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Théorie de la sélection clonale (1)
Burnet (1899-1985)

» Chaque lymphocyte ©
exprime un type unique

de récepteur spécifique AT N

QQQ@Q@@
* Les lymphocytes

exprimant un récepteur Q@Q

dirigé contre un antigéne

du soi sont éliminés lors A\ A 0

de la différenciation self antigens sell antigens
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Théorie de la sélection clonale (2)

* La liaison avec une bonne

affinité d’'une molécule QQQ
étrangére et d’'un ®

récepteur entraine
I'activation du lymphocyte

* Les cellules effectrices
différenciées a partir d’'un @@@ @@
lymphocyte activé donné
¢ & & @& @

exprlr:nent de§ rgqepteurs Effector cells eliminate antigens
de méme SpeCIfICIte (©) Current Biology Ltd/Garland Publishing

foreign anligen
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Les régions hypervariables (1)
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Si I'on aligne les séquences variables d’IgH ou IgL, on
observe trois régions hypervariables dites régions
«CDRs», qui forment le site de liaison a I'antigéne...
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Les régions hypervariables (2)

antigen-
Q binding
site
—— ==

CT<
(8

(E) Current Biokogy L/ Garlard Publishing (E) Cmrent Biskogy 1) Carland Poblishisg
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Un paradoxe génétique

* Beadle et Tatum (1941): un géne, une protéine
+ ~25 000 génes dans le génome humain
Mais...

+ Capacité de production d’'une variété « infinie » d’lg et de
TCR (cf. Landsteiner)

» Constance des domaines constants vs. Diversité dans
les domaines variables (cf. Edelman, 1969)

» Combien de génes doit-on considérer ?

=> Théorie des réarrangements somatiques
La recombinaison V(D)J (Tonegawa, 1976)
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« Si les smokings étaient faits d'une seule piéce, et
que les gens devaient se faufiler a l'intérieur par un
trou dans le dos, les magasins de location de
smokings devraient stocker un nombre encore plus
grand de ces habits qu'ils ne le font. Heureusement,
on peut mélanger des pantalons, des vestes, des
chemises et des chaussures de tailles et pointures
différentes. »
La sagesse des genes, Christopher Wills.
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Les régions variables sont créées
pendant la recombinaison V(D)J

— Famille V — (Famille D) — Famille J —

ADN germinal -II-//—II—//-H—U-H-D-Hﬂ—D

,," Recombinaison D > J

o

-II-//—IH/—IM—C}—

\ ' Recombinaison V = DJ
Vn \)2' c
ADN réarrangs  Hl--HHT—_ -

VvDJ
CDRS3 = jonction V(D)J
-> Contact avec I'antigéne (lg)
-> Contact avec le complexe CMH/peptide (TCR)

DESCLI2009, Phnom Penh 10

> CDR1 & CDR2
sont codés dans
les segments V

Les régions CDR1, CDR2 & CDR3

Source of
variation CDR1 CDR2 CDR3
Sequence Vsegment Vsegment V,-J junction;
encoded by: V,-D,-), junctions
Junctional - - + Ig/TCR
flexibility

P-nucleotide = = + Ig/TCR
addition

N-nucleotide - - + Ig/TCR
addition*

Somatic + + + (g only)
hypermutation

*N-nucleotide addition occurs only in heavy-chain DNA.

Table 5-3
Kuby iIMMUNOLOGY, Sixth Edition
©2007 W. H.Freeman and Company
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La recombinaison V(D)J (1)

* Nécessite I'expression des protéines RAG-1 et
RAG-2

* Nécessité de I'ouverture/accessibilité de la
chromatine pour la recombinaison

* Reconnaissance de RSS : heptamére-
espaceur-nonamere suivant la régle 12/23

o= - -

12 12

(©) Current Biology Ltd/Garland Publishing
DESCLI2009, Phnom Penh 12
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Séquences signal de recombinaison

4

* Heptamére - CACAGTG

5
-
N
LOVIY

» Espaceur 12 ou 23

RSS{
» Nonamére - ACAAAAACC

(@)
N
JIVWYYYOY

[
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La regle 12/23 pour les Ig et TCR

J-mer g-maer S-mer J-mar
[cacacrs] [Acaaanncc) GGTTTTTGT|
b 12 2 J
IgK - -

Igh — - oo
IgH — O — O O e

TCRa —V_-nil:- -:EDJ- -
TCRp —i—n—i’—m- -—DED;-DE-I_I— _.:.ind-_
v J
TCRY —e—o-- oo -
v D J
TCRS - o oRo-—20- O 0 -
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La recombinaison V(D)J (2)

