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Moyens d’étude des
populations lymphocytaires

+ |dentification 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.

Marqueurs de différenciation T

« CD2 molécule d’'adhésion

« CD3 molécules associées au TCR

« CD4  co-récepteur pour CMH Il
«CD5 ?

« CD7 ?

« CD8 co-récepteur pour CMH |

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

Marqueurs de différenciation B

« CD5 ?

« 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)
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Cytométrie de flux (1)
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Cytométrie de flux (2)
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Cytomeétrie de flux (2)
(c) One-color histogram displays the amount of fiuorescent antibody binding to each cell
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Outils de biologie moléculaire
« Sondes ADN Ig, TCR, IL, CD...
« Southern blot (ADN)
* Northern blot (ARN)
» Clonage, séquencgage
« PCR
13
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Détection des réarrangements (1)

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

ADN germinal ADN réarrangé
L Vp2 J Lvp2J
e il
E E E E E
3kb 6 kb
_—— —_——
Sonde VB2 Sonde VB2

Bl

=] N -3 kb

Détection des réarrangements (2)
» Détection par PCR au niveau ADN ou ARN.

ADN ARN
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Utilisation des animaux
génétiquement modifiés

- Transgenése
- Invalidation génique

16

Transgenése (1)

Female Ee~ mouse is injected with
folllicle-stimulating hormone and
chorionic gonadotropin to induce
superovulation, and then mated

L Y
(e,
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Transgenese (2)

Fertilized oocytes removed from female.
DMNA containing Ex gene is injected into
the male pronucleus
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Transgenese (3)

Injected eggs transferred into uterus
of pseudopregnant female
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Transgenése (4)

Some offspring will have incorporated
injected Ec gene (transgene)

. R

S e

Mate transgenic animal to Eo~ C57BL/6 mice
to preduce a strain carrying the Eo transgene

(©) Current Biology Ltd/Garland Publishing
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Invalidation génique (1)

DNA construct containing exon of B,-microglobulin
gene together with the herpes simplex virus
thymidine kinase gene (HSV-tk)

HSW-tk p-microglobulin

—

= =

Target gene interrupted by insertion of
neomycin-resistance gene (neo')

neg"’

Chromosome
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Invalidation génique (2)

Transfect p,-microglobulin gene
knock-out construct inta ES cells

HSV-tk [3;-microglobulin  By-microglobulin

Embryonic
stem cell (ES)

Invalidation génique (3)

neo”

DNA is introduced inta call
IR

J 73 = O = L
DNA integrates at Homologous recombination
DNA fails lo integrate random site on genome. replaces wild-type
Cell expresses Pz-microglobulin gene
both nec” and HSV-tk with interrupted copy
2 = = = = =
L — Cell expresses neomycin
ell is ki Y & Ll i resistance but not HSV-tk,
(& neomycin analog) Gl fe: Whed by gancysions so is not killed by either
G418 or gancyclovir

negt
HSY-tk -
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Invalidation génique (4)
Inject ES cells into mouse blastocyst
24
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Invalidation génique (5)
Re-implant blastocyst
into pseudopregnant female
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Invalidation génique (6)

Some offspring contain tissues
{including germ cells) that
derive from the injected cells
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Breed chimeric mice to generate
homozygous B.-microglobulin-deficient sirain
(©) Current Biology Lid/Garland Publishing

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

26
Différenciation des répertoires
de lymphocytes B et T
1. Moyens d’étude des populations
lymphocytaires

2. Développement lymphocytaire Bet T

3. Sélection des répertoires
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La lignée lymphocytaire

Multipotential Common Specialized
stem cell progenitors progenitors
I }
|
I 7

Differentiated
progeny

—b1 Lymphé'id
T helper/inducer
—.-| hlyaluid T suppressor
"
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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

Les lymphocytes T

se différencient dans le thymus

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

Thymus defect

Y
Thymus ( D]
graft C> C\ Sk,
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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)

36

Identification du pré-TCR

TCRR

» Lors de stades précoces de NH,

différenciation, la chaine TCRp pla
est trouvée en surface sans la

)
chaine TCRa
glo
554

=> jdentification de la chaine pTa

—n

COOH

D’aprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-1g7

Réle critique du pré-TCR

* pTa (gp33) exprimée tét dans

'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
CcD4* cD8s* (DP)

— exclusion allélique
(arrét des réarrangements TCRp )

