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

e Chaque lymphocyte ©
exprime un type unique

de récepteur spécifique B o

T 9990900

e Les lymphocytes
exprimant un récepteur Q?Q@Q?Q
dirigé contre un antigene
du soi sont éliminés lors A\ A O

de la différenciation self anligens self antigens
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Theorie de la sélection clonale (2)

« Laliaison 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
& & & @« 9

exprlrpent de,S _r(_ac_epteurs Effacior cells eliminate antigens
de méme SpelelCIte (C) Current Biology Ltd/Garland Publishing

foreign antigen
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Un paradoxe génétique

» Beadle et Tatum (1941): un géne, une protéine
« ~20 000 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 regions variables sont créées
pendant la recombinaison V(D)J

— FamilleV — (Famille D) — Famille J —
ADN germinal wmm—mw—:k
1
! .~~~ Recombinaison D = J

1I4/+l—/ﬁﬂﬂﬂ—|:k

:' Recombinaison V = DJ

Vn \)2' c
AoN réarrange il
VDJ
- CDR1 & CDR2 CDR3 = jonction V(D)J

sont codés dans
les segments V
IF2011 MV423 IF-llb

- Contact avec I'antigeéne (lg)
- Contact avec le complexe CMH/peptide (TCR)
9

Parallele différenciations B et T

Antigen-independent phase I Antigen- dependenlphase

8—@—0 w—a@
Pro-B Pre-B Immature B Plasma call

_J,;-,.

Pluripotent Lymphoid
st call Precursnr
cou  TCR
ff{-é’
> .::;;
l:D!

Immaturs T Acln'atsd

Thymic environment

£ 1808 Currant Opinion in lmmunology
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La recombinaison V(D)J (1)
» Neécessite I'expression des protéines 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

oo - -

12 12

(C) Current Biology Ltd/Garland Publishing
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Séquences signal de recombinaison
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La regle 12/23 pour les Ig et TCR

T-mar 9-mar S-mer T-mer
[cacacTe] [AcaaaAact | GGTTITTGT]
v J
lgx _
v J
IgA — - 20—
IgH  — e——-tr o omo o o o
v

J
TCRa == oo —
v 0 12 J

TCRB — - —— OB0 0

v J

TCRY  —e——c= - oo —
v

TCRS  — m—-c2 - — " omO-2 o o -

IF2011 MV423 IF-llb

15

La recombinaison V(D)J (2)

(a) Cleavage
C TC
P
@ Nick
CC TC
GG* <]EA<:

Form hairpins

—_—CC TC
-—GG) (AG

—

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

(b) Joining Artemis

Y .7
ﬁ(] — (S

o Open hairpins
Join signal ends 1c
—GGece AG
activités TdT Process ends
et exonucléase join coding ends
——CCggAAG——
——GGccTTC——
Signal joint P-region N-region
Coding joint
€ 1996 Current Opinien in Immunclogy
IF2011 MV423 IF-lib 17

La recombinaison V(D)J (4)

Différentes protéines sont impliquées :

* RAG-1/RAG-2

e HMG1/2 (high mobility group protein)

» Ku70, Ku80, DNAPK, XRCC4, Ligase IV
* Artemis: hairpin/exonucléase - régions P

» TdT: polymerase - régions N

IF2011 MV423 IF-IIb
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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 gene 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 +

IF2011 MV423 IF-Ilb 19

Les régions CDR1, CDR2 & CDR3

Source of
variation CDR1 CDR2 CDR3
Sequence Vsegment Vsegment IgL/TCRy/TCRa V-J
encoded by: IgH/TCRS/TCRB V-D-J
Junctional - - +
flexibility
P-nucleotide = = +
addition
N-nucleotide - - +
addition*
Somatic + + +
hypermutation (ig uniquement)

*N nucleotide addition occurs in TCR & IgH chain DNA (not IgL chain)

