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Burmet (1 899-1 985) » La liaison avec une bonne

+ Chaque lymphocyte © affinité d’'une molécule QQQ
exprime un type unique étrangere et d’'un -
de récepteur spécifique — i NS récepteur entraine

d'antigéne QQQQQ@@ I'activation du lymphocyte foreign anligen

» Les cellules effectrices

* Les lymphocytes différenciées a partir d’'un @@@@@
e?(.pn’mant un recepj[eyr QQQ lymphocyte activé donné
dirigé contre un antigéne AR s expriment des récepteurs ¢ & ® @ @

du soi sont éliminés lors de méme spécificité
de la différenciation self antigens sell antigens

Effecior cells eliminate antigens
(©) Current Biology Ltd/Garland Publishing
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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)
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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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Les régions variables sont créées
pendant la recombinaison V(D)J

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

ADN germinal -II-//—II—//-H—U-H-D-Hﬂ—D

! .-~ Recombinaison D > J

-II-//—IH/—IM—C}—

Recombinaison V = DJ

\ |

Va! c
ADN reamange M -

V_DJ
CDRS3 = jonction V(D)J

sont codés dans N
les seaments V -> Contact avec I'antigéne (lg)
g -> Contact avec le complexe CMH/peptide (TCR)
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- CDR1 & CDR2

Les régions CDR1, CDR2 & CDR3

Source of

variation CDR1 CDR2 CDR3
Sequence V segment V segment V,-J,_junction;
encoded by: V,-D,-),,junctions
Junctional - - +
flexibility

P-nucleotide — — +
addition

N-nucleotide = = +
addition*

Somatic ap i +
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 : heptamére-
espaceur-nonamere suivant la régle 12/23

o= - -

12

Current Biology Ltd/Garland Publishing
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Séquences signal de recombinaison

* Heptamére > CACAGTG

» Espaceur 12 ou 23

2
o
@

RAG-1 % « Nonamére = ACAAAAACC
<)
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La régle 12/23 pour les Ig et TCR

J-mer g-maer S-mer J-mar
[cacacrs] [Acaaanncc) GGTTTTTGT|
b 12 2 J
IgK - -

Igh — - oo ——

IgH ——c=-o- o omo o oo

TCRo —esss—c—r oo
TCRE ——-rc———r _Dﬁc;;c»'—ﬂ—:_ LN

v J
TCRY ——o-- oo -
TCRS - m——-%-o- " omo-2 o o -
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La recombinaison V(D)J (2)

(a) Cleavage
o m—
@ Nick
—eop <

Form hairpins

—_—CC TC
(AG

—5 5
© 1998 Current Opinion in Immunclogy
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La recombinaison V(D)J (3)

(b) Joining

jCC TC
m —GaG) P<(xd

o Open hairpins
Join signal ends 1c

—GGee A e

activités TdT Process ends

et exonucléase join coding ends
—CCyggAAG
N T
Signal jeint P-region N-region
Coding joint
€ 1996 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: hairpin/exonucléase - régions P

* TdT: polymerase - régions N

IF2010 BMC423 IF-lla 23
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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

IF2010 BMC423 IF-lla
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Réarrangements en série...

1 heavy chain inhibits &+ chains m.am
f o allele 82 w allele 82
and induces x
Ig 1+ chains inhibit
A\ rearrangement
r) o -+ A chains inhibit
ctive (v, Pmduuue R ——
Ihh-l nllelell o tP
£ ’ Pmd ctive
::‘:r" or \" allele 42
Non| plodu:lm V 'y
“ pmuum" allele #1 ”“““'“
allele #2 Seleit
Nonpwdumlw \" ive

allele #2 || le -z
Nonpmd ctive
allele #1 Non pm
allele #1

Nunp(uduni\rr

Nonproductive
allele 42

allele #2

Cell death Cell death

Figure 5.
mmnﬁ vvvvvv s

i iy
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Sous-familles de génes variables

