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

exprime un type unique ©

de récepteur spécifique I oo o e N
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* Les lymphocytes

exprimant un récepteur Q@Q

dirigé contre un antigéne

du soi sont éliminés lors i\ & ]

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
étrangere et d’'un
récepteur entraine ®
I'activation du lymphocyte

* Les cellules effectrices
différenciées a partir d’'un @@@@@
lymphocyte activé donné
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La lignée lymphocytaire

Multipotential Common Specialized Ditferentiated
stem cell progenitors progenitors progeny
—ﬁ| Lymphoid
T helper/inducer
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Les lymphocytes B et T

Immunoglobulin CR

.

B lymphocyte T lymphocyte

-> caractérisés par leur récepteur spécifique d’antigéne

Transduction du signal BCR

Reconnaissance de
I'antigéne par I'lg

Transduction
du signal par

Iga/Igp
(CD794/CD79)

Motif ITAM:

immunoreceptor tyrosine-based
activation motif
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Reconnaissance par le TCRof3

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

* Pendant leur différenciation dans le thymus,
les lymphocytes T sont “éduqués” pour
reconnaitre les molécules du CMH de
I'organisme > restriction par le CMH
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Restriction par le CMH
CMH TCR

{C) Current Biology Ltd/Garland Publishing

T cell )(.

T cell Y+

T cell — Activation
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Les régions variables d’lg et de TCR sont
créees pendant la recombinaison V(D)J

—— Famille V— (Famille D) — FamilleJ —

ADN germinal -II-HI—//—H—H-D-W]—D

Recombinaison D 2> J

-II—HHF[HFD—C}—

Recombinaison V = DJ

ADN réarrangé W/+I}ﬂﬂ—|:]—
VDJ

CDRa3 = jonction V(D)J
- Contact avec I'antigene (Ig)
- Contact avec le complexe CMH/peptide (TCR)16
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Différenciation des répertoires
de lymphocytes B et T

Introduction

. Moyens d’étude des populations

lymphocytaires

. Développement lymphocytaire B et T
. Conclusion
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Moyens d’étude des
populations lymphocytaires

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:
— transgenese: introduction d’un géne
supplémentaire dans le génome
— Inactivation génique (knock-out):
inactivation ciblée d’un géne par
recombinaison homologue
20

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

Cbh5 ?

cDh7 ?

CD8  co-récepteur pour CMH |

CD28 activation des cellules T naives
CDA40L activation des cellules B naives

22
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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

* CD79¢/pmolécules associées au BCR
« CD80 activation des cellules T (B7.1)
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Distribution lymphocytaire du
sang périphérique humain (PBL)

(€) Curren t Biology Lid/Garland Publishing
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Cytométrie de flux (1)
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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.
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Détection des réarrangements (2)
» Détection par PCR au niveau ADN ou ARN.

ADN germinal ADN réarrangé
L Vp2 J L Vp2J
i M
E E E E E
3 kb 6 kb

—— ——
Sonde VB2 Sonde VB2

]

ADN ARN
Vi JJJJ LVp2J C
/{ ADN
réarrangé

—_— -— l
amorce 5 amorce 3’

VB -> J1 ADNc
—_— —

—_— —
Etc Amorce VB2 Amorce CB
VBJ ..

i

Cellules T
Vp2+  Vp2-

-1
-J2

-J3

= |

- VB2

Utilisation des animaux
génétiqguement modifiés

- Transgenése
—> Invalidation génique
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Avantages de l'invalidation

Mutation précise et déterminée

Possibilité de controler 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
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Différenciation des répertoires
de lymphocytes B et T

1. Introduction

2. Moyens d’étude des populations
lymphocytaires

3. Développement lymphocytaire Bet T

4. Conclusion
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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
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Les lymphocytes T
se différencient dans le thymus

()

0

/; Y \\\

(€) Current Biology Ltd/Garland Publishing

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

Thymus dedect

Thymus (Q Y o
graft

/'-/ & “\q“)\
AN B
Hermal cells repopulate

grafted thymus
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Architecture cellulaire du thymus

Subcapsular
region

8 85 %

Immature CD34°8°
double-negative thymocytes

< Ay N
288 o

89 imature CD3B"
double-pasitive thymacytes

e

Mature CD4'8™ and CD8™4~

Cortex

cortical
epithelial
cell

Cortico-
medullary
junction

dendritic
cell

medullary
epithelial

thymocyte:
t’ cell

macrophage

Medulla

(©) Current Biology Ltd/Garland Publishing
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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)

Identification du pré-TCR

TCRPB
* Lors de stades précoces de NHa
différenciation, la chaine TCRp il
est trouvée en surface sans la s D
chaine TCRa
dp
=> identification de la chaine pTa S
Ri| |we
s COOH
S

