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

exprime un type unique

de récepteur spécifique T N g

T eee0eee

* Les lymphocytes
exprimant un récepteur Q?Q@Q@g
dirigé contre un antigéne
du soi sont éliminés lors A\ A ]

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 Q@Q
étrangére et d'un
récepteur entraine ®

I'activation du lymphocyte foreign antigen

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

expriment des récepteurs ¢ & @

a P g e s Eﬂec‘or cells eliminate antigens
de meme SpeCIfICIte (©) Current Biology Ltd/Garland Publishing
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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 genes doit-on considérer ?
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Les régions hypervariables (1)
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CDR3
V =nb aa

Variability
F-Y (=]
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o
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Amino acid position
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)

(00N
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= antigen-
binding
! /‘(‘J -~ siter
b ._/’

(£} Current Biology Lid/ Garland Publishing
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Reconnaissance d’'une forme

L’anticorps reconnait directement I'antigene:

Paratope & Epitope
Site de liaison a I'Ag déterminant antigénique

Un paradoxe génétique

* Beadle et Tatum (1941): un géne, une protéine
» ~25 000 genes 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)

14

« 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

—— Famille V— (Famille D) — Famille J —

ADN germinal —lI—//—l'I—//—H—iHHHH}_‘ +

Recombinaison D 2> J

-II-HH/—l]ﬂﬂ—l:}—

Recombinaison V = DJ

Vn \iz' c
ADN réarrange  -Hilb-H—__ 1
VDJ
> CDR1 & CDR2 CDRS3 = jonction V(D)J

sont codés dans

los segments V - Contact avec I'antigene (lg)

- Contact avec le complexe CMH/peptide (TCR)16
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Les régions CDR1, CDR2 & CDR3

Source of

variation CDR1 CDR2 CDR3
Sequence Vsegment Vsegment V,-J__junction;
encoded by: V,-D,-J, junctions
Junctional - - +
flexibility

P-nucleotide = = +
addition

N-nucleotide = = +
addition*

Somatic ap aF +
hypermutation

*N-nucleotide addition occurs only in heavy-chain DNA.

Table 5-3
Kuby IMMUNOLOGY, Sixth Edition
© 2007 W.H.Freeman and Company
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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 : heptameére-
espaceur-nonamere suivant la regle 12/23

oo - -

12 12

(©) Current Biology Ltd/Garland Publishing 18

Séquences signal de recombinaison

<H_:70—ﬁ>
& | » Heptamére > CACAGTG
RAG-2 2
RSS{ | | » Espaceur 12 ou 23

RAG-1 % « Nonamére > ACAAAAACC
[w]

19

La régle 12/23 pour les Ig et TCR

7-mer g-mer S-mer 7-mer
CACAGTG| [AcAnARACC] GGTTITTG! CACTGTG
g t 12 § 23 3
|gK —

v J
Igh — - L.
v D
IgH e 23 3 12 - 12 - ]

TCRa —V_niu- —D—CI—J-—
TCRp —i—n—?—ﬂ- o tomote ot
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TCRY  — m——> o e

TCRS —*—n—i’—n-~cﬁc-;nim—u£:-J--
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La recombinaison V(D)J (2)

(a) Cleavage
<
@ Nick
m—re =

Form hairpins

—CC TC
—_—GG AG

—

© 1998 Current Opinion in Immunc logy
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La recombinaison V(D)J (3)

(b) Joining

%
ﬁ:] — el

o Open hairpins
Join signal ends 1c
—GGee A e
activités TdT Process ends
et exonucléase join coding ends
——CCyggAAG
—GGecTTC——
VvV
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
* Artemis, TdT

23

Régulation de I'expression de RAG

|
| Initiate: Suppress
| V(D)J recombination [l V(D)J recombination

/A -/(‘. RAG-1
I\ R
J | RAG-2

RAG protein

I 1
1 I
| G1 S Gz M ‘ G1 s

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

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

M

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

Lin and Desiderio (1995) Immunol. Today 16:279-2854
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Régulation de la recombinaison V(D)J

{a) T lineage

Coucogih £ corcoe 4 h Vs I_CR
bl c- i cha*cost coatcost
- - cozst | = Chzs- |- o =8 o @
co4dioly T § o442 T ”
“wfl P
| g >
Fisarranga | £
R
RAG
(b) B lineage
Pro-Blpre-E-l gmall pre-B-ll Immature &
p— L p— p——— ﬁ
4 CDasRE b AToasRE, | 4 e sigm
cokit® O | 4 cokit” -l 1
- - =| coes H> coas* )= § cozst WS | CO4SRE
% coast coaztor B\ cpaz | T
e T Ny
Aearange u £ -

Lin and Desiderio (1995) Immunol. Today 16:279-2825

La recombinaison V(D)J (5)
Réarrangements en phase vs. hors phase :

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

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

Réarrangements en série...