— prolifération des thymocytes DP

—induction des réarrangements TCRa

38

Différenciation des thymocytes (1)

CD4*CD8*CD3*

39
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Différenciation des thymocytes (2)
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Différenciation des thymocytes (3)

CD3 48

Engagement
CD3 cytoplasmique

Réarrangements §3, y, &
pTa cytoplasmique

Engagement ap/yd
X e : i Expression CD4/CD8
’PDSL;B C?f,é’g‘;ﬁ,i 8 Exclusion allélique B

‘double-positive’ cells  Prolifération

G Réarrangement TCRa
41

Exclusion allélique

* Un réarrangement TCR 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

42
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Régulation des réarrangements

* TCR&, 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
of et exprimant TCRp

* ATlinverse de TCRp, les réarrangements
TCRa ont lieu sur les deux chromosomes ->
I’'exclusion allélique a lieu au stade post-
transcriptionnel

43
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Différenciation des thymocytes (4)

O

CD3*pTa B “4'g’
large active
‘double-positive” cells

Sélection positive
Sélection négative

Apopltosis CD3*w B atg*
small, resting cells

a4

leferenC|at|on des thymocytes (5)

Sélection positive
Sélection négative

CD3'w:p4'8"
small, resting cells

g

Engagement CD4/CD8
O = Restriction pour le CMH
coa'e” coag* Fonction effectrice

small, resting cells

‘single-positive’ cells

Export to periphery

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

46
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Sélections positive et négative (2)

CMH TCR
L | Autoréactivite T
{ /_*)_ Sélection
| OSEER—  negative
N °
B )

Reconnaissance du CMH
— Selgc_tlon
positive
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- Education thymique
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Sélections positive et négative (3)
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Délétion clonale et superantlgenes

(a) Bacterial -

superantigen ‘Jirai suparanﬂgeng ]
eg SEA TSST-f o (mty)
antigen- :Jresemmg cell antigen-presenting cell

we
class |l

Mtv7*

(© Current Biology Ltd/Garland Publishing ©) Current Bislogy Lid/Garland Publishing
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Délétion clonale et TCR transgénique

Proléerabng cells | Apoptatic cells

50

Adrien SIX, IF2006 IF-IVc&IVd, 22/02/2006

Mécanisme de la restriction au CMH (1)

(a) Instruction (b} Stochastic
(5T aoL M m— —— (p4'CDB =—=,
Class | Bias by Class | Initial MHC Class | No bias by Class |
co-engagement engagement co-engagement
\Y 4 %
cp4'cos” cp4’cos’ coa'cos” C04"cos’
Class | Conformation step(s) Cliss |
i by MHC co-engagement 23
1
' \% \% V
Death D47 CDE™ Death D4 'cDa’
£ 1995 Cirrent Oxpimion in Immunology
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Mécanisme de la restriction au CMH (2)
Modéle cinétique d’engagement CD4/CD8

Intermediate
cell
TCR+ coreceptor Signal

0 signal o persists e
CD45P

Coreceplor Signal

reversal ceases

CDasP
Currant Opinion in Immunclogy

Singer, A. (2002) Curr.Opin.Immunol. 14, 207252

Mécanisme de la restriction au CMH (3)
Modeéle cinétique d’engagement CD4/CD8

Surface phunctype Un arrét du signal

i Signal
f cessation promeut la

différenciation en
Tr-{l finity lymphocyte T CD8SP
L J al c
TCR
Q %5 gnal affinity
cific TCR

m CDM coreceptor

.ﬂ) CD8 coreceptor

Singer, A. (2002) Curr.Opin.Immunol. 14, 207253

Mécanisme de la restriction au CMH (4)
Modéle cinétique d’engagement CD4/CD8

Surface phenotype Un signal persistant
. 4% . b i 4 . signal promeut la
F “ différenciation en
lymphocyte T CD4SP

Singer, A. (2002) Curr.Opin.Immunol. 14, 207-25:4

Différenciation thymique: souris

Pro-T call Pra-1 call Transshonal T cell I call
r 1 1 [ — [ —

CD4-CDe" cm‘cm
CD44*25~  CD44*25* CD44-25*, CD447257,
@ @ @ = @!‘Tw
Tal mr‘ t- RAE: e '8
. TCRE X TCR} ig cms
pla~
TyS CD3e™
TCRE - D-J V-D-) V-D-J V-D-J V-D-J
TCRa - - -N-J =v=1 V=) V=)
PTa + + + -