COOH

D’aprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-1§0)
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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
cD4* cps* (DP)

—exclusion allélique
(arrét des réarrangements TCRp )
— prolifération des thymocytes DP
— induction des réarrangements TCRa
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Différenciation des thymocytes (1) Différenciation des thymocytes (2)

TN (CD4-CD8-CD3) ) DP

— rd .
+ 10% 1%
+ .
ranging CD4

CD44
- TNK ,/'Q)' DN SP
’ / = +
/ - CD25 + TN / CD8
DP (CD4*CD8*CD3") : e
{€) Current Biology Ltd/Garland Publishing
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Différenciation des thymocytes (3) Exclusion allélique
CD3 48

‘double-negative’ cells Engagement

§ CD3 cytoplasmique * Un réarrangement TCRp productif sur un

locus TCRp entraine 'arrét de la
recombinaison V(D)J sur l'autre locus

Réarrangements f3, y, 6
pTa cytoplasmique
Engagement af/yd - une seule chaine TCR par cellule T, en

) accord avec la théorie de sélection clonale
Expression CD4/CD8

et + + nEatagt .
Tthe FDE,SJ‘;E’,‘L ®  Exclusion allélique p
CD48 ‘double-positive’ cells  Prolifération
Q Réarrangement TCRa

56 57
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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 TCR, les réarrangements
TCRa ont lieu sur les deux chromosomes >
I'exclusion allélique a lieu au stade post-
transcriptionnel

» Trés peu de double TCRp mais souvent
double TCRa au niveau ARN (~30%)
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Différenciation des thymocytes (4)

O

CD3'pTacp’4'g”
large active
‘double-positive” cells

=<

: (>95%] Sélection positive
S Sélection négative
Apoptosis CD3+0::[5+4+{'3+

small, resting cells
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Différenciation des thymocytes (5)

. Sélection positive

DO Sélection négative
CD3'wp 4’8

small, resting cells
Engagement CD4/CD8

Restriction pour le CMH

coa's cosst  Fonction effectrice
small, resting cells
‘single-positive’ cells

Export to periphery

() Current Biology Ltd/Garland Publishing 60
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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

61
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Sélections positive et négative (2)

CMH TCR
Autoréactivite
S?Iectlon
négative
Reconnaissance du CMH
(] Sele.c_tlon
positive
(©) Current Biology Ltd/Garland Publishing
- Education thymique
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Sélections positive et négative (3)

© O

Q0

Thymocytes Lymphocytes T
immatures périphériques
(©) Current Biology Ltd/Garland Publishing matures
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Délétion clonale et superantigénes
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Délétion clonale et TCR transgénique

Probéeratng cells Apophotes cedls
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Mécanisme de la restriction au CMH (1)

(a} Instruction (h} Stochastic
coa’ca’ == (04'CD8’
Class | Bias by Class1  Inilal MHC e No bias by Class 1
co-engagement engagement co-engagement
co4'cos” cDa"cog” cpa’cos” co4°cos’
Conformation step(s)
Class |
i ass by MHC co-enpagement lCJass I
. \% 4 v
Death D4 CDE™ Death cDd cpa’
814995 Cuent Opinion in Immunoslogy
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Mécanisme de la restriction au CMH (2)

Modéle cinétique d’engagement CD4/CD8

Intermediate
cell
TCR+ coreceptor Signal

e signal e persists e
CD4sP

Coreceptor | Signal

reversal ceases

CDasP
Currant Opinion in Immunclogy

Singer, A. (2002) Curr.Opin.Immunol. 14, 207267

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

Surlace phenatype Un arrét du signal
48 Signal

. e promeut la

différenciation en
finity lymphocyte T CD8SP
s»gnal ific TC
Q \‘ 5

04 coreceptor
P
= cD8 coreceptor LDES

Singer, A. (2002) Curr.Opin.Immunol. 14, 207-268
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Mécanisme de la restriction au CMH (4)
Modéle cinétique d’engagement CD4/CD8

Surtace phenolype Un signal persistant
—t s oL Signal promeut la
différenciation en
& MHC-ll-specific lymphocyte T CD4SP

TCR

TCR
54 | 'xl 5ig Jn\l

e CD4 coreceptor
==l cD8 coreceptor

Singer, A. (2002) Curr.Opin.Immunol. 14, 207-269
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Différenciation thymique: souris

Pro-T call Pra-1 call Transhonal T cell I call

T 17 1 | — | | — |
CD4-CDe" cm‘cnu
CD44*25  CD44*25* CD44-25*, (‘““4 257 :
Ta mr t- RAE: e '8
. TCRE™ X TCR} ig cms
plo-
Tys CD3e
TCRB - D-J V-D-) V-D-J V-D-J V-D-J
TCRa - - -N-J =v=1 V=) V=)
PTa + + + -

© 1606 Cument Opanion in Immunskgy

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

Différenciation thymique: homme

Pre-T call Pra-T call Transiional T eall T call
T 1r 1 | — —

CD4-CDB" CD4*ISP CDarCDe*
L |
CD34 CD38¢m CD34*CD38* CD34* CD1a CD4 CD1a*
Taﬁ
TyS

TCRE - (] v-D-J V-D-J V-D-J v-D-1
TORe = - ==l ==l -l Y-l
Pla - - + + : =

© 1986 Cament Opmnon in immunckgy|

D’aprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Inmunol. 8:181-1505

Caractérisation du pré-BCR

Pre-TCR Pre-BCR

BCR .

