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

exprime un type unique

de récepteur spécifique W o e

T geeeeRe

* Les lymphocytes
exprimant un récepteur QQQ
dirigé contre un antigéne
du soi sont éliminés lors

de la différenciation self antigens sell anhgens
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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

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

expriment des récepteurs
de méme spécificité

foreign anligen

Effecior cells eliminate antigens
(©) Current Biology Ltd/Garland Publishing
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Les lymphocytes B et T
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-> caractérisés par leur récepteur spécifique d’antigéne

Transduction du signal BCR
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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

» Pendant leur différenciation dans le thymus,

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

APC | | |T cell — Activation

T cell X»

APC

T cell &

() Current Biology Ltd/Garland Publishing
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Reconnaissance par le TCRyd

* Intermédiaire entre anticorps et TCRof en
structure et fonction

* Reconnait I'antigéne de différentes
maniéres:
— reconnaissance restreinte par le CMH

— présentation par des molécules du CMH non
classiques (class Ib, CD1)

— reconnaissance directe de I'antigéne

—reconnaissance d’antigénes non-peptidiques
(lipides, glycolipides, phospholipides)
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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
{)2: c
ADN réarrangé -II—//—I.]—H—H—C}—
vDJ
CDR3 = jonction V(D)J
- Contact avec 'antigéne (Ig)
-> Contact avec le complexe CMH/peptide (TCR)16
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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:
— transgenése: 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.

21
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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)
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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 Vp2 J L vp2J
‘t—l'i—r//% '—H ﬂ—l—i '—I*
E E E E E
3kb 6 kb
Ar———
— ———
Sonde Vp2 Sonde Vp2

|

| =]

[ N -3kb

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

ADN ARN

V] JJJJ LVp2J C
// ’ADN "
réarrangé

— —
amorce 5 amorce 3

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

—_—
Amorce VB2 Amorce CB

VBJ Etc...
i h Cellules T
Vp2+  Vp2-
. | -J1
- | -J2 - vp2
. | -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

» Systéme cre-loxP

42

Différenciation des répertoires
de lymphocytes B et T
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Introduction
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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
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Pas de lymphocytes T chez les enfants
athymiques (DiGeorge) ou les souris nude
;”_")'1'“ delect
Thymus | F'/ RQ
graft ..L\.mﬁ)
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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)

49
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Architecture cellulaire du thymus

8 85y

Subcapsular

region
9 Immature CD3478
double-negative thymocytes
< dy \J_/LY cortical
Cortex |y = q epithelial
S0) ‘:‘_’ Lad call
Immature CD3'4°8"
double-positive thymocytes
Cortico- Q
medullary
Junction %o @ 0 @ dendiic
' L ] cell
Mature CD478” and CD8™4~ medullary
thymocytes epithelial
Medulla cell
macrophage
(©) Current Biology Ltd/Garland Publishing 48

Identification du pré-TCR

TCRB

* Lors de stades précoces de NHs

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

)
chaine TCRa
elo
55

=> identification de la chaine pTa

K+ Kt

COOH

—

COOH

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

8




Master BMC - BMC423 Immunologie Fondamentale

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
CcD4* cD8* (DP)

— exclusion allélique
(arrét des réarrangements TCRp )

— prolifération des thymocytes DP

— induction des réarrangements TCRa
51
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Différenciation des thymocytes (1)

TN/DN (CD4-CD8-CD3")

DN1 4/DNﬂ
+ . B rear-

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

SP DP

CD4

Tyd -
V

TNK ]

™ d cD8

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

D34 g
double-negative’ cells Engagement
CD3 cytoplasmique

Réarrangements B, v, &
pTa cytoplasmique

Engagement of/yé
Mot b oy SR Expression CD4/CD8
Lis: CP.J CEE;’J‘;'J?;; : Exclusion allélique B
CD438 ‘double-positive’ cells  Prolifération
{7 Réarrangement TCRa

56
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Exclusion allélique

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

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

57

Adrien Six — 11 février 2009

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

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

O

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

=

r <%|‘] Sélection positive
S 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'e:p4'8’
small, resting cells

. Engagement CD4/CD8
| Restriction pour le CMH
coa's” coast  Fonction effectrice

small, resting cells
‘single-positive’ cells

Export to periphery
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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

