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Differenciation lymphocytaire T & B

1. Introduction
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Théorie de la selection clonale (1)
Burnet (1899-1985)

« Chaque lymphocyte
exprime un type unique
de récepteur spécifique
d’antigene

* Les lymphocytes
exprimant un récepteur
dirigé contre un antigene
du soi sont éliminés lors
de |la différenciation self antigens self antigens
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Théorie de la selection clonale (2)

 La liaison avec une bonne S
affinité d’'une molécule Q{Cﬂt@
étrangere et d'un T:'/
recepteur entraine ®

) . . _!_ r:_,.." . t'-" ar
I'activation du lymphocyte oreign anligen

» Les cellules effectrices
différenciées a partir d’'un
lymphocyte activé donne
expriment des récepteurs
de méme spéecificité

&%
o 'i“:l
Effector cells eliminate anligens

(C) Current Biology Ltd/Garland Publishing
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La lignee lymphocytaire
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Les lymphocytes B et T

Immunoglobulin

)
-

1 %

B lymphocyte T lymphocyte

—> caractérisés par leur récepteur specifique d’antigene
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Reconnaissance par le TCRaf3

* Alinverse des anticorps qui reconnaissent
les protéines natives, le TCR reconnait des
petits peptides
— produits de degradation des protéines
— présentés les molécules du MHC

* Pendant leur différenciation dans le thymus,
les lymphocytes T sont “eduques™ pour
reconnaitre les molécules du CMH de
I'organisme -2 restriction par le CMH
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Restriction par le CMH

Self

—— =, T cell — Activation
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(C) Current Biology Ltd/Garland Publishing
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Les regions variables d’'Ilg et de TCR sont

creees pendant la recombinaison V(D)J
—— Famille V— (Famille D) — Famille J —

ADN germinal -- /- —//—-—|—|—|—|-|—-—

/

Recombinaison D - J

Vn I 7
181 +|||—-—
Recombinaison V - DJ
Vn \72;' C
ADN réarrangé - /- IH——

CDRS3 = jonction V(D)J

—> Contact avec I'antigéne (lg)
—> Contact avec le complexe CMH/peptide (TCR)
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Differenciation lymphocytaire T & B

2. Marqueurs de differenciation
lymphocytaires
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Marqueurs de differenciation

* Marqueurs identifiés et caracterisés a la

surface des lymphocytes grace a
I'utilisation des anticorps monoclonaux.

* Ces marqueurs sont numerotés CD1,
CDZ2... (cluster of differentiation)

* Chaque CD caractérise un stade de
développement et/ou une distribution
tissulaire.

. CD1 a CD349 (1)
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Marqueurs de differenciation T
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D28
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molécule d’adhésion
molécules associées au TCR
co-recepteur pour CMH Il
modulation signalisation TCR
costimulation?

co-recepteur pour CMH |
activation des cellules T naives

D40L activation des cellules B nalves
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Marqueurs de differenciation B

DS modulation signalisation BCR

D19  co-recepteur du BCR

D21  co-recepteur du BCR; CR2

D28 marqueur d'activation plasmocytes
D40  activation des cellules B

« B220 isoforme de CD45

« CD794/pmolécules associees au BCR

« CD80 activation des cellules T (B7.1)

O 0000
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Cytometrie de flux (1)

Grean photomultiplier
tube (PMT)

Stream of fluid Sy
containing antibody-

labeled cells : @

Laser Forward scatier

(£} Current Biology Ltd/Garland Publishing
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Distribution lymphocytaire du
sang peripherique humain (PBL)

(C) Current Biology Ltd/Garland Publishing
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Difféerenciation des repertoires
de lymphocytes B et T

3. Développement lymphocytaire T
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Questions

Engagement des précurseurs communs vers
es différentes lignées lymphocytaires

« Regulation de la taille des populations
ymphocytaires

* Reégulation de la recombinaison V(D)J
+ développement
+ specificité tissulaire
¢+ specificite de lignee

Sélection des repertoires lymphocytaires

DESCLI2009, Phnom Penh
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Les lymphocytes T
se differencient dans le thymus




Pas de lymphocytes T chez les enfants
athymiques (DiGeorge) ou les souris nude
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Thymus defect

Thymus
graft

Maorma! cells repopulate
grafted thymus
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Architecture cellulaire du thymus
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Differenciation thymique (1)

» Les difféerentes populations identifiees
correspondent a des stades de
différenciation des thymocytes

« Chaque stade peut-étre critique pour:
— les rearrangements du TCR

— |la restriction par le CMH

— |la sélection positive ou négative

-> notion de points de contrdle (checkpoint)
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|dentification du prée-TCR

» Lors de stades précoces de
différenciation, la chaine TCRf
est trouvee en surface sans la
chaine TCRa

—>ldentification de la chaine pTa

—>Stade pre-T = expression du
pré-TCR (TCRB/pTa/CD3)

D’aprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-192
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Role critique du pré-TCR

* pTa (gp33) exprimee t6t dans
I'ontogenie et associee a CD3/TCRf
» L'expression du pre-TCR a la surface

du thymocyte permet :

— transition du stade double négatif CD4~
CD8" (DN, pro-T) vers le stade double
positif CD4* CD8™ (DP, pré-T)

— exclusion allelique
(arrét des rearrangements TCRp)

— prolifération des thymocytes DP

— induction des réearrangements TCRa.

