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Différenciation des repertoires
de lymphocytes B et T

1. Introduction




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

« Chaque lymphocyte
exprime un type unique
de récepteur spécifique
d'antigene

* Les lymphocytes
exprimant un récepteur
dirigeé contre un antigene
du soi sont eliminés lors
de la différenciation self antigens self antigens




Théorie de la sélection clonale (2)

 La liaison avec une bonne =
affinité d’'une molécule QECfIi@
étrangere et d'un T:'/
recepteur entraine ®
I'activation du lymphocyte

foreign antigen

 Les cellules effectrices
différenciées a partir d’'un
lymphocyte activé donnée
expriment des récepteurs
de meme SpeCIfICIte (C) Current Biology Ltd/Garland Publishing




La lignee lymphocytaire
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Les lymphocytes B et T

Immunoglobulin

S/
-:

1 %

B lymphocyte T lymphocyte

—> caractérisés par leur récepteur specifique d’antigene




Transduction du signal BCR
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Transduction du signal TCR/CD3

CMH/Peptide Reconnaissance
o parle TCR

Extracellular
- Membrane

Cytoplasm

Motif ITAM:

immunoreceptor tyrosine-based activation motif

(D/E)XXYXXLX6_g) Y XXL




Reconnaissance par le TCRaof3

* A l'inverse des anticorps qui reconnaissent
les protéines natives, le TCR reconnait des
petits peptides
— produits de degradation des protéeines
— présentes les moléecules du MHC

* Pendant leur differenciation dans le thymus,
les lymphocytes T sont “éduqueées”™ pour
reconnaitre les molecules du CMH de
I'organisme -> restriction par le CMH
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Restriction par le CMH

Self
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(C) Current Biology Ltd/Garland Publishing
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Les regions variables d’'lg et de TCR sont
creees pendant la recombinaison V(D)J

—— Famille V— (Famille D) — Famille J —
ADN germinal = 7|1 —7//- —|—|—|—|—|—-—

l
I /
I
I
I

Recombinaison D - J
Vn > o7
- —/FII -
Recombinaison V > DJ
Vn \72'
ADN réarrangé - /-1 |H |—-—
VDJ

CDR3 = jonction V(D)J

—> Contact avec I'antigéne (lg)
—> Contact avec le complexe CMH/peptide (TCR)16
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de lymphocytes B et T

2. Moyens d’etude des populations
lymphocytaires
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Moyens d’étude des
populations lymphocytaires

Immunologie
moléculaire
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Moyens d’etude des
populations lymphocytaires

|dentification de marqueurs de difféerenciation
Utilisation des anticorps monoclonaux
Cytometrie de flux

Techniques de biologie moleculaire
Technique Immunoscope

Etude d’animaux genétiquement modifies:
— transgenese: introduction d’'un gene
supplémentaire dans le génome
— Inactivation génique (knock-out):
Inactivation ciblée d’'un gene par
recombinaison homologue
20




Marqueurs de differenciation

« Marqueurs identifies et caracterisés a la

surface des lymphocytes grace a
I'utilisation des anticorps monoclonaux.

* Ces marqueurs sont numeérotes CD1,
CD?2... (cluster of differentiation)

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

D2
D3
D4
DS
D/
D8
D28

OO0 000000

molécule d’adhésion
molécules associees au TCR
co-recepteur pour CMH |l

?

?

co-réecepteur pour CMH |
activation des cellules T naives

D40L activation des cellules B nalves
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Marqueurs de differenciation 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«/p molécules associées au BCR
CD80 activation des cellules T (B7.1)
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Cytometrie de flux (1)

Green photomultipher
fube (PMT)
Straam of fluid
containing antibody-

labeled cells : __KE}L-)f

Fed PMT

o

Side scafier

J-

Laser Forward scafier

(€} Current Biology Ltd/Garland Publishing




Distribution lymphocytaire du
sang peripherigue humain (PBL)

f&j Current Hi|:||r_|:|__-|'g.- Lid/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 L Vp2J
| {i H/—f——1 ﬂ—|i|

E E
' 3kb ) 6 kb

Sonde V2 Sonde V2

e

-3 kb




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

ARN

Vv LVp2J C
/ / ADN
/ réarrangé
—

amorce 5 amorce 3’

VBJJ JJ ARNm/
—_— —

Amorce V2 Amorce C
Etc... P P

VB -> J4

Cellules T
VB2+  VB2-
-J1
-J2 .
=J3
-J4 . .




