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Emergence de 'lmmunologie

« A la fin du 19éme siécle, de la microbiologie

* Développement de la vaccination par Louis
Pasteur (1822—-1895) (choléra, anthrax, rage)

* Immunité naturelle - théorie cellulaire
Phagocytose des microorganismes par les
macrophages (Metchnikoff)

* Immunité acquise - théorie humorale
Découverte des anticorps ou immunoglobulines
(von Behring et Kitasato) - spécificité et
mémoire de la réponse anticorps

Adrien SIX, IF2007 IF-lic&lld, 01/03/2007

Composants cellulaires
du systéme immunitaire
* Immunité naturelle et Immunité acquise dépendent
de l'activité des leucocytes (globules blancs)

* L'immunité naturelle est essentiellement due a
l'activité des cellules myéloides

* L'immunité acquise est principalement due a l'activité
des lymphocytes B et T

* Ces cellules font partie du systeme hématopoiétique
et ont une origine commune, la moelle osseuse
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La lignée lymphocytaire

Multipotential Common Specialized Ditferentiated
stem cell progenitors progenitors progeny
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Les lymphocytes B et T
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B lymphocyte T lymphocyte

TCR
/

-> caractérisés par leur récepteur spécifique d’antigéne

Théorie de la sélection clonale (1)
Burnet (1899-1985)
+ Chaque lymphocyte ©

exprime un type unique

de récepteur spécifique =l e

T IPR0e00

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 IEH S0

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

expriment des récepteurs

de la différenciation

* Les lymphocytes
exprimant un récepteur Q?Q @Q?Q
dirigé contre un antigéne
du soi sont éliminés lors i\ & [ ]

self antigens self antigens

(-]
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~ g ez Effactor cells eliminate antigens
de méme SDElelclte (©) Current Biology Ltd/Garland Publishing




Université Pierre et Marie Curie, UE BMC423 - Immunologie fondamentale

Transduction du signal BCR

® Reconnaissance de
I'antigéne par I'lg

Transduction
du signal par

Iga/Igp
(CD790/CD798)

WY Motif ITAM:

m Iga 'QB immunoreceptor tyrosine-based
activation motif

T (DIEJXXYXXLX g g YXXL

10

Transduction du signal TCR/CD3

parle TCR
CD3
1
|| g O £
| | :) ' Transduction
Extracellular du signal par
| Membrane - -I1- CD3

CMHIPepﬂde Reconnaissance

Cytoplasm

N

Motif ITAM:

immunoreceptor tyrosine-based activation motif

(D/E)XXYXXLX 6_g) Y XXL

\‘+++ ,'
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Reconnaissance par le TCRa3

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

les lymphocytes T sont “éduqués” pour
reconnaitre les molécules du CMH de
I'organisme -> restriction par le CMH

» Pendant leur différenciation dans le thymus,
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Restriction par le CMH

CMH TCR
[
APC T cell — Activation
APC T cell &
APC T cell &
‘© Current Biology Ltd/Garland Publishing
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Les régions variables d’lg et de TCR sont
créées pendant la recombinaison V(D)J

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

ADN germinal -II-HI—//-H—-H-H-M—D

Recombinaison D - J

-II-//-IHFIHH]—C}—

Recombinaison V = DJ
c

ADN réarrangé W/+.]ﬂﬂ—|:]—
VDJ
CDR3 = jonction V(D)J
- Contact avec 'antigéne (Ig)
-> Contact avec le complexe CMH/peptide (TCR)15

La regle 12/23 pour les Ig et TCR
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Moyens d’étude des
populations lymphocytaire

Immunologie
moléculaire
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Moyens d’étude des
populations lymphocytaires

+ Identification 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
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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 Il

« CD5 ?

« CD7 ?

