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

exprime un type unique ©

de récepteur spécifique R Ry

QQQ@Q@@
* Les lymphocytes

exprimant un récepteur Q@Q

dirigé contre un antigéne

du soi sont éliminés lors

de la différenciation self antigens sell anllgens
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Théorie de la sélection clonale (2)

¢ La liaison avec une bonne
affinité d’'une molécule QIK ))( )
étrangeére et d’'un ®

récepteur entraine
I'activation du lymphocyte

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

expriment des récepteurs
de méme spécificité

foreign antigen

Efiector cells eliminate antigens
(©) Current Biology Ltd/Garland Publishing

Théorie de la sélection clonale (3)

Cette théorie sélective pose néanmoins le
probléme de l'origine génétique de la diversité :

* Comment expliquer I'extraordinaire diversité ?
(Landsteiner a montré qu’elle est « illimitée »)

» Comment expliquer la constance des domaines
constants alors que la diversité se concentre dans
les domaines variables (Edelman, 1969) ?

+ Combien de génes doit-on considérer ?
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Les régions hypervariables (1)
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Si I'on aligne les séquences variables d’IgH ou IgL, on
observe trois régions hypervariables dites régions

«CDRs», qui forment le site de liaison a I'antigéne...
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Les régions hypervariables (2)
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Un paradoxe génétique

* Beadle et Tatum (1941): un géne, une protéine
» ~25 000 génes dans le génome humain
Mais...

* Capacité de production d’'une variété « infinie » d’lg et de
TCR (cf. Landsteiner)

» Constance des domaines constants vs. Diversité dans
les domaines variables (cf. Edelman, 1969)

» Combien de génes doit-on considérer ?

=> Théorie des réarrangements somatiques
La recombinaison V(D)J (Tonegawa, 1976)
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« Si les smokings étaient faits d'une seule piéce, et
que les gens devaient se faufiler a l'intérieur par un
trou dans le dos, les magasins de location de
smokings devraient stocker un nombre encore plus
grand de ces habits qu'ils ne le font. Heureusement,
on peut mélanger des pantalons, des vestes, des
chemises et des chaussures de tailles et pointures
différentes. »
La sagesse des genes, Christopher Wills.
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Les régions variables sont créées
pendant la recombinaison V(D)J
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Recombinaison D 2> J

ADN réarrange il HMIHH—
V_DJ
>CDR1&CDR2  GDR3 = jonction V(D)J

sont codés dans

les segments V - Contact avec I'antigéne (Ig)

- Contact avec le complexe CMH/peptide (TCR)15
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La recombinaison V(D)J (1)
» Nécessite I'expression des protéines RAG-1 et
RAG-2

» Nécessité de I'ouverture/accessibilité de la
chromatine pour la recombinaison

» Reconnaissance de RSS : heptamére-
espaceur-nonameére suivant la régle 12/23

e g
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Séquences signal de recombinaison
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La regle 12/23 pour les Ig et TCR
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La recombinaison V(D)J (2)

(a) Cleavage
Pp—=<¢
@ Nick
—s <

Form hairpins
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& 19986 Current Opinion in Immunclogy

19

Université Pierre et Marie Curie




Master BMC - BMC423 Immunologie Fondamentale

La recombinaison V(D)J (3)
(b) Joining
jcc TC
m —Ga) P<(aé
o Open hairpins
Join signal ends 1c
—GGee A —
activités TdT Process ends
et exonucléase join coding ends
—CCyggAAG
—GGecTTC——
Signal jeint P-region N-region
Coding joint
© 1906 Current Opinion in Immunclogy
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La recombinaison V(D)J (4)

Différentes protéines sont impliquées :

* RAG-1/RAG-2

* HMG1/2

» Ku70, Ku80, DNAPK, XRCC4, Ligase IV
e Artemis, TdT

21

Régulation de I'expression de RAG

Initiate: Suppress
V(D)J recombination [l V(D)J recombination
£ |
2 L
e A A RAG-1
S m i
[ | (
| | RAG-2
I I -
M I Gl S Gz M ‘ G1 Bl

RAG-2-(P)(unstable) >> RAG-2 (stable)

RAG-2 (stable) >> RAG-2-(B) (unstable)

Au cours du cycle cellulaire:
- I'expression de RAG-1 est constante
- 'expression de RAG-2 active est limitée a la phase G1

Lin and Desiderio (1995) Immunol. Today 16:279-2823

Régulation de la recombinaison V(D)J

(a) T lineage
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Lin and Desiderio (1995) Immunol. Today 16:279-285,5
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La recombinaison V(D)J (5)
Réarrangements en phase vs. hors phase :

» Parmi les réarrangements possibles impliquant
les mémes segments de géne V(D)J, 2/3 sont
hors phase (-) et 1/3 sont en phase (+).