» Deux segments de gene 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
vplt B (750, RN vp2.1

>75%14 Vp1.2 VB22 t >75%
VB1.3 Vp2.3
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Organisation génomique
du locus TCRa humain

LV x 70-80 Jx 61 c

« Chromosome 14

1.1 Mb

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

IF2010 BMC423 IF-lla 28
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Organisation génomique
du locus TCRB humain

LV x BY) Dy dx8 Car  Dp Ix7 Caz

(©) Current Biology Ltd/Garland Publishing

» Chromosome 7

* 685 kb

* 67 segments Vj

+ 30 sous-familles (1-9 membres)

« 2D, 13 JB, 2 CB, en deux répétitions

IF2010 BMC423 IF-lla 29

Organisation génomique
du locus TCRy humain

Centromeric Yol sl Wl Wl Telomeric
—_— = —

W123455P678 A0 10811 Pl 2
5 THHT H-H—E—{H—0 3 Z00kb
,H JRUUT JP2UE Sikncers
B Enhancer
ap
L 100 kb L 151 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 charniére - pas de pont
disulfure avec la chaine TCRd

IF2010 BMC423 IF-lla 30
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Organisation génomique
du locus TCRS humain

I:l o ¢hain
-WHHUW [Jx81'| G & chain
L J ] ViV2 Dx 3 Jx 3 c V3

e -

(€) Current Biology Ltd/Garland Publishing

e Chromosome 14, inséré dans le locus TCRa
* 3 V3 principaux, 3 D3, 3 J3, un seul Cd

* Des Va sont utilisés par les chaines TCR&:
Va/614.1, Va/623.1, Va/529.1, Va/d36.1, Vo/538.2

e 2 ou 3 Dd souvent en tandem dans CDR3

IF2010 BMC423 IF-lla 31
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Organisation génomique
des locus TCR chez la souris

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

Vun=~100; Vzn = ~10) J,n = ~50)

LV,1 LV,2 LVen LVy1  LVen DpID2J5052 € LVa5 J,10,20,3 Jn €,

- HEHHEL - HEHHE- HeHHHIHHH HHEHHH - (HETe->
Mouse TCR B-chain DNA (chromosome 6)
I\I"Bn =20-30)

LVl LVg2 LVgn Dl —Jgli=Jgl7— Gyl D2 —J21-Jg27— (2 LVg14
sHEHHE-- HEH v
Mouse TCR y-chain DNA (chromosome 13)

LV.,S LV,2 LV4 LV3 )1 L 133 c2J2 L L Jaca
s-HEHHEH-HEHHEH-HHETH- A AT HHAHEHHEHHTTH- >

v,13 v,1.2 V0
. =Enhancer

¥ = pseudogene

Figure 9.5

Kuby IMMUNOLOGY. Sixth Edition
2007 W_H. Freeman and Compary
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Organisation génomique
du locus IgH humain
.
e Chromosome 14
« 1,2 Mb

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

« 27 DH, 6 JH,9CH

IF2010 BMC423 IF-lla 33

Organisation génomique
du locus Igk humain

U Vel L2 V2 L3 WA {L \n"--i(:’1 Jel=5 Cu

* Chromosome 2

* 1,8 Mb

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

* Vk organisés en deux répétitions en miroir

* 5 Jk, un seul Ck

IF2010 BMC423 IF-lla 34

Organisation génomique
du locus IgA humain

) Corrent Bowbogy |/ Cartand Piblibing

 Chromosome 22
« 1Mb

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

» 7-11 clusters J-C\ (4-5 fonctionnels)

IF2010 BMC423 IF-lla 35
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Organisation génomique
des locus Ig chez la souris

