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Moyens d’étude des
populations lymphocytaires (1)

Immunologie
moléculaire

Moyens d’étude des
populations lymphocytaires (2)

« ldentification de marqueurs de différenciation
« Utilisation des anticorps monoclonaux
« Cytométrie de flux
Techniques de biologie moléculaire
* Technique Immunoscope
- Etude d’animaux génétiquement modifiés:
— transgenése: introduction d’'un géne
supplémentaire dans le génome
— Inactivation génique (knock-out):
inactivation ciblée d’'un géne par
recombinaison homologue

Marqueurs de différenciation

* Marqueurs identifiés et caractérisés a la
surface des lymphocytes grace a
I'utilisation des anticorps monoclonaux.

» Ces marqueurs sont numérotés CD1,
CD2... (cluster of differentiation)

» Chaque CD caractérise un stade de
développement et/ou une distribution
tissulaire.
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Marqueurs de différenciation T

« CD2 molécule d’'adhésion

« CD3 molécules associées au TCR

« CD4  co-récepteur pour CMH I
«CD5 ?

« CD7 ?

*« CD8 co-récepteur pour CMH |

* CD28 activation des cellules T naives
» CD40L activation des cellules B naives

Marqueurs de différenciation B

ch5 7

CD19 co-récepteur du BCR

CD21 co-récepteur du BCR; CR2
CD28 marqueur d’activation

CD40 activation des cellules B

B220 isoforme de CD45
CD79q/pmolécules associées au BCR
CD80 activation des cellules T (B7.1)

Cytométrie de flux (1)

Cytométrie de flux (2)
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Outils de biologie moléculaire

» Sondes ADN Ig, TCR, IL, CD...
+ Southern blot (ADN)

* Northern blot (ARN)

» Clonage, séquencage

*+ PCR

Détection des réarrangements (1)

* RFLP (restriction fragment length
polymorphism) par Southern blot.

ADN germinal ADN réarrangé
Lvp2 J Lvp2J
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Détection des réarrangements (2)
« Détection par PCR au niveau ADN ou ARN.

ADN ARN
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Cellules T
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Utilisation des animaux
génétiquement modifiés

- Transgenése
-> Invalidation génique

Avantages de l'invalidation

« Mutation précise et déterminée

.

Possibilité de contrdler I'étendue de la
mutation:

— promoteur spécifique de tissu

— promoteur spécifique de stade de développement

.

Possibilité d’induire ou d’annuler la mutation

« Systéme cre-loxP

27

Applications en immunologie

Physiologie: réle pour développement
lymphocytaire, transduction de signaux,
activation...

Pathologie: réle pour réponses immunitaires
appropriées/inappropriées

Thérapie: immunodéficience, cancer...

Nombreuses lignées de souris trangéniques
ou invalidées:

Ig, TCR, IL, IL-R, CD, RAG-1, RAG-2, TdT, facteurs
de transcription...

28
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La technique Immunoscope
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de lymphocytes Bet T

1. Moyens d’étude des populations
lymphocytaires

2. Développement lymphocytaire B et T

3. Sélection des répertoires

30

Questions
» Engagement des précurseurs communs vers
les différentes lignées lymphocytaires

« Régulation de la taille des populations
lymphocytaires
« Régulation de la recombinaison V(D)J
+ développement
+ spécificité tissulaire
+ spécificité de lignée
» Sélection des répertoires lymphocytaires

32

La lignée lymphocytaire

Common

Multipatential
progenitors

stom cell

Specialized
progenitors

Differentiated
progeny

{ Lymphoid

T helperfinducer

[ Myeloid |
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Les lymphocytes T
se différencient dans le thymus
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Pas de lymphocytes T chez les enfants
athymiques (DiGeorge) ou les souris nude
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Architecture cellulaire du thymus
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Medulls

Stades de différenciation
des thymocytes

.

Les différentes populations identifiées
correspondent a des stades de
différenciation des thymocytes
Chaque stade peut-étre critique pour:
— les réarrangements du TCR

— la restriction par le CMH

— la sélection positive ou négative

-> notion de points de contréle (checkpoint)

.
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Réle critique du pré-TCR

* pTa (gp33) exprimée ot dans
I'ontogénie et associée a CD3/TCRp
L’expression du pré-TCR a la surface
du thymocyte permet :

— transition du stade double négatif CD4~
CD8" (DN) vers le stade double positif
cb4* cbs* (DP)

— exclusion allélique
(arrét des réarrangements TCRp )

— prolifération des thymocytes DP

— induction des réarrangements TCRa

.
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Identification du pré-TCR

TCR B
 Lors de stades précoces de L
différenciation, la chaine TCRB pla
est trouvée en surface sans la o ¥
chaine TCRa
G
=> identification de la chaine pTa i
i
5 COOH
i
ZO0H

D'aprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181137
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Différenciation des thymocytes (1)

cycling
/

- cD25 +
CD4*CD8*CD3*
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Différenciation des thymocytes (2)

+ 1% T8%

_

CD4

CD8

(© Current Biology Ltd/Garland Publishing
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Différenciation des thymocytes (3)

