout de 

tamoxifène ; disponibles au laboratoire). La délétion du gène neoR devrait permettre la 

transcription et l’épissage de l’exon Leader sur l’exon C et ainsi induire la production d’Ig 

tronquées. La présence d’un exon Leader humain facilitera la détection des transcrits L-C. 

Nous avons obtenu récemment une transmission germinale de la mutation et l’analyse de ce 

nouveau modèle devrait débuter rapidement. 

 

4 LES Ig TRONQUEES : UNE PERSPECTIVE THERAPEUTIQUE ? 

Le myélome multiple (MM) est un cancer incurable des cellules plasmocytaires 

caractérisé dans la plupart des cas par une production élevée d'anticorps. La survie de ces 

plasmocytes tumoraux comme celle des plasmocytes normaux est influencé par leur 

capacité à résister au stress du RE induit par leur synthèse massive d’Ig. Afin de faciliter leur 

survie, les plasmocytes activent la réponse UPR (Unfloded Protein Response), une voie de 

signalisation qui ajuste la capacité du RE, favorise le bon repliement des protéines, et 

augmente la dégradation des protéines mal repliées par le protéasome. A l’heure actuelle, 

un des traitements du MM consiste à déréguler cette machinerie en administrant aux 

patients du Bortezomib (Bz), un inhibiteur du protéasome (pour revues Laubach et al., 2011 ; 

Cenci et al., 2011 ; Moreau et al., 2012 ; Moore and Hollien, 2012). Un nombre croissant 

d’étude semble indiquer que l’effet toxique de cet inhibiteur sur les cellules plasmocytaires 

serait causé par une accumulation de protéines mal repliées (pour revue Pascal et al., 2009). 

De façon intéressante, il a été rapporté une corrélation entre le niveau de production d’Ig et 

la sensibilité des cellules de myélome au Bz (Meister et al., 2007).  

En s’appuyant sur nos travaux révélant une importante dégradation par NMD des 

transcrits d’Ig non-productifs et une forte toxicité des Ig tronquées dans les plasmocytes, 

nous proposons de traiter les cellules de myélome avec des inhibiteurs spécifiques du NMD. 

Nous supposons que l’inhibition du NMD en stabilisant les ARNm d’Ig contenant des PTC 
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pourrait entraîner la synthèse d’Ig tronquées et induire l’apoptose des plasmocytes 

tumoraux. Même si l’inhibition du NMD pourrait entraîner la production de protéines 

tronquées de façon générale, la mise en place d’une telle thérapie devrait s’avérer plus 

efficace sur des cellules cancéreuses hébergeant des transcrits d’Ig non-productifs. Des 

collaborations sont en cours pour développer de nouveaux inhibiteurs spécifiques du NMD 

présentant une toxicité moins élevée que les inhibiteurs de traduction classiquement 

utilisés. 

Chez les patients atteints de MM, les perspectives thérapeutiques seraient d’utiliser 

des inhibiteurs spécifiques du NMD seuls ou en combinaison avec le Bz pour promouvoir la 

mort des plasmocytes tumoraux en accentuant le stress du RE. Cette combinaison 

d’inhibiteurs pourrait présenter des effets synergiques, en augmentant le taux de protéines 

mal repliées, et par conséquent le stress du RE, tout en diminuant leur dégradation par le 

protéasome. L’avenir des approches thérapeutiques utilisant conjointement des inducteurs 

de stress du RE et du Bz semble donc très prometteur, et particulièrement adapté aux 

patients résistants au Bz. Ces traitements combinés pourraient également permettre 

d'administrer des doses plus faibles de drogues ou d’espacer les périodes de traitement. 

L'autre originalité de cette étude consiste à comparer la sensibilité des cellules de 

myélome aux inhibiteurs de NMD, en présence ou en absence d’Ig tronquées. Cette analyse 

comparative permettra de distinguer les effets généraux des inhibiteurs de NMD 

(augmentation du stress du RE consécutive à l’accumulation massive de protéines 

tronquées) et les effets spécifiques causés par l'accumulation d’Ig tronquées. 

 





Discussion & Perspectives-Conclusions générales 

89 
 

5 CONCLUSIONS GENERALES 

Pour conclure, cette thèse aura permis d’analyser la transcription et le devenir des 

transcrits d’Ig non-productifs. L’analyse des mécanismes mis en jeu par les lymphocytes B 

pour se protéger de la synthèse d’Ig tronquées a permis d’identifier un nouveau point de 

contrôle agissant principalement lors de la différentiation plasmocytaire (TIE-checkpoint). Au 

final, nous espérons avoir apporté un peu de lumière sur la transcription des allèles exclus et 

sur la remarquable coopération des mécanismes assurant le « contrôle qualité »  des ARN. 

Nous espérons que notre démonstration concernant la toxicité des Ig tronquées pourra 

ouvrir de nouvelles perspectives thérapeutiques dans le traitement du myélome. Enfin, dans 

une tout autre mesure, ce travail de thèse nous aura permis de mettre en exergue un rôle 

encore insoupçonné des sites donneur d’épissage des exons I dans le processus de CSR.  





 

 
 

 

 

 

 

ANNEXES





Annexes 

91 
 

Annexe 1  
 

Multiple RNA surveillance mechanisms cooperate to reduce the amount of nonfunctional 

Ig kappa transcripts. 

Chemin, G., Tinguely, A., Sirac, C., Lechouane, F., Duchez, S., Cogné, M., & Delpy, L.  

The Journal of Immunology. 2010. Volume 184, pages 5009–5017.
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Annexe 2 

 

AID-driven deletion causes immunoglobulin heavy chain locus suicide recombination in B 

cells.  

Péron, S., Laffleur, B., Denis-Lagache, N., Cook-Moreau, J., Tinguely, A., Delpy, L., Denizot, Y., 

Pinaud, E., & Cogné, M.  

Science. 2012. Volume 336, pages 931–934. 
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