Table 5-3

Kuby IMMUNOLOGY, Sixth Edition

© 2007 W.H. Freeman and Company
IF2011 MV423 IF-lib
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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 V2
vpLl BN 750, BN vp21
>75%1 VB1.2 vp22 t >75%

VB1.3 Vp2.3

IF2011 MV423 IF-IIb 24

Organisation génomique
du locus TCRa humain

LV x 70-80 J x 61 c

Chromosome 14

1.1 Mb

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

IF2011 MV423 IF-Ilb
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Organisation génomique
du locus TCRB humain

LV x B9) Dy Jx6 Car  Dgo Jx7 Cpo

() Current Biology Ltd/Garland Publishing

» Chromosome 7

* 685 kb

* 67 segments Vf

» 30 sous-familles (1-9 membres)

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

IF2011 MV423 IF-IIb 26
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Organisation génomique
du locus TCRy humain

Centromeric Yyl Wl Wl Wl Telomeric
Y1234 55P678 A0 10BN JP 2
3 THHT HH—E—H—3 3" Z00kb
e JPJT JR2U2 Sikncers
g Enhanezt
3P
L 100 kb L 16— 40 kb—1

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

» Deux formes Cy2 sans cystéine dans le
peptide charniére - pas de pont disulfure
avec la chaine TCRéd

IF2011 MV423 IF-llb 27

Organisation génomique
du locus TCRd humain
] « chain

LY x70-80 Jx 61 c & chain
S _EiS  S | |
| A .
Viv2 Dx3 Jx 3 c V3

HIIET .l

(©) Current Biology Ltd/Garland Publishing

 Chromosome 14, inséré dans le locus TCRa
» 3V principaux, 3 Dg, 3 J3, un seul Co

* Des Va sont utilisés par les chaines TCR&:
Va/814.1, Vald23.1, Va/s29.1, Va/d36.1, Va/538.2

* 2 ou 3 Dd souvent en tandem dans CDR3

IF2011 MV423 IF-IIb 28

Organisation génomique
des locus TCR chez la souris

Mouse TCR a-chain and 8-chain DNA (chromosome 14)

(Von=~100;Vzn = ~10) (Jon = ~50)

LVa1 LVe2  LVen LVs1  LWgn DyIDg2J512 €5 LVsS J10,20.3 Jun €
s-HE-HE - HE-Hl-- K- HHHH-CHE-HH - e

Mouse TCR B-chain DNA (chromosome 6)
(Vgn = 20—-30)
LVgl LVg2 LVgn Dgl —Jla—Jgld— Gyl Dg2 —J21-J27— C2  LVp4e
5 g / 3

Mouse TCR y-chain DNA (chromosome 13)

LV,5 LV,2 LV4 LV3 11 ¢ L 13c3 212 L L 14 ca
s-HiHHEHHHEH-HEHHHTH- AT ¥
V12 V1
.:Enhan:er
| = pseudogene
Figuré $-5

Kby IMMUNOLOGY, Siath Edition
2007 W.H. Fraaman and Compary

IF2011 MV423 IF-llb 29

Organisation génomique
du locus IgH humain

el L2 Va2 L3 W3 Inib

- 00— —

) Corment By L1/ Carland Fublishing

* Chromosome 14

« 1,2Mb

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

« 27DH,6JH,9CH

IF2011 MV423 IF-IIb 30
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Organisation génomique
du locus Igk humain
: L1 Vit L2 W2 L3 W3 :{L Vie-40 %: J;ij Cx :

(© Current Biology Ltd/Garland Publishing

¢ Chromosome 2
« 1,8Mb

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

* Vk organisés en deux répétitions en miroir
* 5Jx, un seul Cx

IF2011 MV423 IF-llb 31

Organisation génomique
du locus IgA humain

L1 Vit @ iz ] I =% 22 [} 0n7 [7T%4
= = — .