« CD8  co-récepteur pour CMH |

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

* CD79a/pmolécules associées au BCR
« CD80 activation des cellules T (B7.1)

22
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Distribution lymphocytaire du
sang périphérique humain (PBL)

(©) Current Biology Ltd/Garland Publishing
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Outils de biologie moléculaire

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

Northern blot (ARN)

» Clonage, séquencage

PCR
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Détection des réarrangements (1)

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

ADN germinal ADN réarrangé
L VB2 J LVB2J
—t—li—r//%]—h ﬂ—li —t
E E E E E
3 kb 6 kb

— ———
Sonde VB2 Sonde VB2

| =]

[ N -3kb

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

ADN ARN

V] JJJJ LVB2J C
// ’ADN "
réarrangé

— —
amorce 5' amorce 3’

VBJJ JJ ARNm/
im HH y RN AAAA...
B->J1
— — —

—_—
Amorce Vf32 Amorce CB

VBJ Etc...

i ha Cellules T
VB2+  VB2-
| -J1
- | -J2 - VB2
. | -J3
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Utilisation des animaux
genétiqguement modifiés

- Transgenése
—> Invalidation génique
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Avantages de l'invalidation

Mutation précise et déterminée

Possibilité de contréler I'étendue de la
mutation:

— promoteur spécifique de tissu

— promoteur spécifique de stade de développement

Possibilité d’induire ou d’annuler la mutation

Systéeme cre-loxP
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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

44
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Les lymphocytes T
se différencient dans le thymus

[ )

/f T \\\

(©) Current Biology Ltd/Garland Publishing

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

Thymus | F '/ Q
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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)

48
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Identification du pré-TCR

TCRB

* Lors de stades précoces de NHs

différenciation, la chaine TCRf it
est trouvée en surface sans la

chaine TCRa C
55

=> identification de la chaine pTa

K+ Kt

COOH

—

COOH

D’aprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-189

Réle critique du pré-TCR

* pTa (gp33) exprimée t6t 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
cD4* cDs* (DP)

— exclusion allélique
(arrét des réarrangements TCRp )

— prolifération des thymocytes DP

— induction des réarrangements TCRa
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Différenciation des thymocytes (1)

CD4*CD8*CD3*
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Différenciation des thymocytes (2)

_|®

CD8

CD4

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

D34 g
double-negative’ cells Engagement
X CD3 cytoplasmique

Réarrangements 3, v,
pTa cytoplasmique
Engagement of/yd

Expression CD4/CD8

¥/8°CD3 C?g’rgg‘;gv‘é 8 Exclusion allélique B
Ch4 8 ‘double-pesitive’ cells  Prolifération
{7 Réarrangement TCRa

)
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Exclusion allélique

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

- une seule chaine TCR} par cellule T, en
accord avec la théorie de sélection clonale

54

Régulation des réarrangements

* TCRJ, 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
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Différenciation des thymocytes (4)

O

CD3"pTecp 4’8"
large active
‘double-positive’ cells

4

r <%|‘] Sélection positive
Sélection négative
Apoptosis GD3+0::BJ?J(J'{'3+

small, resting cells
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Différenciation des thymocytes (5)

. Sélection positive

= Sélection négative
CD3':p'4'8

small, resting cells
Engagement CD4/CD8

' Restriction pour le CMH

CD4's" cosg®  Fonction effectrice
small, resting cells
‘single-positive’ cells

Export to periphery

(©) Current Biology Ltd/Garland Publishing 57

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

58

Sélections positive et négative (2)

CMH TCR

% Autoréactivité

S?Iectlon
négative

Reconnaissance du CMH

—, Sélection
positive

(€) Current Biology Ltd/Garland Publishing

- Education thymique
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Sélections positive et négative (3)

© O

@0

Thymocytes Lymphocytes T
immatures périphériques
(©) Current Biology Ltd/Garland Publishing matures
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Deletlon clonale et superantlgenes

: ,Vlca% su: anﬁgen
(mtv)

anhgen-presenlmg cell

- B Mo

(©) Current Biology Ltd/Garland Publishing (©) Current Biology Ltd/Garland l’ublishi»‘g
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Délétion clonale et TCR transgénique

Profferating ook
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Mécanisme de la restriction au CMH (1)

(a) Instruction (b} Stochastic
co4’cos’ — cod'cns’ =—=,
Class | Bias by Class | Initial MHC g No bias by Class 1
co-engagement engagement co-engagement
\% v 1
co4'cos” cp4’cos” cD4'cos” coa"cos’
! =
I Conformation stepis)
1 Class |
i ass by MHC co-engagement Class |
v 4 v v
Death CD4CD8™ Death cpa cos’