1 heavy chain inhibits
rearrangement of u allele 82
and induces x

&+ chains inhibit
rearrangement of x allele 52
and b

mmm\' st e

e
. ).mnangment

i+ chains inhibit
rearrangemaent of
allele 22

\'ﬂ" P oductive |V, J Productive
@ ||-|c " allete 41
V ’ P- ductiv
Progenitor allele 82
Bcell
Nmprodu(l ve Pmd ctive
Pmdualw allele 11 ‘" Je #1
allele #2 -
“\‘( Nonpro duc! \-' J Pr odml ve
Fa allele #2 allele #2
Nenproducti ve\
allele 11 Nonnwdu(tlve
allele #1
Nonpraductive Nlonnfodu(tlve
allele ¥2 allele 52
Cell death Cell death
Figure 5.
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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 +
26
Mécanismes de génération de la
diversité des anticorps et des TCR
1. Introduction
2. Recombinaison V(D)J
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4. Mécanismes de diversification
5. Conclusion
28
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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 V31 sous-famille V32
vprt B <750, N vp21
>75%14 VB1.2 VB2.2 } >75%

VB1.3 Vp2.3
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Organisation génomique
du locus TCRa humain

LV x 70-80 J x 61

SR EELLII==FIT RERLIE

» Chromosome 14

* 1.1 Mb

» 50-60 Va groupés en 41 sous-familles
* 61 Ja, un seul Ca

30

Organisation génomique
du locus TCRf humain

LV x B9 Dg;

FH

() Current Biology Ltd/Garland Publishing

* Chromosome 7

* 685 kb

* 67 segments V3

+ 30 sous-familles (1-9 membres)

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

31
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Centromeric Wl WII
—_—

5

Organisation génomique
du locus TCRy humain

Walll Wl Telomeric

i
-c

1=
]

1234 55P678 A0 1

=1

B11 JP 2

HH HH——H— 3 z00kb
,)5 # JR U1 JPR 2 Sikncers
B Enhancer
3P
L 100 kb, L gL 40 kpb—

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 TCRd5 2
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Organisation génomique
du locus TCR3& humain
] a chain

[ LV x70-80 Jx g1 ¢ & chain
! .

T
Viv2 Dx 3 Jx 3 C V3

Hi

(© Current Biology Ltd/Garland Publishing

* Chromosome 14, inséré dans le locus TCRa
» 3 V3 principaux, 3 D§, 3 J§, un seul C3

» Des Vo sont utilisés par les chaines TCR4:
Va/614.1, Va/623.1, Va/d29.1, Vo/836.1, Va/638.2

» 2 ou 3 D& souvent en tandem dans CDR3
33

Organisation génomique
des locus TCR chez la souris

Mouse TCR a-chain and &-chain DNA (chromosome 14)

(Vyn=~100;Vgn =~10) (Jon =~50)
LV,1 LV,2 LVyn LVg1  LWgn DyIDs2J1052 Gy LV,5 110,203 Jn €,
sHEHHE- HEHHE - HHHHHHE B -HH - HEH e

Mouse TCR B-chain DNA (chromosome 6)
(Vgn = 20-30)
LVgl LVp2 LVgn Dyl —Jgli-Jyld— Cpl Dy2z —Jg21-J27— €2 LVgla

- H-HI- HIHHHHHHHHHHE T HHHHHHH - e HE-
Mouse TCR y-chain DNA (chromosome 13)

LV.,S LV,2 LV4 LV3 11 ca L 133 c2J2 L L Jaca
s-HEHHEHAHEHHEAHTTH AT AT H A EHHTTH-

V1.3 v, 1.2 V4

. = Enhancer
¥ = pseudogene
Fgura 9-5

Kuby IMMUNOLOGY, Stxth Edition
2007 W.H. Freeman snd Company
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Organisation génomique
du locus IgH humain

; :F_I Wl L2 Ye2 L3 Ved :’ L, Vg5t l:LH_:J:_]:_: J:Di:_:_]:_;i_:_:h :_:: m::,l " :
* Chromosome 14
« 1,2Mb

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

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

UVl L2 W2 L3 W3 F \n'.‘--ﬂ:’1 Jel=5 Cu

) verent Biskogy Ul Giarlnd Publishiong

* Chromosome 2
1,8 Mb

+ ~80 V« (dont ~40 fonctionnels) groupés en
7 sous-familles

* Vk organisés en deux répétitions en miroir

* 5 Jx, un seul Cx
36
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Organisation génomique
du locus IgA humain

U i 2 v2 [ v, 28
n n
-1 = Il

[ —————

 Chromosome 22
« 1 Mb

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

» 7-11 clusters J-CA (4-5 fonctionnels)
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Organisation génomique
des locus Ig chez la souris

H-chain DNA
P LV, pLV €, G €3 €1 €2bC2a € C, 3.