DESCLI2009, Phnom Penh
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Differenciation thymique (2)

CD4

(%
B! @ .
+

TN CD8

(C) Current Biology Ltd/Garland Publishing
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Differenciation thymique (3)
CD3 4§
‘double-negative cells Engagement (pro-T)
CD3 cytoplasmique

L Réarrangements f3, vy, o
pToa cytoplasmique

Engagement of3/yo

@)
NG

v:5'CD3’ CD3'pTa:p4'8"

Expression CD4/CD8
large active Exclusion allelique 3
‘double-positive’ cells Yo I{-Y=111e]1]

\—I} Réarrangement TCRa
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Exclusion allelique

* Un rearrangement TCR[3 productif sur un
locus TCRp entraine I'arrét de la
recombinaison V(D)J sur l'autre locus

—> une seule chaine TCRp par cellule T, en
accord avec la théorie de sélection clonale
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Regulation des rearrangements

TCRd, TCRy et TCRp réarrangent en méme
temps au stade pro-T

Les réarrangements TCRa sont limités aux
thymocytes pré-T DP engageés vers la lignée
o} et exprimant TCRf

A l'inverse de TCRp, les réarrangements
TCRa ont lieu sur les deux chromosomes -
I'exclusion allélique a lieu au stade post-
transcriptionnel

Tres peu de double TCR[} mais souvent
double TCRa au niveau ARN (~30%)

DESCLI2009, Phnom Penh

28



D|fferenC|at|on thymique (4)

cD3" pTu A48
large active

‘double-positive’ cells

Sélection positive
Sélection négative

Apoptosis CD3 a:p 4’8’
small. resting cells
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D|fferenC|at|on thymique (9)

Sélection positive
Sélection negative

+ o Ftat
CO3 w48
small, resting cells

Engagement CD4/CD8
Restriction pour le CMH

cnats SN Fonction effectrice

small, resting cells
‘single-positive’ cells

0

Export to periphery

Bl ISRPANIEN () Current Biology Ltd/Garland Publishing
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Sélections positive et negative (1)

» Selection positive: le TCR doit avoir une
certaine reactivité avec une molécule du
CMH du soi

» L'expression du co-recepteur CD4/CD8
suit la restriction pour le CMH
- CD4/classe Il et CD8/classe |

« Sélection négative: les cellules T
autoreactives (reconnaissant CMH
+ peptide du soi) sont eliminées

DESCLI2009, Phnom Penh
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Sélections positive et negative (2)

Autoreactivite

i .__.:I . i
_]:. S(’alec?lon
Jits négative

: ;-' Recoasance du CMH
Sele_c_tlon
positive

Ml
(C) Current Biology Ltd/Garland Publishing

> Education thymique
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Sélections positive et negative (3)

Thymocytes Lymphocytes T

immatures périphériques
(C) Current Biology Ltd/Garland Publishing matures
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Développement T chez 'homme (2)

* Des huit semaines de gestation, on
observe la synthese de chaines TCRp
en méme temps que la colonisation du
thymus par des préecurseurs T

* Les premieres cellules yo et af
apparaissent en méme temps

* Le répertoire T est en place des la fin
du premier trimestre de gestation

DESCLI2009, Phnom Penh
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Déeveloppement T chez 'homme (3)

* Les cellules Tyd représentent 1 a5 %
des lymphocytes T dans tous les tissus

* Vie foetale:
— prédominance V62-Dé3 et Vy2-Jy1
— Jonctions simples

* Apres la naissance:
—V61-Do1,D62 et Vy1-dy2
— Jonctions complexes (N addition, DDg)

DESCLI2009, Phnom Penh 35



Difféerenciation des repertoires
de lymphocytes B et T

4. Deéeveloppement lymphocytaire B
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Caracteérisation du pre-BCR

¢ |+ Iga/igp

TTAST Plasma
Y membrane

COOH

© 1896 Current Opinion in Immunology

D’aprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-193
DESCLI2009, Phnom Penh 7



Role du prée-BCR

» Exclusion allélique: Un réarrangement IgH
productif sur un locus IgH entraine 'arrét de la
recombinaison V(D)J sur I'autre locus

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

* Prolifération des cellules pre-B:

- Enrichissement en réarrangements productifs
 ...Induction des rearrangements IgL.:
—>Production d'une Ig complete

DESCLI2009, Phnom Penh
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Differenciation des lymphocytes B (1)

Early Late Large Small Immature Mature
pro-B cell pro-B cell pre-B cell pre-B cell B cell B cell

ll
receptor

IgM
[]
D-J V-DJ VvDJ VD VDJ vDJ
rearranging rearranging rearranged rearranged rearranged rearranged

" V-J
m rearranging VJ rearranged VJ rearranged

IgD and IgM
IgM made from
expressed on alternatively
cell surface spliced H-chain
transcripts

transiently at
surface as part Intracellular
of pre-B-cell | chain
receptor. Mainly
intracellular

Figure 7-6 Immunobiology, 6/e.(© Garland Science 2005)
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Differenciation des lymphocytes B (2)

Surface
molecule

Growth
factor
IL-7 receptor
receptor

Figure 7-7 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)
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Sélection des lymphocytes B

Cell-bound self-antigen Soluble self-antigen

Deletion Anergy
= death by apoptosis = long term inactivation

Receptor editing =
reactivation of V(D)J recombination

|

B cell with receptor for non-self ar‘ﬂigen © 2000 John Wiley & Sons, Inc.
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Difféerenciation des repertoires
de lymphocytes B et T

5. Conclusion
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Parallele de la différenciation B et T

Antigen-independent phase

Antigen-dependent phase

s

I Je.
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@ #ED@ Pro-B Pre-B Immature B

Plunpotent Lymphaoid
starm call G LT S
l'."I'.‘Iﬂ

Pri-1 Pra-T Immature T

=

Thymic enviranment

¢ 1908 Cument Opinvion in Imrnunalogy

D’aprés Fitzsimmons et Hagman (1996) Curr. Op. Immunol. 8:166-174
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