Cys Ala .V > N(D)N < J.. Phe Gly
TGT CGA CC TCGC TTT GGT
TGT CGA CC g aa G CTT TGGT
TGT CGA CC g gaa GCT TTG GT
TGT CGA CC g gaa g GC TTT GGT
TGT CGA CC g gaa gt G CTT TGGT

TGT CGA CC g gga agt GCT TTG GT
TGT CGA CC g gga agt t GC TTT GGT
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Sous-familles de génes variables

+ Deux segments de géne variables de
chaine de TCR ou d'immunoglobuline
sont groupés dans une méme sous-
famille s’ils partagent au moins 75 %
d’identité au niveau nucléique.

sous-famille V1 sous-famille VB2

vp1.1 <75% s vp2

>75%1 vp1.2
VB1.3 VB2.3

vp2.2 | >75%

28

Organisation génomique
du locus TCRa humain

LV x 70-80 Jx 61 c

* Chromosome 14

» Entierement séquenceé (1.1 Mb)

70-80 Vo groupés en 41 sous-familles
* 61 Ja, un seul Ca

29
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Organisation génomique
du locus TCRB humain

LV x 65 Digs

O

(©) Current Biology Ltd/Garland Publishing,

« Chromosome 7

» Entiérement séquencé (685 kb)

* 65 segments Vf

» 30 sous-familles (1-9 membres)

2 DB, 13 JB, 2 CB, en deux répétitions

30
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Organisation génomique
du locus TCRy humain

Centromeric Wl Wyl WL Wy Telomeric
—_— = —

Y1234 55P678 A0 T0B11 JrPO .2
5 —— OO CHHT HH—E—H— 3 200kb
e P01 JE2 )2 Sikncers
g Enhancar
S
L 100 kb L1651 40 kb——

+ Chromosome 7
* 14 Vy groupés en 4 sous-familles
* 5 Jy, 2 Cy, en deux répétitions

» Deux formes Cy2 sans cystéine dans le
peptide charniere - pas de pont

disulfure avec la chaine TCR& .

Organisation génomique
du locus TCR& humain

I:l o ¢hain

[LVx ?HU]

|'Jx81'| G 5 chain

i
J ViV2 Dx3 Jx3 c v

(©) Current Biology Ltd/Garland Publishing

» Chromosome 14, inséré dans le locus TCRa
3 V& principaux, 3 D§, 3 J3, un seul Cd

* Des Va sont utilisés par les chaines TCRé:
Va/314.1, Va/d23.1, Va/829.1, Va/836.1, Va/538.2

« 2 ou 3 D& souvent en tandem dans CDR3

32
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Organisation génomique
du locus IgH humain

L Vi L2 Vw2 L3 Vud D127

:imwﬂﬁj 00—
* Chromosome 14
» Entierement séquenceé (1,2 Mb)

~80 VH (dont ~50 fonctionnels) groupés
en 7 sous-familles

27 DH,6JH, 9 CH

33
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Organisation génomique
du locus Igk humain

UVl L2 W2 L3 W3 L Ve-d0 Jel=5 Cu
- ——.—

e Chromosome 2
» Entiérement séquencé (1,8 Mb)

» ~80 Vk (dont ~40 fonctionnels) groupés en
7 sous-familles

Vk organisés en deux répétitions en miroir
5 Jx, un seul Cx
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Organisation génomique
du locus IgA humain

) vt Bowbogy |t Pblbing

* Chromosome 22
» Entiérement séquencé (1 Mb)

+ ~70 VA (dont ~30 fonctionnels) groupés
en 11 sous-familles

» 7-11 clusters J-CA (4-5 fonctionnels)

35

Différents types de réarrangements

A Par délétion B Par inversion

Cercle de délétion Inversion sur le chromosome 36

Université Pierre et Marie Curie

Réarrangements secondaires (1)

Vi Jx

germline

primary
recombinant

secondary
recombinant
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Réarrangements secondaires (2)

germline

primary DJ
recombinant

secondary DJ | - E-<B—

recombinant

primary VDJ
recombinant

secondary VDJ
recombinant
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Conversion génique (1)

~20 Functional
<« pseudogenes—»  <«————gene segments ——>
q.VHa Q'VHS Wy Dy Jy C,

———— HFHE{F—— | GermlineDNA

V(D)J rearrangement
v DJ

B N \ [1] \ |  BceliDNA

l Somatic gene conversion

e —

—

—
B m O seom
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Conversion génique (2)
'ﬁhiik'e_nj Ty family (80-100 wVi)
e = == = ' V4! Dedluster Jy Cp
Rabbit |

Weill and Reynaud (1987) Science 238:1094-1044)
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Parallele différenciations Bet T

Antigen-independent phase I Antigen-dependent phase

1) /s
F'ro B Prag-B Immature B Plagma call
Pluripotent Lymphaid @
slam call precursar
'R ﬁ
cos
Pre-T Immature T .,eEI Actvated

T esll
Thymic environment

& 1998 Current Opinion in Immunalogy

D’aprés Fitzsimmons et Hagman (1996) Curr. Op. Immunol. 8:166-142
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Notions de répertoires (1)

Moelle osseuse/Thymus

f Locus IgH/TCRB Locus IgL/TCRa \
v DJ C i J ¢C
T f Y

Xéa:rangfyy
°5 BCR/TCRo

Sélection positive
Sélection négative j

Répertoire
génétique

Répertoire
potentiel

Répertoire Lymphocyt
disponible{ mature e°5 BCR/TCRap

Périphérie
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Notions de répertoires (2)

Moelle Osseuse/Thymus

Répertoire Répertoire
génétique potentiel

Infection

- virale ya
- bactérienne

- parasitaire

\ Répertoire Répertoire

effecteur disponible
Périphérie
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Notions de répertoires (3)

» La diversité des récepteurs spécifiques de
lantigéne du répertoire disponible de
lymphocytes matures périphériques
conditionne la capacité a répondre aux
antigénes du non-soi.