CD3 48

double-negatve’ cells Engagement
0 CD3 cytoplasmique
— Réarrangements B, v, &
. < pTa cytoplasmique
- ((-:\ Engagement ap/yd
Q O
- — .. [Expression CD4/CD8
,.:SE; 1y Exclusion allélique B
‘double-positive’ cells  Prolifération

< 7 Réarrangement TCRa
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Exclusion allélique

» Un réarrangement TCRp productif sur un
locus TCR entraine I'arrét de la
recombinaison V(D)J sur I'autre locus

- une seule chaine TCR par cellule T, en
accord avec la théorie de sélection clonale
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Différenciation des thymocytes (4)

O

CD3*pTa p 4'8"
large active
duub\e positive’ cells

Sélection positive
Sélection négative
Apuptoms CD3'wp
small, restmg cel\s
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Régulation des réarrangements

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

Les réarrangements TCRa sont limités aux
thymocytes pré-T DP engagés vers la lignée
op et exprimant TCRpB

A l'inverse de TCR, les réarrangements
TCRa ont lieu sur les deux chromosomes >
I'exclusion allélique a lieu au stade post-
transcriptionnel
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Différenciation des thymocytes (5)

Sélection positive
Sélection négative
coa'a:pa's’
small, resting cells
— 5%
[ —|

Engagement CD4/CD8
Restriction pour le CMH
ch4's coss®  Fonction effectrice
small, resting cells
single-positive’ cells
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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
- CD4lclasse Il et CD8/classe |

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

46
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Sélections positive et négative (2)
CMH TCR

Autoréactivité
Sélection
Reconnaissance du CMH
q __, Sélection
positive

(© Current Biolugy Ltd/Garland Publishing

- Education thymique
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Sélections positive et négative (3)

Thymocytes Lymphocytes T
immatures périphériques
{c) Current Biology Lad/Carkand Publishing matures
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Délétion clonale et superantlgenes
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Délétion clonale et TCR transgénique
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Mécanisme de la restriction au CMH (1)
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Mécanisme de la restriction au CMH (2)
Modéle cinétique d’engagement CD4/CD8

Intermediate
cell

TCR+ oweptor Signal
. signal . persists
DP CD4sP
Corecaplor Signal
reversal ceasas
cDesP
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Singer, A. (2002) Curr.Opin.mmunol. 14, 207-28Q
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Mécanisme de la restriction au CMH (3)

Modéle cmethue d’engagement CD4/CD8

Un arrét du signal
promeut la
différenciation en
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Singor, A. (2002) Curr.Opin.Immunol. 14, 207-253

Lignées af} versus y3
» Controverse concernant le mécanisme
contrdlant le choix vers les lignées T af} et yd

* Certaines cellules Ty expriment TCRpB
Certaines cellules Taf3 expriment TCRy
« Différent modéles proposés :

— Réarrangements séquentiels .
. i Instructif

— Réarrangements compétitifs

— Lignées séparees }Aléatoire
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Mécanisme de la restriction au CMH (4)

Modéle cinétique d’engagement CD4/CD8

Un signal persistant
promeut la

différenciation en
. /F? lymphocyte T CD4SP
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Singor, A. (2002) CurrOpin.Immunol. 14, 207-25%

Modele modifié de lignée séparée (1)
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Différenciation thymique: souris
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Modele modifié de lignée séparée (2)
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Différenciation thymique: homme
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D'aprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-169

Caractérisation du pré-BCR

PreTCR Pre-BCR
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D'aprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-169

Réle du pré-BCR

« Exclusion allélique: Un réarrangement IgH
productif sur un locus IgH entraine I'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 pré-B:
—>Enrichissement en réarrangements productifs
« ...Induction des réarrangements IgL.:
->Production d’une Ig compléte

Différenciation des lymphocytes B
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D'aprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-16R

Sélection des lymphocytes B

Celi-bound sell-antigen Saluble sell-antigen
Y om

Deletion
= death by apoptosis = lang term inactivation

Receplor editing =
reactivation of V(DM recombination

B coll with receptor for non-self antigen 02000 Jon Wiy & Son, .

3
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Notions de répertoires (1)

Moelle /Thymus

Locus IgH/TCRB Locus IgL/TCRa:

o V pJc v J C
Repenolre% — F—HHF — A F

génétique

ﬁrangfyﬁ’
Répertoire
potentiel { @@= scrrrcrap

Sélection positive
Sélection négative

l

Notions de répertoires (2)

Moelle Osseuse/Thymus

Répertoire Répertoire
génétique potentiel

Infection

- virale

- bactérienne
- parasitaire

\ Répertoire Répertoire

effecteur “——disponible

+-

S @ souron
Périphérie
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Rappel différenciation T
68

Différenciation des répertoires
de lymphocytes B et T

Conclusion
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Paralléle différenciations B et T
Antig phase I Antigs nhase
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Immature T cell Actvated
Thymic environment
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D'aprés Fitzsimmons et Hagman (1996) Curr. Op. Immunol. 8:166-1§9
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Questions/Discussion...
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