H-chain DNA
PLV, pLV Dy W B, G G 3 Gl C2bC2a € G 3
s-o-HEre-HEHHH!- (HHIiF @ HHHH"H " H"H e~
. Ke
k-chain DNA y
pLV, pLV, pLV, J, E, G 3.E Promoter = @
s-o-Hi-e-HE-e-HEHHHHHH—e{-e—* Enhancer = @
A-chain DNA
p LV2 13,2,2),4 G4 p2-4E P LV L3 G3 )1 G A3-1E
s-o-HI—H HHT-e—+e-Hl- @3
Figure 5-22
Kuby IMMUNGLOGY, Sith Edition
2007W reeman and Company
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Différents types de réarrangements

A Par délétion B Par inversion

Cercle de délétion Inversion sur le chromosome
IF2010 BMC423 IF-lla 8

Réarrangements secondaires (1)

Vx Jx

germline

primary
recombinant

secondary
recombinant

IF2010 BMC423 IF-lla 39

Université Pierre et Marie Curie




Master BMC - BMC423 Immunologie Fondamentale & Intégrée

Réarrangements secondaires (2)

germline

primary DJ
recombinant

secondary DJ e - E-<<a—

recombinant \
heptamére '
cryptique ~~__

primary VDJ A P ) i

recombinant ' d

secondary VDJ
recombinant

IF2010 BMC423 IF-lla 40

Adrien Six — IF-lla, 10 février 2010

Conversion génique (1)

~20 Functional
<— pseudogenes—»  €«————gene segments——

Wy, Wy, Vi Dy dn c,
T HFHHF{F——= = GermlineDNA

V(D) rearrangement
v DJ

B B | [T] \ |  BceDnA

l Somatic gene conversion

/f:—::ﬂ\
[ | |:J Jﬂ:ﬂ L] B cell DNA
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Conversion génique (2)

[ Chicken ]
Ty family (B0-100 wWi)
= = == = V4! Decluster Jy Cp
—HAHH— it - ———
- = - -
Rabbit
1 ftamily ~200 Vy (0% Vi)
Vit D cluster Jy1=5 Cu

IF2010 BMC423 IF-lla Weill and Reynaud (1987) Science 238:1094-1098
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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

IF2010 BMC423 IF-lla
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Les lymphocytes T
se différencient dans le thymus

0

; \\\

(C) Current Biology Ltd/Garland Publishing
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Architecture cellulaire du thymus

8 5

Immature CD3478™
double-negative thymacyles

\e2e -

2l %

@9 immature D34
double-positive thymocytes

:‘f..

Mature CD48™ and CD3™4_
thymocytes

Subcapsular
region

cortical
epithelial
call

Cortex

Cortico-
medullary

junction dendritic

cell

medullary
epithelial
cell

macrophage

Medulla

IF2010 B\© Current Biology Ltd/Garland Publishing
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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)

IF2010 BMC423 IF-lla 58
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Identification du pré-TCR

* Lors de stades précoces de NHa
différenciation, la chaine TCRp pTa
est trouvée en surface sans la

chaine TCRa C
5-5

=> identification de la chaine pTa

Ol

K+ K

COOH

=

COOH

IF2010 BMC423 IF-lla

D’aprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 5:181-19g9

Réle critique du pré-TCR

* pTa (gp33) exprimée tot dans

'ontogénie et associée a CD3/TCRf

» 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* cDs* (DP)

— exclusion allélique
(arrét des réarrangements TCR )

— prolifération des thymocytes DP

— induction des réarrangements TCRa.