) Corment By L1/ Carland Fublishing

e Chromosome 22
« 1 Mb

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

o 7-11 clusters J-CA\ (4-5 fonctionnels)

IF2011 MV423 IF-IIb

32

Organisation génomique
des locus Ig chez la souris

H-chain DNA

pLVy pLV H Ju E, € G €3 €1 C2bC2a € G, e
3

D
s-@-HIHO-HEHH] - - @-C I H H o H o Je-

. Ke

k-chain DNA i
pPLV,PLV, pLV, N E, G 3.F Promoter = @

s-o-Hile-HE-o-HEH-HHHHH-e{1-e—* Enhancer = @

A-chain DNA
P LV,2Z 122034 C4 324 P LV, 13G3 3,161 p3-1E

s-o-HI—H W te—eoHi-H_ HH Hre-3

Figure 5-22

Kby IMMUNCLOGY, Sieth Edition

1007 W.H.Fresman and Company
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Différents types de réarrangements

A Par délétion B Par inversion

— w—
—
e ™ ]
Cercle de délétion Inversion sur le chromosome
IF2011 MV423 IF-lIb 35
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Réarrangements secondaires (1)

Vx Jx

germline

primary
recombinant

secondary
recombinant

IF2011 MV423 IF-IIb

Réarrangements secondaires (2)

germline

primary DJ
recombinant

secondary DJ ZA— | - —/

recombinant .
heptameére '

cryptique '
primary VDJ

recombinant

secondary VDJ
recombinant

IF2011 MV423 IF-llb 37
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- ] - L V4
La maturation d’affinité
Igh oG
CDR1 CDRZ CDR3 CDR1 CDR2 COR3
i — E}z'#
= oo - o - A L
———— ——F S —— " ——
- — - — D= L mW 3
— ] ———1 +—+
£ © Current Biology Ltd/Garland Publishing
« Réponse primaire » « Réponse secondaire »
7 jours apres la 1¢¢  —— 7 jours aprés la 2¢me
immunisation immunisation au jour 14
- Hypermutation somatique dans les centres germinatifs
IF2011 MV423 IF-llb 42
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AID est nécessaire pour la
commutation et I'lhypermutation (1)

/-—-\/-\

R -

v D J Ccp
V(D)

recombination

Somatic Class switch

. AID I

hypermutation recombination
y

AID: Activation-induced cytidine deaminase

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

IF2011 MV423 IF-llb
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AID est nécessaire pour la
commutation et I'hypermutation (2)

IgM in response to immunization  IgGin response to immunization

First Second First Second
immunization imr ization i ization immunization
0.6 - 0.4
+ A RS NA
05
w o AID —/—
= _ 0.3
04l *ADH i !
(=]
£o3- 5 0.2
s o L
5 0.2
-t I i | ol i i lf
w5 e ™
0 [ TR N R B | o1, 1 o 11 g
0 15 30 0 15 30
Day
:m’:_mmoﬁr.s..mm
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AID est nécessaire pour la
commutation et I'lhypermutation (3)

Mutations in variable-region mRNA
_AID (+/-)

80 CDR1 CDR2
40 L
0
40 ~AID (—/-)
1]
| Vy messenger RNA
N terminal
Figure 5178

Kushy WAMUNOLOGY, Sth Faicion
T —

IF2011 MV423 IF-llb
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AID est également nécessaire
pour la conversion génique

A. g Heavy Chain Locus

pVDJ ¢ g, Cu Cd C3 Cyf Cyb Cy2a Ce Ca 3pR
-0-—0—3- - o o e e o -

B. Hypermutation C. Gene Conversion D. Class Switch Recombination
p VDU ¢ PV p VDU ¢ P VDJ E 5 Se 3RR
S SR EEO - @
| | .
/
B8 Ti—elll-e < +O:-—- j

e

Papavasiliou & Schatz (2002) Cell 109:S35.
IF2011 MV423 IF-llb 47
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Conversion génique (1)

~20 Functional
<— pseudogenes—»  «————gene segments ——>
q-VHa 'J'VHS Vy Dy Jy C.