(a) Cleavage
% —
@ Nick
—002’ < }1c
—GG CAG

Form hairpins

_—CC TC
(AG

—=

© 1998 Current Opinion in Immunclogy
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La recombinaison V(D)J (3)

(b) Joining

% o

—< SRR O
o Open hairpins

Join signal ends 1c
—GGee A e
activités TdT Process ends

et exonucléase join coding ends
—CCyggAAG
—GGecTC——
VV
Signal jeint P-region N-region
Coding joint

© 1996 Currant Opinicn in Immunclogy
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Organisation génomique
des locus Ig chez 'homme

A light-chain locus
L1 v, L2 V,2 LV,-30 Jid Cul 52 €2 Jid Cud

[ 'l A A )
:l:— .”:- ,3:-::#- '
k light-chain locus

L1Vl L2V,2 w1V3 LV.-d40 Ji 1=
Heavy-chain locus
Dy1-25

LIVl L2 Vy2 L3 V3 [L,.v au][ ]

Figure 4-4 Immunobiclogy, b/e. |© Garland Science 2005)
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Organisation génomique
des locus Ig chez la souris

H-chain DNA
PLVy PLV E, € G €3 €1 C2bC2a € €, 3E

5-.+l-0+l-ﬂ-|]-l} [I-r‘f-I]ﬂ{I{I—O—D-I:I-I:I-EI-I:i-I:I-I:I-I:I-.-?

k-chain DNA Key

pLV, pLV, pLV, J, E, G 3.E Promoter = @

s-o-Hi-e-HE- - HE-HHHHH-e{1-e—* Enhancer = @

A-chain DNA
p LV2Z 32,204 G4 p2-4E P LV 1,3 3 )1 G A3-1E
Figure 5-22

uby mmoc thu- Edition
. H. Freman and Company
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Organisation génomique
des locus TCRaf chez ’'homme

a-chain locus
[Lv“xm-su] J(,x81
B-chain locus

[L vﬁxszl Dgy  Jgx6 €y Dp  dax? (7

Figuare 4-11 i i 2005)

DESCLI2009, Phnom Penh 20
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Organisation génomique
des locus TCRyd chez ’'lhomme

ae-chain locus

L Vx70-8 Jx 61 | [
! &-chain Iocus‘:“\\
X3 Jx3 N

4

+-chain locus

L vxi2 Jad Jx2
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Organisation génomique
des locus TCR chez la souris

Mouse TCR a-chain and &-chain DNA (chromosome 14)

Vun=~100; Vzn = ~10) (Jon = ~50)
LV,1 LV,2 LVyn LVl LWgn DyIDR2402 G LVeS J,10,20.3 Jn €,
s-Hi-HE-- HE-HE - HiHHHH-C - e

Mouse TCR B-chain DNA (chromosome 6)

(Vgn =20-30)
L\fﬂl LVBZ LUF" Dp1 —JﬂI,I—JBI " Csl Da2 —Jp2.‘|—Jp2,7— CBZ Lvgia
s HEHHE- HEHHHHHHHEHEHHH - e

Mouse TCR y-chain DNA (chromosome 13)
LV.,S LV,2 LV4 LV3 )1 L 133 €242 L L Jaca
s HEHHE-AHEH A HTH- AT H A HTTH-
v,13 V1.2 V14
. =Enhancer
¥ = pseudogene
Figure 9-

5
Kuby IMMUNOLOGY. Sixth Edition
2007 W_H. Fre nd Company

H.Froeman and Ce
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Différents types de réarrangements

A Par délétion B Par inversion

Cercle de délétion Inversion sur le chromosome
DESCLI2009, Phnom Penh 24
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Réarrangements secondaires (1)

Vk Jx

germline

primary
recombinant

secondary
recombinant

DESCLI2009, Phnom Penh 25
Mémoire immunologique
Antibody 10¢ —
(ugmi-' serum)
10°
102
101 4
10°
g
(©) Current Biology Ltd/Garland Publishing
-> Principe de la vaccination
DESCLI2009, Phnom Penh 27