IF2010 BMC423 IF-lla 60

Différenciation des thymocytes (1)

TN/DN (CD4-CD8-CD3-)

DN1 4/I3Nﬂ
+ . [ rear-

/ - CcD25 +
DP (CD4+*CD8*CD3*)

IF2010 BMC423 IF-lla
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Différenciation des thymocytes (2)

SP DP

CD4

Tyd =
V

TNK ]

™ d CD8

(© Current Biology Ltd/Garland Publishing
IF2010 BMC423 IF-lla 62

SP

Université Pierre et Marie Curie
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Différenciation des thymocytes (3)

CD3 48
‘double-negative’ cells Engagement

O CD3 cytoplasmique

Réarrangements B, v, 8
pTa cytoplasmique

S
e @ Engagement af/y8
O . Expression CD4/CD8
d ‘“?j,g,};ﬁui ®  Exclusion allélique B
CD“ 8 ‘double-positive” cells  Prolifération
Q Réarrangement TCRa

Adrien Six — IF-lla, 10 février 2010
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Exclusion allélique

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

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

IF2010 BMC423 IF-lla
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Régulation de I'expression de RAG

Initiate Suppress
V(D)J recombination V(D)J recombination

= |
2 -4
5 A A RAG-1
2 IR [ '\
[ [ |
! ! RAG-2
1 I =S
M { G1 s G2 M ‘ cG1 S

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

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

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

IF2010 BMC423 IF-lla

Régulation de la recombinaison V(D)J

(@) T lineage
S — ” e
- 4 T
#Enacoai, 4 coacos y NCP
s W s 8 [ coscostl [ coarcost
- = =8 cpost !*k co2s” =L o =L 5o
% CcDagle f T CDagle 8 T% 4
| ey
Fiaar aneﬁ l 7o @
L/
{b) B lineags
Pro-B/pre-&-|
P
okt 1
- - = | cos -
| Wenkit
i L\v”
Rearrange p

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

Lin and Desiderio (1995) Immunol.Today 16:279-28%7

Université Pierre et Marie Curie
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Régulation des réarrangements

* TCR&, 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

* Alinverse de TCR, les réarrangements
TCRa ont lieu sur les deux chromosomes -
I'exclusion allélique a lieu au stade post-
transcriptionnel

» Tres peu de double TCRpP mais souvent
double TCRa au niveau ARN (~30%)

IF2010 BMC423 IF-lla
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Différenciation des thymocytes (4)

O

CD3pTecp 4’8"
large active
‘double-positive’ cells

r @ Sélection positive
Sélection négative
Apaoptosis cD3 B atgt

small, resting cells

IF2010 BMC423 IF-lla 70

Différenciation des thymocytes (5)

. Sélection positive
- Sélection négative
CD3' o 4’8
small, resting cells

. Engagement CD4/CD8
Restriction pour le CMH
CD4'8" cnag’ Fonction effectrice

small, resting cells
‘single-positive’ cells

Export to periphery

IF2010 BMC4; (©) Current Biology Ltd/Garland Publishing
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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

IF2010 BMC423 IF-lla 72

13




Master BMC - BMC423 Immunologie Fondamentale & Intégrée Adrien Six — IF-lla, 10 février 2010

Sélections positive et négative (2)

CMH TCR

...... Autoréactivité
S?Iecpon
négative
Reconnaissance du CMH
(] Sele_c.t|on
positive
(©) Current Biology Ltd/Garland Publishing
- Education thymique
IF2010 BMC423 IF-lla 73

Sélections positive et négative (3)

© O

Q@0

Thymocytes Lymphocytes T
immatures périphériques
(©) Current Biology Ltd/Garland Publishing matures
IF2010 BMC423 IF-lla 74

Différenciation thymique: souris

Pro-T call Pre-1 call Tranaional T call I call
T 1T 1 [ —| L —
CD4a~CDa~ C[M‘CDG
CD44*25  CD44*25* CD44-25*, CD447257, :
Ta RA(" t- w\b nig '8
. Tchp- *TCRp 19 cma
pla”
T"{S CD3e
TCRE - D-) v-D-l V-D-I V-D-J v-D-J
TCRa - - =-] ==l V=) V=l
PTa - - + + + -

© 1606 Cument Opanisn in Immunskgy

IF2010 BMC423 IF-lla D’aprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-1984
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Différenciation thymique: homme