. TTAST TTAST Plasma
K ¥ L b
o1 COUH  COOH
] © 1906 Currant Opinizn in Inmunalngy

D’aprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-19(g

Réle du pré-BCR

» Exclusion allélique: Un réarrangement IgH
productif sur un locus IgH entraine '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

79
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Différenciation des lymphocytes B

Transitional
Fro-B cell Pre-B mll B call u cell
CO-!'?‘I A CD43 HSA? COMatHEAH
BP1- BRI+
- j
mﬁ" ¥ acnmg B Immature -> IgM+
az-- B mature -> IgM+IgD+
[ECRu D-J Y-D-I V=0-1 V=0-1 V=D=1
R - N-1 -N=] V-1 v-J
gt chaan
L -1+ + " +

1098 Currant Opinion i Immunokogy

D’aprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-1§0)
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Sélection des lymphocytes B

Cell-bound self-antigen Soluble self-antigen
I) A A —1
o \‘\ Ve ’-Sb
r Y
IgM

@
N

Deletion Anergy
= death by apoptosis = long term inactivation

Receptor editing =
reactivation of V(D)J recombination

B cell with receptar for non-self antigen ©2000 John Wiley & Sons, '"31

Différenciation des répertoires
de lymphocytes B et T

1. Introduction

2. Moyens d’étude des populations
lymphocytaires

3. Développement lymphocytaire B et T

4. Conclusion
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Rappel différenciation T

TCRu re
i @ maturation 8%8
!06®
CD4
5
£
TCRJ} = Ve
TCRy re @™/ .\_:’*‘/ L
TCRd T

83
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Parallele différenciations Bet T

Antigen-independent phase : Anti qen-dependent phase
f g8

0—0—0 w—»@“

@ Et’@ Pro-B Prg-B Immature B Plagma call
Pluripotent Lymphoid
stem call precursar
n
@ ©\
ws
Immature T .,e‘l Actvated

T esll
Thymic environment

& 1998 Current Opinion in Immunalogy

D’aprés Fitzsimmons et Hagman (1996) Curr. Op. Immunol. 8:166-184]
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Thi

Modélisation de la différenciation T

Données expérimentales obtenues aprés déplétion
transitoire (7j) des cellules T en division

A~ Y 1 ICIR
o =
- B} I P o PO
DN 1 ii E 1,., V\'
op >‘Mmu"w,w ThERREeR U T hmREEan
bolt moded
x 1 Ed
PO D b .
sP4. /sPB = '§ i
z
« [l 3 P
o\ o[ [ev] -p [or]
< A O
te CO N (| 7 cat companmaes, % | ] /
ol .‘I-. L s totad coll count N ~ .“ : - *
. X W g q’r/-r f .
QT CDO N o, e ot S )
R LIETT mamaor 4 il In ER B '
4 D0 oD@ | dwision stage i: ] . .
wink N L% In N .
v o, faif = 27 ] £ T H
Tiyy Tyvy {08+ uliT, % | — e
2 T :
Vaslin et al. (2008) J 180:2240 Time (days) 86

Modélisation de la différenciation T

SPLEEN »Modeéle quantitatif de la dynamique cellulaire des
From thymus thymocytes et des splénocytes a 'homéostasie
i s
# " »56 paramétres quantitatifs: flux cellulaires, temps
Haiive RTEg, : de résidence, export, import, prolifération,
o0 vl ool mortalité, temps & espace, sélection, expansion
L= e
L‘;ﬁ,‘”‘.“-:' E »Simulation d'une thymectomie
‘s K WY _‘-\T",W Données expérimentales
Long-twd nake o, 1 ) | T
Cosan spleen
O fva aror °
i) = oy i
L ] \simulation
2 T
s S
o 3. e— CO4*ED44' naive
5 I o ——}
gL i
5 e
g~ - -
5 — OO0 rades |
LAMEDA ey RS MCDH dey : .
Expont o periphery Time after thymectomy {weeks)
Thomas-Vaslin et al. (2008) J.Immunol. 180:2240 87
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Modélisation de la différenciation T
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