Réarrangements secondaires (2)
VH D
germline  FZZE>—__ai—| -4

primary DJ [ p77Zgg>—{ &>

recombinant

secondary DJ e - E-<<a—
Q 1

recombinant ASTSTSTIaperet
heptamére '
cryptique ~~__

primary VDJ A P ) i

recombinant
“VH-replacement”

secondary VDJ HzraE—<a—

recombinant
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La commutation isotypique (1)

C region genes
Jy S s s s
5 /ﬁ.mﬁ:.:‘m“ﬂ:t!:.:‘:':.:'“h/s g r::”

Class switch under T cell influence

Jg l s
. . B cell DNA after
5 Va[Pe s H Hin - @{oal's ass switch
l Transcription
Jg

s — e IHE- » it S

l Splicing

M RNA
EEMH fo???::?;;r chain

©2000 John Wiley & Sons, Inc.
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. y epr ez
La maturation d’affinité
IgM P
CDR1 CDRZ CDR3 CDR1 CDR2 CDR3
Y e E}E‘E“
= e — = — g
e i ——
=1 — ¢ S - T -
— H 1 - —— — 1
1 © Current Biology Ltd/Garland Publishing
« Réponse primaire » « Réponse secondaire »
7 jours apres la 1¢e —— 7 jours apres la 2éme
immunisation immunisation au jour 14
- Hypermutation somatique dans les centres germinatifs
DESCLI2009, Phnom Penh 29
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R
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Notions de répertoires (1)

Moelle osseuse/Thymus

f Locus IgH/TCRB Locus IgL/TCRa \
v DJ C v J ¢C
Répertoire | —C—F0HCF  —C3——TC %

génétique

Vv Vv -V -V
ﬁrangfyﬁr
Répertoire
potentiel °5 BCR/TCRaf

Sélection positive
Sélection négative j

Répertoire Lymphocyt
disponible% mature e°5 BCR/TCRaf

Périphérie

DESCLI2009, Phnom Penh 31
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Notions de répertoires (2)

Moelle Osseuse/Thymus

Répertoire Répertoire

génétique potentiel
+/~
Infection
- virale i
- bactérienne
- parasitaire
Répertoire Répertoire
effecteur ——disponible
Périphérie
DESCLI2009, Phnom Penh 32
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Sélection des lymphocytes B (1)

Cell-bound self-antigen Soluble self-antigen

- MP’

Delenon Aner
= death by apoptosis = long term lnactwatlon

Receptor editing =
reactivation of V(D)J recombination

B cell with receptor for non-self antigen

©2000 John Wiley & Sons, Inc.

Sélection des lymphocytes B (2)

‘ Immature B cell {bone marrow) l

Multivalent Soluble Low affinity noncross- o
self molecule self molecule linking self molecule self reaction

= = = = =
Clonal defelion or ¥ 1o
‘ recaplor editng ‘ ‘ Migrates o pengnary | Migraies to panphary H Migrates 1o peripheny |
= = = = = =
apopiosis {clonaly ignormnt) Ware B cell

DESCLI2009, Phnom Penh
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Délétion clonale (1)
Mice with Mice with
liver-specific anti-K?
K®transgene transgene
Double transgenics
with K®and
anti-K? transgene
35
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Délétion clonale (2)

Single transgenic Double transgenic
(anti-K®) (anti-KYK")
Bone marrow Bone marrow
o || £l o
EH 2.
£ = 0 =
LEO LiO
migM ——> migM ——>
Lymph node Lymph node

K-binding
B cells ——>
K®-binding
B cells —>

[ ———r—

DESCLI2009, Phnom Penh
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Anergie (1)

S
Transgenic l Transgenic
(HEL) (anti-HEL)
Double transgenic

(carrying both HEL and anti-HEL transgenes)

Figure 11-1

DESCLI2009, Phnom Penh 37

Anergie (2)

Nontransgenic Anti-HEL transgenic Anti-HEL/HEL
double transgenic

:
[

HEL-binding B cells

1 1 1 1
10 100 1 10 100
(arbitrary fluorescence units)

DESCLI2009, Phnom Penh
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Sélection thymique

BONE MARROW

DESCLI2009, Phnom Penh Godfrey and Zlotnik (1993) Immunol.Today 14:457. 39
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Sélections positive et négative (1)

» Sélection positive: le TCR doit avoir une
certaine réactivité avec une molécule du
CMH du soi

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

» Sélection négative: les cellules T
autoréactives (reconnaissant CMH
+.peptide du soi) sont éliminées

DESCLI2009, Phnom Penh
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Sélections positive et négative (2)

DIVERSIFICATION OF T CELL RECEPTORS (TCRs)