© 1606 Cument Opnian in Immund gy |

D’apreés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-155
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Différenciation thymique: homme

PreT call Pra-T eall Transabonal T call T el
r 1T 1 L — [ —]

CD4-CDa~ CD4% ISP CD4*CDe*
CD34*CD38¢m CD34*CD38*  CD34* CD1a cm CD1a*
Taﬁ
TyS
TCRE - D-J v-D-J V-D-J v-D-J v-D-J
TCRa - = =f¥-1 =-=J V-l V=1
Pla - = + + E =
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D’aprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Inmunol. 8:181-1§9

Caractérisation du pré-BCR

Pre-TCR Pre-BCR

BCR .
NH.\

OCH © 1914 Currant Cpinisa in nmunalogy

D’aprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-1§2

Réle du pré-BCR

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

63
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Différenciation des lymphocytes B

T ansmona]

Fro-B cell Prm- B coll D I! cell
L]
cm"Hm UH'I'II‘;A Cnd'!IISA
H'J\C“‘ B Immature -> IgM+
BCR; &
‘g‘I LR B mature -> IgM+lgD+

ECRu D-J v-D-1 V=-D-J V=0=1 V-D-J
bcn = -1 ==l V-1 v-J
ghit chan
bl i+ + + -

© 1896 Current Cpinion i Immunclogy

D’aprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-1§Y4
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Sélection des lymphocytes B

Cell-bound self-antigen Soluble self-antigen
[ -

SN /C‘Q,

»

[
¥ 1
L
Y o
Deletion Anergy
= death by apoptosis = long term inactivation

Receptor editing =
reactivation of V(D)J recombination

B cell with receptor for non-self antigen ©2000 John Wiley & Sons, I"GS

Différenciation des répertoires
de lymphocytes B et T

1. Moyens d’étude des populations

lymphocytaires

2. Développement lymphocytaire Bet T
3. Sélection des répertoires

Notions de répertoires
Expansion clonale

Réponse immunitaire/Tolérance
Peptide analogue
Vaccination/Rappel

Variation antigénique

N2 200 200 20 2N N2

Persistance, chronicité

67
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Notions de répertoires (1)
Moelle osseuse/Thymus
f Locus IgH/TCRB Locus IgL/TCRa \
\" DJ C v J C
Répertoire || T +—HHF+ LT F—AFH{T3
génétique % v e
ﬁirangjyr
Répertoire
potentiel °5 BCR/TCRaf
Sélection positive
K Sélection négative j
Répertoire Lymphoc
disponible% mature ym°5 BCR/TCRof
Périphérie
68
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Notions de répertoires (2)

Moelle Osseuse/Thymus

Répertoire Répertoire
génétique potentiel

Infection

- virale -
- bactérienne

- parasitaire

Répertoire Répertoire
effecteur ——  disponible

Périphérie
69

Peptides agonistes, antagonistes (1)

Peptide ligand altéré (APL)
= peptide analogue d’un peptide immunogéne

Agoniste - Conserve certaines fonctions d’activation
Antagoniste passif > Compétition pour le CMH

Antagoniste actif - induction d’anergie, modification
de la cascade d’'activation

Peptides agonistes, antagonistes (2)

Partial Full
No Activation Activation Activation

Active
Antagenism

high

1

|

|
Passive |
Antagonism_ |
|

|

Positive Selection

TCR:Ligand Affinity ——»

|
|
|
|
|
|
L

low

low high
Structural Homology ——p»

D’aprés Sloan-Lancaster et Allen (1996) Annu. Rev. Immunol. 14: 1-27.
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Différenciation des répertoires
de lymphocytes B et T
Conclusion
77
16




Université Pierre et Marie Curie, UE BMC423 - Immunologie fondamentale

Rappel différenciation T

TCR« re

L &Y maturation 6006
Q0@

CD4

TCR} 1 — s
TCRy re —* ‘ n -._.'rn_, e/
TCR:

:

maturation

Parallele différenciations B et T

Antigen-independent phase I Antigen- dependenl nhase

000 uw@

© Ef,}"@ Pro-B Pre-B Immaiure B Plazma cell
Pluripotent Lymgphoid
stem call precursar
TR
cos
Pre-T Immature T ~e‘l Actmated

T cell
Thymic environment
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D’aprés Fitzsimmons et Hagman (1996) Curr. Op. Inmunol. 8:166-T79
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Le « péché originel »
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Questions/Discussion...
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