Utilisation des animaux
genetiguement modifies

- Transgenese
-> Invalidation genique
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Avantages de l'invalidation

Mutation precise et determinee

Possibilité de contrdler I'étendue de la
mutation:

— promoteur specifique de tissu

— promoteur speécifique de stade de développement

Possibilité d’induire ou d’annuler la mutation

Systeme cre-loxP

42
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3. Développement lymphocytaire Bet T
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Questions

 Engagement des précurseurs communs vers
es différentes lignées lymphocytaires

« Reégqulation de la taille des populations
ymphocytaires

* Regulation de la recombinaison V(D)J
+ développement

+ specificité tissulaire

+ specificite de lignee

« Seélection des réepertoires lymphocytaires
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Les lymphocytes T
se différencient dans le thymus




Pas de lymphocytes T chez les enfants

athymiques (DiGeorge) ou les souris nude

Thymus
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Architecture cellulaire du thymus
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Stades de différenciation
des thymocytes

 Les differentes populations identifiees
correspondent a des stades de
différenciation des thymocytes

* Chaque stade peut-étre critique pour:
— les rearrangements du TCR

— |la restriction par le CMH

— |la sélection positive ou negative

-> notion de points de contrdle (checkpoint)




|dentification du pre-TCR

* Lors de stades précoces de
différenciation, la chaine TCR]
est trouvée en surface sans la

chaine TCRa

=> |dentification de la chaine pTa

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




ROle critique du pre-TCR

 pTa (gp33) exprimée tot dans
I'ontogenie et associee a CD3/TCR}

* 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* CcD8* (DP)

— exclusion allelique
(arrét des rearrangements TCRf3 )

— proliferation des thymocytes DP

— induction des rearrangements TCRa
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Differenciation des thymocytes (1)

TN (CD4-CD8-CD3")

- CD25
DP (CD4+*CD8*CD3")
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Differenciation des thymocytes (2)

CD4
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+
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(C) Current Biology Ltd/Garland Publishing




Differenciation des thymocytes (3)

CD3 48
‘double-negative cells

v:8 CD3’ CD3'pTa:p4'8"
o large active
CD4 8 ‘double-positive’ cells

\“‘-h, /
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Exclusion allélique

* Un rearrangement TCR[ productif sur un
locus TCRp entraine 'arrét de la
recombinaison V(D)J sur 'autre locus

—> une seule chaine TCRf par cellule T, en
accord avec la théorie de sélection clonale
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Regulation des rearrangements

TCRd, TCRy et TCRp rearrangent en méme
temps au stade pro-T

Les réarrangements TCRa sont limités aux
thymocytes pré-T DP engageés vers la lignee
of3 et exprimant TCRf

A l'inverse de TCRp, les réarrangements
TCRoa ont lieu sur les deux chromosomes >
I'exclusion allélique a lieu au stade post-
transcriptionnel

Tres peu de double TCR[3 mais souvent
double TCRa au niveau ARN (~30%)

58




Differenciation des thymocytes (4)

N A = = gt m
CD3 pTe:p 48
large active
‘double-positive’ cells

e ' + .. }. 4t
Apoptosis CD3%a:p 4’8
small, resting cells
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Différengiation des thymocytes (5)
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Sélections positive et negative (1)

« Selection positive: le TCR doit avoir une

certaine réactivité avec une molécule du
CMH du soi

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

« Sélection negative: les cellules T
autoreactives (reconnaissant CMH
+ peptide du soi) sont eliminees
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Sélections positive et negative (2)

Autoréactivite
i .-_;I . .
_L. S?Iecyon
Jivs négative
| Reconnaissance du CMH
Sele_c_tlon
positive

o
(C) Current Biology Ltd/Garland Publishing

> Education thymique
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Sélections positive et negative (3)

Thymocytes Lymphocytes T
immatures périphériques
(C) Current Biology Ltd/Garland Publishing matures
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Déeletion clonale et superantigenes

(a) Bacterial e
superantigen Viral superantigen

ag SEA, TSST- (mtv)

aniigen-presenting cell antigen-presenting cell
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class |l
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(C) Current Biology Ltd/Garland Publishing () Current Biology Ltd/Garland Publishing




Déletion clonale et TCR transgenique

Proliferating cells Apoptotic cells
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Mecanisme de la restriction au CMH (1)
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Mecanisme de la restriction au CMH (2)
Modele cinetiqgue d’engagement CD4/CD8