=

DEATH BY DEATH BY NEGATIVE SELECTION POSITIVE SELECTION
DEFAULT DEFAULT [signaled death)] isignaled survival}

1 l L SURVIVAL
and
MATURATION
- - L

apoptotic cell \
Ty T Te Te

b

to peripheral lymphoid organs

- Education thymique

DESCLI2009, Phnom Penh

BONE MARROW

T ‘ﬁ B Cells

- 4! - Dendritic Cells

o NK Cells 2
‘{:I@ T-Lineage Commitment 2

Cﬂ“:@ Pra T-Colls

Coz5
Onset of TCR-B and 7 |y
EEEl o |
cD4a” "y e
Sranch Point - 73 T-oolls
co25H =@ Temagon
TGR} Exprossion
|z o
fenrry
S cDad|
Q cp2s

SELECTION |
T @ & Réle des
o TCR-cfp peptides
W TCR- du “soi”

Godfrey and Zlotnik (1993) Immunol. Today 14:457.

42
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Induction de la tolérance
CONTROL [ inject cBA cells
NEWBORN
A STRAIN X
LITTER-MATES l
. |
Maturation
I v
ADULT
et B Sy
i |
- Role des peptides du soi > Délétion clonale
43
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Development of CD8* CD4~ MHC I-restricted cells
Thymocyte Degree of
Thymus Amountof Thymic CDE* T-cell
donor peptide added stromal cell  development
Normal r; Weak signal
None 1 Lﬁ__. Normal
Experimental procedure—fetal thymic organ culture (FTOC) Peptide =
Remove Place in Porous membrane I‘l:_""'l ‘l“"l (’"""‘-"‘"
/\F\ thymus R FTOC T Mainkval
Growth e
medium (-' —
Figure 10-9a Optimal ] ) P Approaches
Py Mluoy s e , fomme!
(Stro«gslgml
High __ Minimal
DESCLI2009, Phnom Penh 45 DESCLI2009, Phnom Penh me:ﬁ\::mrm? 46
St e e | [ [0V e U7
] Diversité & sélection des répertoires
Tolérance immunitaire
1. Recombinaison V(D)J
2. Organisation des locus Ig et TCR
3. Mécanismes de diversification
4. Sélection des répertoires Bet T
5. Tolérance immunitaire
B LRC 6. Conclusion
[,_ﬁ'——lf-'f . —:f:_ ,J:{——'f 1]' — -r;-
DESCLI2009, Phnom Penh 47 DESCLI2009, Phnom Penh 48

Adrien Six — septembre 2009 12




Cours d'immunologie — DES Biologie médicale (USSL & USSC)

Tolérance immunitaire (1) Tolérance immunitaire (2)

Tolérance = absence de réponse immunitaire suite
3 une exposition antigénique. Tolérance centrale Tolérance périphérique
- Cette propriété assure la discrimination entre le soi
et le non-soi

 “ignovance’ of acanigen B Aukoariigen i mmune privieged she

RS . Fasl oy . B 21
->Limite la survenue de pathologies autoimmunes s &
Mécanismes: © "
—>Tolérance passive: ignorance, privileges =g | e -~ l ~.
—>Tolérance centrale: délétion clonale, anergie, édition " Iz @ et e

—>Tolérance périphérique: délétion clonale, anergie,
lymphocytes régulateurs

® Toel becomes o (solemgenic) The cal

MECNANSMS TNal prevent potentally auloreactive T cels Mom reacting
inappropeiately 10 autoantigens
Exprct lvamwes i Mol dar Maclcing 83000 Samtreige Lnwversty Press

DESCLI2009, Phnom Penh 49 DESCLI2009, Phnom Penh 50

Les cellules T régulatrices Les cellules T régulatrices

[Anllqen re:c:gnlllnnl IT cell fc_s_gﬂ_ﬂ.'s_t.‘_]

Thymus

&=,

Low affinity for 1 Ir;:ier_me:liate
self antigen High affinity for :g"";“w“;;“
self antigen

|
o B: ©

Apoptosis Up-regu-

lation
of Foxp3

A Maive = ! age

- — Toshst i F :
Normal A 3§ \ by =
response P ‘;:_ 4 > ?‘C s -

A “Effector F 2

T cells

» 4
fmmmmmm s |: 5:5 CD4*CD25*Foxp3* - - (7 Y

Treg cells suppress P B S~ easiaton)
Teell reaction to self Treg cell e Abbas & Lichtman
antigens Basic Immunology
Figure 164 (ex. Treg CD4*CD25*Foxp3*) ©2001 W.B. Saunders

