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Mecanismes de genération de la
diversite des anticorps et des TCR

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




Théeorie de la selection clonale (3)

Cette theorie selective pose neanmoins le
probleme de l'origine genétique de la diversite :

« Comment expliquer I'extraordinaire diversite ?
(Landsteiner a montre qu’elle est « illimitéee »)

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

« Combien de genes doit-on considerer ?




Mecanismes de genération de la
diversite des anticorps et des TCR

2. Recombinaison V(D)J
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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 regions hypervariables dites regions
«CDRs», qui forment le site de liaison a I'antigene...
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Les regions hypervariables (2)
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Un paradoxe genétique

* Beadle et Tatum (1941): un gene, une proteine
« ~25 000 genes dans le genome 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 genes doit-on considérer ?

=> Theorie des réarrangements somatiques
La recombinaison V(D)J (Tonegawa, 1976)
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« Si les smokings étaient faits d'une seule piece, 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 melanger 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 regions variables sont créees
pendant la recombinaison V(D)J

—— Famille V— (Famille D) — Famille J —
ADN germinal = 7|1 —7//- —|—|—|—|—|—-—
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Recombinaison D - J
Vn > o7

- —/FI H—--

Recombinaison V > DJ
Vn \72'
ADN réarrangé - /-1 |H |—-—
V_DJ
2 CDR1 & CDR2 CDR3 = jonction V(D)J

sont codés dans

P — —> Contact avec I'antigene (1g)

- Contact avec le complexe CMH/peptide (TCR)15




La recombinaison V(D)J (1)

* Nécessite I'expression des proteines RAG-1 et
RAG-2

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

* Reconnaissance de RSS : heptamere-
espaceur-nonamere suivant la regle 12/23

(C) Current Biology Ltd/Garland Publishing
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Séquences signal de recombinaison

X=
-:L'l.
=
-L'l.
=T-
=

 Heptamere - CACAGTG

* Espaceur 12 ou 23

* Nonamere 2 ACARARAAACC
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La regle 12/23 pourles Ig et TCR
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La recombinaison V(D)J (2)

(a) Cleavage
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& 1996 Current Opinion in Immunclogy




La recombinaison V(D)J (3)

(b) Joining
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€ 1996 Current Opinion in Immunclogy




La recombinaison V(D)J (4)

Differentes proteines sont impliquees :

« RAG-1/RAG-2

« HMG1/2

« Ku70, Ku80, DNAPK, XRCC4, Ligase IV
* Artemis, TdT

21




Régulation de I'expression de RAG
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| ‘ RAG-2-(P) (unstable) >> RAG-2 (stable)
| 'RAG-2 (stable) >> RAG-2-(P) (unstable)
| I

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

Lin and Desiderio (1995) Immunol. Today 16:279-28§3




Régulation de la recombinaison V(D)J

{a) T lineage
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La recombinaison V(D)J (5)

Reéarrangements en phase vs. hors phase

* Parmi les rearrangements possibles impliquant

les mémes segments de gene V(D)J, 2/3 sont
hors phase (-) et 1/3 sont en phase (+).

Cys Ala
TGT CGA
TGT CGA
TGT CGA
TGT CGA
TGT CGA
TGT CGA
TGT CGA

.V > N(D)N < J.. Phe Gly

CC TCGC TTT GGT

CC g aa G C

CC g gaa GC

CC g gaa g GC TTT GGT +
CC g gaa gt G

CC g gga agt GC

CC g gga agt t GC TTT GGT +
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3. Organisation des locus TCR et Ig
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Sous-familles de genes variables

* Deux segments de gene variables de
chaine de TCR ou d'immunoglobuline
sont groupes dans une méme Sous-
famille s’ils partagent au moins 75 %
d’identité au niveau nucléique.

sous-famille V1 sous-famille V32

Vel I <750, I Ve2
>75%1 vp1.2 B - - I 22 t >75%

| vp1.3 - kN
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LV x 70-80

Organisation genomique
du locus TCRa humain

OO IE-000000000- I

Chromosome 14

Entierement sequence (1.1 Mb)

70-80 Vo groupes en 41 sous-familles
61 Ja, un seul Ca
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Organisation genomique
du locus TCR humain

LV x 65 Dg; Jx6 Ca; Dgs Jx7 Cpo

(C) Current Biology Ltd/Garland Publishing

 Chromosome 7

* Entierement séquence (685 kb)

* 65 segments V3

* 30 sous-familles (1-9 membres)

« 2 DB, 13 JB, 2 CB, en deux répétitions
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Organisation genomique
du locus TCRy humain

[ 1 1

10811 JP

JFT 11 IP? 12 Sikncers
nancar

iookp———— 15— A0 kh—1

Chromosome 7
14 \/y groupes 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 TCRo
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Organisation genomique

HHH .