SOJIO-I-I#D-[I WWDI:I—D—I:FCI—DI:ID&S

Key

k-chain DNA
PLV, pPLV, pLV, J E, G 3.E Promoter = @

5

L3 K L3 L3
HHHHHe{1-@—: Enhancer = @

A-chain DNA
P LV2 1202448 Cad a4 P LV,1 53 GC3 L1 C1  A3-1E

5"

@3

Figure 5-2.
KUW anﬁ 5&
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o wbd -~
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Différents types de réarrangements

A Par délétion B Par inversion

Cercle de délétion

Inversion sur le chromosome 40

Université Pierre et Marie Curie
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Réarrangements secondaires (1)

germline

primary
recombinant

secondary
recombinant
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Réarrangements secondaires (2)
VH D

germline Hm@—' |—H—('|'H

primary DJ /@ ar|

recombinant

secondary DJ zzZm—_ap— Hh-E-<g—/

recombinant '
heptameére '

cryptique ~~__

g l— €l

primary VDJ
recombinant

T
Lesagpm==d
'

“VH-replacement”
secondary VDJ
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Conversion génique (1)
~20 Functional
<— pseudogenes—»  «————gene segments ———
q-VHa QIVHB Vy Dy Jy C,
——— HFHF—— = cermlineDNA
V(D)J rearrangement
v DJ
B B 10 | | BcellDNA
l Somatic gene conversion
/{;_-__1_:::;\
B B D ] ecom
S
43
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recombinant
42
Conversion génique (2)
[ Chicken|
'_Chci] 1y family (B0-100 wVi)
e = == = ' Vyt Decluster Jy Cp
——— A HH— i — #—
Rabbit |

1 family ~200 Vi (50% wVy)
—T g

D cluster Ju1-5 Cu

Weill and Reynaud (1987) Science 238:1094-10dgt
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Mémoire immunologique

Antibady

-1
(ugm-' serum) ag
10° { phase

107

response 10
antigen B

(© Current Biology Ltd/Garland Publishing

-> Principe de la vaccination
45

Adrien Six — 25 février 2009

La commutation isotypique (1)

C region genes

Js 8 5 s [
o/ e T —e-T—e-— > 5
\\__‘-________/

Class switch under T cell influence

l

Jg s
f , B cell DNA after
5 mwa class switch

l Transcription
Jg

5 i &

l Splicing

© 2000 John Wiley & Sons, Inc.

Primary RNA
transcript

Messenger RNA
for y, heavy chain
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La commutation isotypique (2)

Lvoy G G <3 1 b C2a €4 Ca

$,2b 5 2a Se 5.

DA looping and recombination
at Syl and S,

5a
+
5,22 C.3b

et 5,20
55,

3'5,1 <
Figure 5-16
PMAMCWOLOGT. Sirth Edvtion
2007 W.H Freeman and Comgarny 47
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La maturation d’affinité

COR1 CDRz  COR3 COR! CDR2  CDR3
M
L
I B T——
i
E A B B = £
= = ] = = 4
H
= R ——eee
3 H
e 1 + — = -
H
i

« Réponse primaire »
7 jours apres la 1¢¢ ———
immunisation

l

— 1 }
——— —H——
1 - —f3—
g
w - L3 - B K

© Current Biology Ltd/Garland Publishing

« Réponse secondaire »
7 jours apres la 2éme
immunisation au jour 14

- Hypermutation somatique dans les centres germinatifs

11
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AlD est nécessaire pour la
commutation et ’hnypermutation (1)

/‘_-‘\/_‘\
-l -
v D J Cu
V(D)J

recombination

[ | [
Somatic Class switch
. AID o
hypermutation recombination

AID: Activation-induced cytidine

Teng & Papavasiliou (2007) Annu.Rev.Genet. 41:107.