Intermediate
cell

TCR+ coreceptor Signal
signal persists
> >

DP CD4SP

Coreceptor | Signal
reversal ceases

v

CD8SP

Current Opinion in Immunoclogy

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



Mecanisme de la restriction au CMH (3)
Modele cinetiqgue d’engagement CD4/CD8

Surface phenotype

4higlo Signal
cessation

Moderate-affinity
MHC-Il-specific TCR

Very low-affinity
MHC-I-specific TCR

mmmm CD4 coreceptor
é} CD8 coreceptor

Current Opinion in Immunology

Singer, A. (2002) Curr.Opin.Immunol. 14, 207-268




Mecanisme de la restriction au CMH (4)
Modele cinetiqgue d’engagement CD4/CD8

Surface phenotype
higlo
478 Signal
persistence

MHC-Il-specific
TCR

(%

- N Coreceptor-
TCR TCR // independent TCR
signal signal

mmmm CD4 coreceptor
.é) CDS8 coreceptor

Current Opinion in Immunology

Singer, A. (2002) Curr.Opin.Immunol. 14, 207-269




Differenciation thymique: souris

Pro-T cell Pre-T cell Transitional T cell T cell
T 17 1 I 1 I 1
CD4-CD8" CD4*CDs*
I 1 T |
CD44*25~  CD44+25* CD44725% CD447257,
@ @ @ﬂﬂm = — @“W
TCRofd
AR T T T
Tap RAG™- RAG™- CD35/-
TCRp™- x TCRP tg
pT:::“’ “f
TCRp - D-J v-D-J V-D-J V-D-J V-D-J
TCRo - - -iV-J --] V-J V-]
PTa o = + =+ =
© 1996 Currant Opinion in Immunelogy

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



Differenciation thymique: homme

Pro-T cell Pre-T cell Transihional T eell T cell
1 i 1 1 1 I 1
CD4-CD8"- CD4* ISP cD4tCDg*
1 |
CD34*CD38dm CD34*CD38* CD34+CD1a CD4+CD1a
TocB
TyS
TCRE - D-J V-D-J v-D-J V-D-J V-D-J
TCRox - = -fV-1 --] V-J V-J
PTo - = + + ;N -

= 19896 Cument Opinon in iImmunology

D’aprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-105




Caracterisation du pre-BCR

Pre-TCR

TTAST Plasma
YY membrane

COOH

© 1996 Current Opinion in Immunclogy

D’aprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-10g8




Role du pre-BCR

» Exclusion allelique: Un rearrangement IgH
productif sur un locus IgH entraine l'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 pre-B:

- Enrichissement en réarrangements productifs
* ...Induction des rearrangements IgL.:
—>Production d'une Ig complete
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Differenciation des lymphocytes B

Transitional

Pro-B cell Pre-B cell B cell B cell
I 1 I 1 1 1
CD43*HSA™ CD43tHSAY CD43 HSAY CD43-
BP1™ BP1~ BRIt |
Pmam FWBCR mgm Gm
T T, A
v RAG™-
Eﬂ? x BCRu tg B Immature -> IgM+
Vo i B mature -> IgM+IgD+
BCRu - D-J v-D-J V=-D-J V-D-J V-D-J
BCR - - -V-J --J V-] V-l
fght chain
yl - o + + == =

1998 Current Opinien in Immunalogy

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



Sélection des lymphocytes B

Cell-bound self-antigen Soluble self-antigen

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, Ing
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Différenciation des repertoires
de lymphocytes B et T

4. Conclusion
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Rappel differenciation T
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Parallele différenciation

Antigen-independent phase
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D’aprés Fitzsimmons et Hagman (1996) Curr. Op. Immunol. 8:166-184



Modélisation de la difféerenciation T

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

Thymus conveyor 0 10 20 30 40 50 60 70 0 0 10 20 30 40 50 60 70

belt model

Nb de cellules (x10-¢)

0
0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70

T cell compartment,
total cell count N

Change over time of
number of cells in
division stage i:

dN; /dt = 2y pN,
- (p +0+ H(IIDNJ'

~
©
o
lal
X
o
)]
3
3
]
o
0
o
a
<

)

Thomas-Vaslin et al. (2008) J.Immunol. 180:2240




Modélisation de la difféerenciation T

THYMUS SPLEEN »Modéle quantitatif de la dynamique cellulaire des

Precursors from bone marrow From thymus thymocytes et des splénocytes a ’homéostasie

CD4 CD38
0.9 M/ day 0.3 M/ day

i B | »>56 paramétres quantitatifs: flux cellulaires, temps
© Naive RTEQ | de résidence, export, import, prolifération,
© " oo mortalité, temps & espace, sélection, expansion

0.02M/ day

e »Simulation d’'une thymectomie
AR

Long-lived naive
CD44'°
© 5w
A

Ag-experienced

CD44n cD4*CcD44!° naive |

10 -
_‘x cD8*cDa4!° naive

L

Number of cells (x10-6)

4

24 MCD4 iday 0.5 MCDE | day

3

Export to periphery Time after thymectomy (weeks)

Thomas-Vaslin et al. (2008) J.Immunol. 180:2240




Modélisation de la différenciation T

88