{C) Current Biology Ltd/Garland Publishing

Chromosome 14, inséré dans le locus TCRa
3 Vo principaux, 3 D9, 3 Jo, un seul Cb

Des Vo sont utilisés par les chaines TCRO:
Va/o14.1, Val/d23.1, Va/629.1, Va/636.1, Va/638.2

2 ou 3 Do souvent en tandem dans CDR3
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Organisation genomique
du locus IgH humain

Chromosome 14
Entierement séquence (1,2 Mb)

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

27 DH, 6 JH, 9 CH
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Organisation genomique
du locus Igk humain

 Chromosome 2
* Entierement séquence (1,8 Mb)

« ~80 Vk (dont ~40 fonctionnels) groupés en
[/ sous-familles

* Vk organisés en deux repetitions en miroir

5 Jk, un seul Ck
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Organisation genomique
du locus Igih humain

Chromosome 22
Entierement séquenceé (1 Mb)

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

7-11 clusters J-CA (4-5 fonctionnels)
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Differents types de rearrangements

Par inversion

T rTE TS -
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Cercle de délétion Inversion sur le chromosome



Réarrangements secondaires (1)

germline

primary
recombinant

secondary
recombinant




Réarrangements secondaires (2)
Vi, D

germline HmE—__ i HW)—{

primary DJ /g7 @

recombinant

secondary DJ
recombinant

heptamere

cryptique \ )

primary VDJ
recombinant

“VH-replacement”

secondary VDJ —
recombinant S




Conversion genique (1)

~20 Functional
«— pseudogenes—» gene segments

yV iV

H3 Hg

Germ line DNA

l V(D)J rearrangement
v DJ

B cell DNA

l Somatic gene conversion

B cell DNA




Conversion genique (2)

TyVyy family (80-100 ywVy)

' ' Vyt Decluster Jy Cu

/LHHF—HHHMH— ———

1 family ~200 V4 (50% wVy)

|
Vyi D cluster Cu

—HH i

Weill and Reynaud (1987) Science 238:1094-104€)
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4. Notions de répertoire
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Parallele différenciation

Antigen-independent phase
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D’apres Fitzsimmons et Hagman (1996) Curr. Op. Immunol. 8:166-142



Notions de repertoires (1)

Moelle osseuse/Thymus

/ Locus IgH/TCRB Locus IgL/TCRa \
\'4 DJ C \'4 J C
{ L HE- L -
.

-V - Vv -V
Xéairangfys/
% 6}2 BCRITCRap

Sélection positive

K Sélection négative /
Lymphocyt
% i e@)ﬁ BCR/TCRapB

Périphérie
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Notions de repertoires (2)

Moelle Osseuse/Thymus

4 A
| N\
N f J +/>

i
Infection

- virale +/-
- bactérienne
- parasitaire

N

Périphérie
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Notions de repertoires (3)

 La diversité des récepteurs specifiques de
‘antigene du répertoire  disponible de
ymphocytes matures peripheriques
conditionne la capacite a réepondre aux
antigenes du non-soi.

» Cette diversité disponible est en fait faconnée,
notamment pendant la  differenciation
lymphocytaire, par les antigenes du soi.
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Peptides agonistes, antagonistes (1)

Peptide ligand altére (APL)
= peptide analogue d’'un peptide immunogene

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

Antagoniste actif - induction d’anergie, modification
de la cascade d’activation
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Peptides agonistes, antagonistes (2)

Partial Full
Mo Activation Activation Activation

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

Vi NI D N2 v N1 D N2 J
] I R L B [ I 08 0 CJTCRB
CDR3

CDR? CDR2 COR1 COR2 COR3
50 50 107 50 60 108

"|.|"_I~_. J II'Iru M J

1= - 0 O ] IGK =l 1 0non | TCR «
COR1 CDR2 CO&R3 CDR1 CORZ CDR3

R 100

Vé

| =]
COR CDR2

COR1 CDR2
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Estimation de la diversité

Table 1 Sequence diversity in T cell receptor and immuonoglobulin genes

1G TCR a: B
K B

p—

Variable segments 230 ~1000 250 25 T
Diversily segments 10 0 2 L

Ds read in all frames rarely — often -—
MN-region addition V.-D, D-J Mone . V-D, D] V-l V-D1, D1-D2, D1-]
Joining segments 4 4 12 2 2

Yariable region com- 62,500 =250,000 1250 70
binations
Junctional  combina- ~ 10! ~ 10" ~ 10

tions

“ D regaons i TCR & can be used together in ont expressed polypeptide (i.e. VD1 D2 JC), unlike other TCR or Ig
loci, which use orly one at 8 time (VINC),

Davis, M.M. (1990) Annu. Rev. Biochem. 59:475-458



Diversité des chaines Ig et TCR

» La diversite des chaines d’Ilg et de TCR
est le produit de

— Combinatoire des segments V(D)J
— Appariement IgH/L, TCRa/f3 or TCRYy/d

— Ajout/élimination aléatoire de nucléotides a la
jonction des segments géniques (CDR3)
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Memoire immunologique

Antibody

(ugmi-' serum)

B response 1o
antigen B

(©) Current Biology Ltd/Garland Publishing

> Principe de la vaccination
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La commutation isotypique
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C region genes
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Class switch under T cell influence
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© 2000 John Wiley & Sons, Inc.

B cell DNA after
class switch

Frimary RNA
transcrpt

Messenger RNA
for y, heavy chain




La maturation d’affinité

© Current Biology Ltd/Garland Publishing

« Reponse primaire » « Reponse secondaire »
7 jours apres la 1¢ére 7 jours apres la 2¢me
Immunisation Immunisation au jour 14

- Hypermutation somatique dans les centres germinatifs
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Le « péche originel »

Primary 1st LCMV-WE 121 LOCMY-WE

LCMY-WE 2nd LCMV-WE 2nd LCMV-8.7 LC MV'WE
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Effector-target ratic Klenerman et Zinkernagel
(1998) Nature 394:482-4886.