£ 14995 Cusrent Opinion in Immunology
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Mécanisme de la restriction au CMH (2)
Modele cinétique d’engagement CD4/CD8

Intermediate
cell

TCR+ coreceptor Signal
5|g nal perqlsts

CD4SP

Coreceptor | Signal
reversal ceases

CD8sSP

Current Opinicn in Immunclogy

Singer, A. (2002) Curr.Opin.Immunol. 14, 207-264
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Mécanisme de la restriction au CMH (3)
Modele cinétique d’engagement CD4/CD8

Surface phenctype Un arrét du signal
48 Signal promeut la
cessation e s R
différenciation en
TCR lymphocyte T CD8SP
s»gnal
T
TCR
slgnal |y| (1w \II|||| ity
n {C--specific TCR
w CD4 coreceptor

Singer, A. (2002) Curr.Opin.Immunol. 14, 207266

Différenciation thymique: souris

Pro-T cell Pra-1 call Trangibonal 1 call T call

r 1T 1 | — | | — |
Co4-C0a~ CD-!’CDB"
r
CD4a4* 75 (:044*25' CD44"25" CD447267 ‘ :
paTCR ;W
l::>- >
JCRefh T
Tu G“' onaE-
b TGRIS"’ xTCRp 19
pTu-*'a
TyS CDae
TCRp - D=1 V=D=J -D-J v-D-J V=D-J
TCRa - = =-=) ==l v-J v-J
PTa - = + + + -

© 1966 Cumsnt Cpnisn in Inmunalogy

Mécanisme de la restriction au CMH (4)

Modele cinétique d’engagement CD4/CD8

Surface phenatype Un signal persistant
+e sl “e Signal promeut la
différenciation en
P MHC-specific lymphocyte T CD4SP
TCR

TCR
s»gnal

e CDd coreceptor

D’aprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-1§7
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.-m CDB coreceptor s
Curmsnt Opiion in immunoiogy
Singer, A. (2002) Curr.Opin.Immunol. 14, 207-266
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Différenciation thymique: homme

Pro-T call Pra-T call Transitional T call T call
T T 1 —

CD4CDe” CD4*15P Cha*CDe*
1
CD34*CD38¢m CD34*CD38* CD34* CD1a CD4 CD1a*
“puiTc
TaB
T~{8

TCRp - -1 v-D-) v-D-J V-D-J v-D-J
TCRee = — =-] ==l V=l Y-l
Pla - = + + £ =

© 1884 Cumeat Cpmon in inmunakgy|

D’aprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-1F02

Caractérisation du pré-BCR

Pre-TCR Pre-BCR

BCR

R + TTAST TTAST Plasma
Kt K Y. ¥ b
g| =P COOH  GOOH
=
SOOH © 1908 Curmsn Opision in mmunsiagy

D’apreés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-1F05

Roéle du pre-BCR

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

Transitional
Pro-B cell Pm B col B call Bcell
CD“S Hﬁl\ FD‘H‘H‘H\ o3
BP1
@)~ @;D D=0
BL ! B Immature -> IgM+
E:’:’“T * &l ¥ B mature -> IgM+IgD+
- b-) V-D-) v-D-J v-D-1 v-0-J
- = ==) -N=1 Vol Vo)
ght chain
ol = -+ + + +

£ 1900 Cumsal Cpison in Inmundlogy

D’aprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-1F07
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Sélection des lymphocytes B

Cell-bound self-antigen Soluble self-antigen
[N N
-
I @ S
;. ‘\ /
5N

N

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, .,.? 8
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Rappel différenciation T

TCRu re
maturation (-’ (-/ ‘.v
Q@09
CD4 5
TCR[} i = p
TR e 1 QY '\'._.*n/_ ./
TCR&
; 1
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Paralleéle différenciations B et T

Antigen-independent phase I Antigen- dependanl phaw

0000

Prc- B Pra-B Immature B Flasma cell

PIQN Lymphaoid @ @

stom call PRBC LrS0r

cpe TCR
©:>©;=‘> i

Immature T T {:e!l Ac:levatad
T cell
Thymic environment
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D’aprés Fitzsimmons et Hagman (1996) Curr. Op. Immunol. 8:166-184
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