+ Cette diversité disponible est en fait faconnée,
notamment pendant la différenciation
lymphocytaire, par les antigénes du soi.

46
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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

Adrien Six — 20 février 2008

Peptides agonistes, antagonistes (2)

Partial Full
No Activation Activation Activation

B ! !

2 | Aclive ]

| Antagenism _|

Passive | ]

Antagonism_ | |
-—

| I

Positive Selection |

£y \ ]

£ | ]

E | 1

| I
B \

B

o |
a |
e |
U |
= |
3 |
3 I

Tow high
Structural Homology ——p»

D’aprés Sloan-Lancaster et Allen (1996) Annu. Rev. Immunol. 14:1-48
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Diversité jonctionnelle CDR3 :
une stratégie générale

Vi NI D N2 V’ N1 D N2
I = I 7 — [|.[||]:|IGH EIEIEI[I:ITCRE
CDR1 CORZ CDR] CDR2
50 50 107 60 60 10E
Vi J \
 — 1 — 1 — | ] 3  — — - — | |3 u:| TCR «
CORT __ CDRZ COR3 COR1  COR2 CDR3
E 50 109 60 60 10%
Vé NIDINZ D2N3D3N4 J
[ niE0E0IEIC—JRs
Cor1 COR2 COR3
10 10 '

vy
_ B I]:I TCR ¥

COR1  CORZ
8 8 m"
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Estimation de la diversité

Diversité des chaines Ig et TCR
» La diversité des chaines d’lg et de TCR

Table 1 Sequence diversity in T cell receptor and immunoglobulin genes

1G TCR a: B TCR y: d
H K ] 23 ¥ &
Variable segments 250-1000 250 50 25 7 10
Diversity segments 10 0 o 2 o »
Ds read in all frames rarely — —_ often —_ often
M-tegion addition V-D, D-J None V.l w-D, D-J V-1 ¥-D1, D1-D2, D1-1
Joining segments 4 4 S 12 2 2
Variable region com- 62, 500-250,000 1250 kil
binations
Junctional  combina- ~10" ~10"% ~10"
tions

“ [ regions i TCR & can be used together in one expressed polypeptide (e, VD1 D2 JC), unlike other TCR or Ig
loci, which use only one at o time (VDIC),

Davis, M.M. (1990) Annu. Rev. Biochem. 59:475-45@

est le produit de :
— Combinatoire des segments V(D)J

— Appariement IgH/L, TCRa/p or TCRy/3

— Ajout/élimination aléatoire de nucléotides a la

jonction des segments géniques (CDR3)

Mémoire immunologique

Antibody
(ugmi-! serum) bg
10% { phase

1071

tesponse [0
antigen B

(©) Current Biolagy Ltd/Garland Publishing

-> Principe de la vaccination
62

60
La commutation isotypique
C region genes
Jy 8 s s s .
e B E—eE—eE——E 5
Class switch under T cell influence
. e S ) B cell DNA after
5 /A Ve[ Dl JsH H =@ aalr 3 class switeh
i Transcription
Je )
s —{Na[DalusHTHa}— & it Mg
i Splicing
Messenger RNA
© 2000 John Wiley & Sons, Inc. @m *or T hEaVY Chaiﬂ
63
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. Y epr ez
La maturation d’affinité
IgM oG
CDR1 CDR2 CDR3 COR1 CDR2 CCR3
. — 8 E{E'#
2 . - - — I - T T
— - I - i i
| —— . — - ——
- - — B . [ -
3 3 & § @ — b b il |
1 © Current Biology Ltd/Garland Publishing
« Réponse primaire » « Réponse secondaire »
7 jours apres la 1¢¢  —— 7 jours aprés la 2éme
immunisation immunisation au jour 14
- Hypermutation somatique dans les centres germinatifs
64
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Specific lysis (%)

Le « péché originel »

Prima 1st LCMV-WE E M- WY
LS:IT’”‘:'E ZHld LG\v‘\‘\"-\'.‘fE ;nLIL&!PI."\fI‘- BE7 LCMV'WE
o ->Sauvage
d >GP33-wt
© Logmamr  D>H-2DP
10 6 -10 4 .10 .G Peplide
.,- . LCMV-8.7
80.
& ->Mutant
20
11:: e SGP33-3L APL
target ratio
1 100 1 100 1 100
Primary 1st LOMY-8.7 1st LCMY-8.7
LCMV-8.7 2nd LCMV-WE 2nd LCMV-3.7
60
20 :f
1 100 1 o 100 1 100
Effector target ralic Klenerman et Zinkernagel

(1998) Nature 394:432-488.
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