Adrien Six — 11 février 2009

Sélections positive et négative (2)

CMH TCR

Autoréactivité o

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

63

Différenciation thymique: souris

Pro-T cell Pra-1 call Trangibonal 1 call T call
r L— [ —]
CD4-CDE™ CD-! cpa*
G444+ s CDaavgs* CO4472%* L‘ CD44-26,
TaB RAG"
‘I'\(;-RB“" =TGR g
pla
T’YS CD3e
TCRE = D=1 V=D=J v-D-J v-D-J V=D-J
TCRa - = =-=) =-J V-l V-l
PTa = + + + -

© 1900 Cunent Opanin in Immunskgy|
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D’aprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-1F0Q
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Différenciation thymique: homme

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

CD4CDe” CD4*15P Cha*CDe*
CD34*CD38¢m CD34*CD38* CD34* CD1a CD4 CD1a*
TaB
TyS
TCRp - -1 v-D-) v-D-J V-D-J v-D-J
TCRa = - -V-1 -v-1 - ¥-1

Pl - = o+ + t
© 1884 Cumeat Cpmon in inmunakgy|

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

Développement T chez 'lhomme (2)

» Des huit semaines de gestation, on
observe la synthése de chaines TCRf3
en méme temps que la colonisation du
thymus par des précurseurs T

» Les premieres cellules v et o
apparaissent en méme temps

» Le répertoire T est en place dés la fin
du premier trimestre de gestation

76

Caractérisation du pré-BCR

Pre-TCR Pre-BCR
ECRp
LaF]

08 Gurrent pision in mmunsisgy

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

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

79
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Différenciation des lymphocytes B Sélection des lymphocytes B

Cell-bound self-antigen Soluble self-antigen
__L--"‘ R -
-
Transitional - ‘ -

Pro-B cell PfuBc:nII I]eoll Bcell L A ‘\ /

— e =l
vy
Ight
CoHSA COTHSAT DM HSA CD43- 9

BP1*

]
= = —
mim
IMT EEE%. g B Immature -> IgM+
.lf.b“ B mature -> IgM+IgD+

- o V-D-J v-0-1 v-D-1 V-0 Deletion Anergy

~ _ - -] Vol V-l = death by apoptosis = long term inactivation
gt chan
ol - 1+ + + =
£ 1900 Curent Opiion in Inmunokogy Receptor editing =
reactivation of V(D)J recombination
Daprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-1§) B cell with receptor for non-self antigen ©2000 John Wiy & Sons, Ingy 4
Rappel différenciation T
Différenciation des répertoires
de lymphocytes B et T TCRu re
006
. -— maturation (} L} L
1. Introduction @ r Q00
2. Moyens d’étude des populations CD4 :
lymphocytaires g
3. Développement lymphocytaire B et T
. TCR| 1 - -
4. Conclusion ‘rca-: re = Qo) = () -
TCR&
! !
CD8
82 83
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Paralléle différenciations B et T

Antigen-independent phase | Antigen-dependent phase

-w; 1
| %
Fro B Pre-B Immature B Plazma call
2
Pluripatent Lymphaoid @
stom call PIRCLNSar
TCR c‘l:u
L.U!
Pre-T Immature T .,e’l Ac:l mated
Teall

Thymic environment
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D’aprés Fitzsimmons et Hagman (1996) Curr. Op. Immunol. 8:166-184]
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Modélisation de la différenciation T

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

A o o J o
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w
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vTry vy s y %
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4
Vaslin et al. (2008) J 180:2240 Time (days) 86

Modélisation de la différenciation T

THYMUS SPLEEN »Modéle quantitatif de la dynamique cellulaire des
Procursors from bone marmow From thymus thymocytes et des splénocytes a 'lhoméostasie
PS8
4 1 " »56 parametres quantitatifs: flux cellulaires, temps
© Naive RTEg i de résidence, export, import, prolifération,
o B fesl | mortalité, temps & espace, sélection, expansion
R
x T Y »Simulation d’'une thymectomie
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Secafattetr 2 wulation
Ag-experenced - -
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3 e
5
I L J
§ o
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Th Vaslin et al. (2008) J 180:2240 87
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Modélisation de la différenciation T
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