Pre-T call Pra-T call Transitional T eall T call
T 1r 1 | — —

CD4-CDB" CD4*ISP CD4*CDe*
1T
CD34 CD38¢m CD34*CD38* CD34* CD1a CD4 CD1a*
TaB
Ty&

TCRE - (] v-D-J V-D-J V-D-J v-D-1
TORe = - == =N-1 -l Y-l
Pla - - + + + -

© 1986 Cament Opmnon in immunckgy|

IF2010 BMC423 IF-lla D’aprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-198¢

14




Master BMC - BMC423 Immunologie Fondamentale & Intégrée

Développement T chez ’'homme (2)

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

* Les premieres cellules yd et of3
apparaissent en méme temps

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

IF2010 BMC423 IF-lla
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Caractérisation du pré-BCR

Pre-TCR Pre-BCR

BCR .

Plasma

o1 CUOH  GOOH

OOH © 1998 Carrant Opinien in nmunalogy

IF2010 BMC423 IF-lla D’aprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 5:181-19g9

Réle du pré-BCR

» Exclusion allélique: Un réarrangement IgH
productif sur un locus IgH entraine 'arrét de la
recombinaison V(D)J sur l'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

IF2010 BMC423 IF-lla
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Différenciation des lymphocytes B

{a) T lineage

- . -
SCo4CoE # coocos P h £ ’ CR
ot | okeg | Cha+CDat Y | cparcost
- -— co2s+ o = § D25 el B o | —n | B* o §
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* B Immature -> IgM+
B mature -> IgM+IgD+

Lin and Desiderio (1995) Immunol.Today 16:279-289.
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Conclusion
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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/6

— Ajout/élimination aléatoire de nucléotides a la
jonction des segments géniques (CDR3)
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Diversité jonctionnelle CDR3 :
une stratégie générale
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Estimation de la diversité (1)

N-region nucleotide addition

T-cell receptor Immunoglobulin

Lo o, v, and T = Addition of 0-6
‘l $ chains nucleotides (5461
T permutations)
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Figure 5-8d
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Estimation de la diversité (2)

TABLE 9-3

Sources of possible diversity in mouse immunoglobulin and TCR genes
IMMUNOGLOBULING B T-CELL RECEPTOR 48 T-CELL RECEPTOR

Mathaniim of diveraity H Chain = Chain a Chaln B Chain v Chaln & Chain
ESTIMATED NUMBER OF FUNCTIONAL GENE SEGMENTS®

v 11 8 % n 7 L]
13 o o 2 o 2
3 4 4 38 n 3 2

POSSIBLE NUMBER OF COMBINATIONS"

Combinatorial V-J 101 13 x4 B5x4 Tex38 HEFESL TH3 6X2IH2
and V-D-) joining 53 %10 34X 100 30X 10" 46107 n 24
Alternative joining - - - + - +
of D gene segments. (some) (often)
Junctional flexibil + + + + + +
= ~1012 ~1015 ~1018
N-region nucleotide addition" + - + + + +
Poregion nuclectide additicn + + + + + +
Somatic mutation + + - -
Combinatarial association of chains + + +
Table 5-2; B, ., 3004, Muckeic Ackds Research 32:051.
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Rappel différenciation T
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Paralléle différenciations B et T

Antigen-independent phase I Antigen-dependent phase

8—8— '%»@“

© ED"@ Pre-B Pre-B Immature B Plasma cell
Pluripotent Lymphaid
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T call

Thymic environment
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Mise en place des répertoires

Moelle osseuse/Thymus

f Locus IgH/TCRB Locus IgL/TCRa \
\' DJ C \" J C
Répertoire —— {1 —{— A+t
potentiel/ Y
génétique ﬁrang‘eyw
Répertoire
émergent °5 BCR/TCRaf
Sélection positive 299
K Sélection négative e
Répertoire Lymphocyt
disponible% mature 9°5 BCR/TCRap
Périphérie
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