TRl e

DESCLI2009, Phnom Penh - 51 DESCLI2009, Phnom Penh 52
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Conclusion

ok owbd -~
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Diversité des chaines Ig et TCR

» La diversité des chaines d’lg et de TCR
est le produit de :
— Combinatoire des segments V(D)J
— Appariement IgH/L, TCRa/p or TCRy/6

— Ajout/élimination aléatoire de nucléotides a la
jonction des segments géniques (CDR3)

L g
T [

—

DESCLI2009, Phnom Penh 54

Estimation de la diversité (2)

LLINRBRY  Sources of possible diversity in mouse immunoglobulin and TCR genes

IMMUNOGLOBULINS B T-CELL RECEPTOR 4B T-CELL RECEPTOR
Madhonizm of diversity H Chain = Chain a Chaln P Chain v Chain & Chain
ESTIMATED NUMBER OF FUNCTIONAL GENE SEGMENTS®

v o, as ™ n 7 L]

13 o o 2 o 2
4 4 4 38 n 3 2

POSSIBLE NUMBER OF COMBINATIONS"
Combinatorial V-J 101X 13K 4 B5x4 79%38 nxxN T3 6x2%2
and V-D-J joining 5.3 % 10" 34107 30x 100 46100 n H
Alternative joining
of D gene segments. (some) foften)
Junctional flexibility + + + + + +
~1012 ~1015 ..,1018

N-region nucleotide addition’ + = + + + +
P-region nuclectide addition + + + + +
Sematic mutation + +
‘Combinatorial association of chains + + +

“immunaglobulin data from Table 5-2; TCR data from Baum st al, 2004, Mucleic Ak Resesrch 32051,
'8 plat g ragniicar

igrure 984 for of combinati

bile 9-3
Karbey MMUNCLOGY. Sirth Edbtion
DESCLI2Q S i i fompry 55

Adrien Six — septembre 2009

Notions de répertoires (3)

» La diversité des récepteurs spécifiques de
lantigéne du répertoire disponible de
lymphocytes matures périphériques
conditionne la capacité a répondre aux
antigénes du non-soi.

+ Cette diversité disponible est en fait faconnée,
notamment pendant la différenciation
lymphocytaire, par les antigénes du soi.

DESCLI2009, Phnom Penh 56
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lymehocyte with
altered specificity

Sélections centrale et périphérique

=1 effector or memory
/ & lymphocytes
L) ¢

L <} B H

RECEFTOR
| EDIMNG oy
phocyte

immature
lymphocytes

#-=_1_ offactar or memory

T lymphocytes

CLONAL

central lymphoid organ

VA n DELETION ‘

dead

Iymphocyte
CLONAL
INACTIVATION 4 | ymphocyte

elf
antigen

peripheral lymphaid organ

There is only one immune system! The view from
immunopathology. A. M. Silverstein and N. R. Rose.
Semin. Immunol. 12:173-178, 2000.

- The immune system does not ‘decide’ that a stimulus is deadly or harmless
and respond accordingly.

- The world is not divided between the self and the not-self (foreign). The
immune system does not ‘know’ the difference. Only obedience to the
immunological rules defines what is tolerated and what is intolerable.

- SELF IS ONLY THAT COLLECTION OF POTENTIAL IMMUNOGENS THAT
CANNOT STIMULATE A RESPONSE (or only a subliminal one) AT THAT TIME
AND PLACE! This inability, which we name immunological tolerance [...] is the
result of a multitude of central and peripheral down-regulatory mechanisms that
have acted according to their own rules.

-Any ‘foreign’ epitope can become ‘self’ if administered appropriately, and any
‘self’ epitope can become ‘foreign’ and cause autoimmune disease, if tolerance
is overcome with an adjuvant, by an intercurrent infection, by molecular mimicry,
or by a variety of other means.

- Again, the immune system does not ‘choose’ immunoprotection or
immunopathology in response to a challenge; both will occur in any event, and
the fixed rules only determine the relative balance of the two.

DESCLI2009, Phnom Penh
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g 7 e
Immunité versus tolérance
Bone mamow Blood Spleen & Lymph nodes
D’aprés Healy et Goodnow (1998) Annu. Rev. Immunol. 16: 645-670.
DESCLI2009, Phnom Penh 59
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