——— HFE{F— = cermlineDNA
l V(D)J rearrangement

v DJ

H N L [l

l Somatic gene conversion

| | B cell DNA

—

[ | QR_J]E || BcellDNA

IF2011 MV423 IF-llb
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Conversion génique (2)

Chicken
TV family (80-100 wV)
- [ Vit Docluster  Jy Cu
——1HE 7 HH— i ——— -
1 tamily ~200 Vi (50% wViy)
Vi D cluster Jy1=5 Gp

— A —— 7

IF2011 MV423 IF-lIb Weill and Reynaud (1987) Science 238:1094-109&
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Architecture cellulaire du thymus

8 850y

Immature CD3 478"
double-negative thymaocytes

Subcapsular
region

\1: x W cortical
Cortex > Usg q g epithelial
50\ 6 o ¥s) ] cell
Immature CD34°8" ]
double-positive thymocytes
Cortico- \-4—7
medullary
junction b ® © @ dendriic
a cell
Mature CD4'8™ and CD8'4 medullary
thymocytes epithelial
Medulla %j cell
macrophage
IF2011 M @fumng Biology Ltd/Garland Publishing 54
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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 contrdle (checkpoint)

IF2011 MV423 IF-Ilb
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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
<::::SS-

=> identification de la chaine pTa

OO

K+ K

COOH

—n

COOH

F2011 MV423 IF-IIb D'aprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-198g

Réle critique du pré-TCR

* pTa (gp33) exprimée tot dans
I'ontogénie et associee 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
CD4* CD8™ (DP)

— exclusion allélique
(arrét des réarrangements TCRp )

— prolifération des thymocytes DP

— induction des réarrangements TCRa

IF2011 MV423 IF-Ilb
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Différenciation des thymocytes (1)

TN/DN (CD4-CD8-CD3")

DN1 4/[)Nﬂ
. rear-
+

/ - CD25 +
DP (CD4*CD8*CD3")

IF2011 MV423 IF-IIb 58
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Différenciation des thymocytes (2)

SP DP

CD4

Tyé -
@

TNK,/'./ DN
/_
w7 cD8

() Current Biology Ltd/Garland Publishing
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Différenciation des thymocytes (3)
COF 48
‘double-negative’ cells Engagement
i CD3 cytoplasmique

; Réarrangements B, vy, &
% = > |7 pTa cytoplasmique

Engagement af/yd
- +:. .,. Expression CD4/CD8
¥/8'CD3 oasle’  Exclusion allélique B
CD438 ‘double-pesitive’ cells ~ Prolifération
Q Réarrangement TCRa

IF2011 MV423 IF-lib 62

Exclusion allélique

« Un réarrangement TCRp productif sur un
locus TCRp entraine l'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

IF2011 MV423 IF-Ilb 63

Université Pierre et Marie Curie

Régulation des réarrangements

» TCRS, 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 TCRp mais souvent
double TCRa au niveau ARN (~30%)

IF2011 MV423 IF-IIb 66
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Différenciation des thymocytes (4)

O

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

: (>95% Sélection positive
Sélection négative
Apoptosis CD3'a: B 4'g"

small, resting cells

IF2011 MV423 IF-IIb 67

Adrien Six — IF-Ilb, 10 février 20
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Différenciation des thymocytes (5)
. Sélection positive
S Sélection négative

CD3 w:pa's’

small, resting cells
Engagement CD4/CD8

Restriction pour le CMH

CD4's cors®  Fonction effectrice
small, resting cells
‘single-positive’ cells

Export to periphery

IF2011 MV42: (7 Current Biology Ltd/Garland Publishing

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 eéliminées

IF2011 MV423 IF-llb 69
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Sélections positive et négative (3)

O
@

90

Thymocytes Lymphocytes T
immatures périphériques
() Current Biology Ltd/Garland Publishing matures

IF2011 MV423 IF-IIb
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Différenciation thymique: souris