AlD est nécessaire pour la
commutation et ’hypermutation (2)

IgM in resp to i ization  lgGin resp toi ization
First Second First Second
. zation M . . :

0.6 — 0.4
4 4 4 4

w 05 o AD-/—

E 04 °AID+/- i
3

- (=}
2 o3} : 0.2
= o
5 0.2
E- (=] o -
h e 0.1

ol £ 2

pe -

0 Lo

0 15 30 0 15 30

Day

Figure.
'f-lb_r;ll' mmmmmmmmmmm ien

50
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AID est nécessaire pour la

commutation et ’hnypermutation (3)

Mutations in variable-region mRNA

goAID(+/7) CDR1 CDR2

40 ~AID(—/-)

0

|!| -~ Vi messenger RNA
e ttemoed 51

AID est également nécessaire
pour la conversion génique

A. Ig Heavy Chain Locus

pVDJ g g, Cu C8 C@ Cyf C2b Ca G Cagpy
M - - - - = & &

B, Hypermutation C. Gene Conversion D. Class Switch Recombination
VOJ gV VDJ VDJ 5 S ’
P E P E P E IR
S ST O @

i
| | l

Université Pierre et Marie Curie

o
4
<08+ sl -+ )
Papavasiliou & Schatz (2002) Cell 109:S35.
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Conclusion

53
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Diversité des chaines Ig et TCR

* La diversité des chaines d’lg et de TCR
est le produit de :
— Combinatoire des segments V(D)J
— Appariement IgH/L, TCRa/p or TCRy/8

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

L g
T [

Diversité jonctionnelle CDRS :
une stratégie générale

Vig N1 D N2 Vﬂ N1 D N2
n.uu:m;H EIEIFJ[I:ITCRB

CDRI c:mz cum CORZ
50 50 10"' 60 60 ma
Vi J Va
— Gk IJ ﬂ:l TCR a

COR1 CDR2 COR3 CDRI CI}R2
50 50 100 60 60 108

vy N
_ BI]:I TCR ¥

CORT  CDR2
8 8 m“
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Estimation de la diversité (1)
N-region nucleotide addition
T-cell receptor Immunoglobulin
Vo o y,and T = Addition of 0-6
-] § chains nucleotides (5461
T permutations)
(5461)" =5.5 X 103
v_D/ Band 3 v_D) Heavy
-:I:l chains -:D chain
™ ™
(5461)2 = 3.0 X 107 (5461) = 3.0 X 107
vV _DDJ
& chain
™1t
(5461)* = 1.6 X 10"
ooy s
sl 57
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Estimation de la diversité (2)

QLTSRN Sources of possible diversity in mouse immunoglobulin and TCR genes
IMMUNOGLOBULING af T-CELL RECEPTOR v T-CELL RECEPTOR
Mechanism of diversity W Chaim  Chain a Chain B Chain 4 Chain & Chain

ESTIMATED NUMBER OF FUNCTIONAL GENE SEGMENTS®

v o a5 79 n 7 &
1 o o 2 L] 2
1 a 4 £t n 3 2

POSSIBLE NUMBER OF COMBINATIONS'

Combinatorial V-3 M xX13xe a5x4 79x 38 nxaxn Tx3 6X2X2
I“Vlhl],ﬂllﬂw 53X 100 34x107 3.0x10° 46107 n 24
Alternative joining - - - + - *
of D gene segments [some] (often)
Junctional flexibility + + + + + +
Neregion nuclectide addition* L, ~1012 . ~1015 L ~1018
P-reglon nuclectide addition + + + + + +
Somatic mutation + *
Comibinatorial association of chains + + +
" PR—— 2004, Nucteic Adds
A gihus sige [+} indicates ignit i
g
Table 9-1 5
- eiseiyos s 58
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Origine de la recombinaison V(D)J

5 RAG RAG2 5
RAGumnsposon B J-{E7—E3-8® 3
Germline integration
s RAGI RAG2 ]
aatl] e
o v o
Separation of the RAG genes and
the flanking ISs
SEC RAGI RAGE Is
.

ABy + Eh—mE=

Transposition
o - - o -
T —— L — <P

Receptor gene exon

Multiple gene duplication i
o r c

e
- OO ——HHH—HHH—

-

D’aprés Fugmann et al. (2000) Annu. Rev. Inmunol. 18:495-558

Eléments d'immunologie comparée

Eymph oo

Y
S|

Bond MALy i
GALT GALT CALT GALT GALT GALT
THYMUS THYMUS THYMLUS THYMUS THYNILS
SPLEEN ArLEEN SPLEEN SPLEEN SPLLEN
BONI M BONEM BONE M BONE M
LYMPH NODES! LY MFH NODEST LYMPH KOTES
CEREMINAL CENTERS CERMINAL CUNTIRS
i 10D
URODELA ANURA oo AVES " MAMMALIA
IIHJLW
50 Conversion génique
TELMOFTEL AMPHINIA .
4oo_r/ <= Commutation de classes
CHOMNDRICHTHYIR BCHTHY IS
Y- mwﬁi%__—/ﬂ— Diversification V, D, J
\._550 <= IgH, IgL, TCRa, TCRB, TCRy, TCRS, CMH I et Il,
R — RAG1/RAG2, Mutations somatiques

D’aprés Du Pasquier et Flajnik, in Fundamental Immunology, 4t edition, W.E.Paul &
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