Pro-T cell Pre-T cell Transitional T cell Tcell
T 17 1 | — | —

CD4-CD8" cn4+cne+
T
CD44+25 cou*zs CD44-25% CD447257,
Ta RAG ol RAG -/ s
p TCRB- xTGRB tg CD3°
pTo-
T,{s CD8e
TCRB - D-J v-D-J v-D-J V-D-J V-D-J
TCRo. - - -IV-) -N-) V- V-
PTo. = = +: + + -

© 1996 Gurrent Opinion in Immunology

IF2011 MV423 IF-IIb Drapres Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-199g

Adrien Six — IF-Ilb, 10 février 2011

Différenciation thymique: homme

Pro-T call Pre-T call Transitional T cell T call
T 17 1 1 1

CD4-CD8" CD4*ISP cp4tcpDe*
17T
CD34*CD38%™m CD34*CD38* CD34*CDla* CD4 CDla
@ @ qﬁm @‘m
TaB
Ty&
TCRp - D-J V-D-J v-D-J v-D-J V-D-J
TCRa - = -V-J -N-J v-J V-]
Ploc  — = + + + -

© 1996 Gument Opinon in Inmunolegy

F2011 MV423 IF-IIb D'aprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-19gg

Développement T chez 'lhomme (2)

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

* Les premiéres cellules yd et af apparaissent
en méme temps

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

IF2011 MV423 IF-llb 84

Université Pierre et Marie Curie

Caractérisation du pré-BCR

Pre-TCR Pre-BCR

VpréB CD179a
A5 CD179b

TTAST TTAST Plasma
Yy Y

membrane
g| CooH GOOH  GOOH
COOH © 1998 Current Opinion in knmunology
|F2011 MV423 IF-IIb D'aprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-19g¢
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Réle du pré-BCR

» Exclusion allélique: Un réarrangement IgH
productif sur un locus IgH entraine l'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

Différenciation des lymphocytes B
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* B Immature -> IgM+
B mature -> IgM+IgD+

Lin and Desiderio (1995) Immunol.Today 16:279—2898.B
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Réarrangements en serie...
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Conclusion

IF2011 MV423 IF-IIb 91

Université Pierre et Marie Curie

15




Master BMC - MV423 Immunologie Fondamentale & Intégrée

Adrien Six — IF-Ilb, 10 février 2011

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/f or TCRy/5

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

Vi NI D N2 Vs N1 D N2
_UIUEIGH _EIEII][I:ITCRB
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IF2011 MV423 IF-llb 93

Estimation de la diversite (2)

IMMUNOGLOBULINS i T-CELL RECEPTOR 48 T-CELL RECEPTOR

Mechanim of diversity H Chaln = Chain a Chaln B Chaln + Chaln & Chaln
ESTIMATED NUMBER OF FUNCTIONAL GEME SEGMENTS®
v m 85 % n 7 &
o 13 o o 2 o
4 4 18 n 3

POSSIBLE NUMBER OF COMBINATIONS'
Combinatorial V-1 MW X134 85 x4 79% 38 HEFESL X3 LE+E+]
and V-D-J joining 5.3 10 14107 3.0x10" 48X 107 n 24
Alternative joining - N - + - +
of D gene segments isome) loften)
Juncticnal flexibility + ~1012 + + _1015 + + _~1018 +
N-region nucleotide addition® + - + + + +
P-regicn nucleotide addition + + + + + +
Somatic mutation + -
Combinatorial association of chains + + +

Table 5:2; L . 2004, Nucleie Acids
A phus sbgn | L
Table 9.3
IF2011 MV ‘mem'ﬂ’:ﬂm 95

Mise en place des répertoires

Moelle osseuse/Thymus

/ Locus IgH/TCRB Locus IgL/TCRa \
v DJ C v J C
Y

Répertoire
potentiel/
génétique

&éar‘rangfyy

Répertoire%

émergent °5 BCR/TCRaB
Sélection positive L))
k Sélection négative : /
Répertoire Lymphocyte,
disponible{ mature @ BCR/TCRaB
Périphérie
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