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Diversité & Mise en place des
repertoires lymphocytaires B et T

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

 Chaque lymphocyte
exprime un type unigue
de recepteur spécifigue
d’antigene

 Les lymphocytes
exprimant un récepteur
dirigé contre un antigene
du soi sont éliminés lors
de la différenciation self antigens self antigens
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Théorie de la sélection clonale (2)

« La liaison avec une bonne .
affinité d’'une molécule Qicfﬁi@
étrangere et d'un T:r
recepteur entraine ®
I'activation du lymphocyte

foreign anligen

* Les cellules effectrices
differenciées a partir d’'un
lymphocyte activé donné
expriment des récepteurs
de meme SpeCIfICIte (C) Current Biology Ltd/Garland Publishing
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Un paradoxe génetique

* Beadle et Tatum (1941): un gene, une proteine
» ~20 000 genes dans le genome humain
Mais...

» Capacité de production d’'une variété « infinie » d’lg et de
TCR (cf. Landsteiner)

e Constance des domaines constants vs. Diversité dans
les domaines variables (cf. Edelman, 1969)

« Combien de genes doit-on considerer ?

=> Théorie des rearrangements somatiques
La recombinaison V(D)J (Tonegawa, 1976)
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Les régions variables sont créeées
pendant la recombinaison V(D)J

— Famille V — (Famille D) — Famille J —
ADN germinal =1 —/r| —|—|—|—|—|—-—

l
I /
|
|

Recombinaison D 2 J
Vn h
Tt —/FI I I—-—
\ Recombinaison V = DJ
vn \iz'
ADN réarrangé -1 /- |H |—-—
\VIDN/
> CDR1 & CDR2 CDR3 = jonction V(D)J

sont codés dans
les segments V
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—> Contact avec I'antigene (Ig)
—> Contact avec le complexe CMH/peptide (TCR)
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Parallele différenciations B et T

Antigen-dependent phase

I g

Antigen-independent phase

¥ S

} o
o8-8 —®
el f?’ﬂ
=:::‘- Pro-B Pria-B Immaiure B Plasma call
0-+@

Plunpotent Lymphaid
siam call R L ST

)

Pra-T Immatura T Actwated

= T cell

Thymic environment

C 18908 Current Opinion in Immunclogy
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Diversité & Mise en place des
repertoires lymphocytaires B et T

2. Recombinaison V(D)J
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La recombinaison V(D)J (1)

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

* Neécessite 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

 Heptamere - CACAGTG

e Espaceur 12 ou 23

e Nonamere - ACAAAAACC
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La regle 12/23 pour les Ig et TCR

7-mer 9-mer S-mer 7-mer

CACAGTG| |ACAAAAACC] | GGTTITTGT| | CACTGTG |
v ‘E ; J
12 23

J
23 12

-O—C- -

D J
23 12 12 23
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O
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— - il -yl
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La recombinaison V(D)J (2)

(a) Cleavage

Form hairpins

TC

L 19986 Current Opinion in Immunclogy
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La recombinaison V(D)J (3)

(b) Joining

X in

p—< F<(ia
o Open hairpins

Join signal ends IC

—(3Gee AG

activitées TdT l—lrgceﬁs ends
et exonucléase join coding ends

— CCggAAG ——
——GGcc [ [C =

VvV

Signal joint P-region N-region

Coding joint
€ 1996 Current Opinion in Immunclogy
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La recombinaison V(D)J (4)

Différentes proteines sont impliquées

* RAG-1/RAG-2

e HMG1/2 (high mobility group protein)

e Ku70, Ku80, DNAPK, XRCC4, Ligase IV
o Artemis: hairpin/exonucléase = régions P

e TdT: polymerase = régions N
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La recombinaison V(D)J (5)

Réarrangements en phase vs. hors phase :

- CGA
- CGA
- CGA
- CGA
- CGA
- CGA

TG

- CGA
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CC
CC
CC
CC
CC
CC
CC

N(D)N

g aa

g gaa
g gaa ¢
g gaa gt
g gga agt
g gga agt t

Parmi les réarrangements possibles impliquant

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

Cys Ala .V >

< J.. Phe Gly
TCGC TTT GGT

G C

GC

GC TTT GGT +

G

GC

GC TTT GGT +
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Les regions CDR1, CDR2 & CDRS3

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

2 2007 W H. Freeman and Company
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Diversité & Mise en place des
repertoires lymphocytaires B et T

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 groupés dans une méme sous-
famille s’ils partagent au moins 75 %
d’'identité au niveau nucleique.

sous-famille V1 sous-famille V2

| <75% B 21
>75% < - I 522 | >75%

| vp.3 N V525
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Organisation génomigue
du locus TCRa humain

LV x 70-80

00000000=-=00000000 -

e Chromosome 14

e 1.1 Mb

 50-60 Va groupes en 41 sous-familles
e 61 Ja, un seul Ca
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Organisation génomigue
du locus TCRB humain

D,

SO -

(C) Current Biology Ltd/Garland Publishing

e Chromosome 7

« 685 kb

e 6/ segments V3

o 30 sous-familles (1-9 membres)

« 2D, 13 JB, 2 CB, en deux repéetitions
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Organisation génomigue
du locus TCRy humain

Centrarmeric

e

JF1 1T JF2 12 Sikncers

Enhancer

imokp—————— 1 56— 40 kh—1

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

 Deux formes Cy2 sans cystéine dans le
peptide charniere - pas de pont disulfure
avec la chaine TCRo
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Organisation génomigue
du locus TCRo6 humain

o chain

o chain

Viv2 Dx 3 Jx 3

EEEIS .

(C) Current Biology Ltd/Garland Publishing

e Chromosome 14, inséré dans le locus TCRa
e 3V principaux, 3 Do, 3 Jo, un seul Cb

 Des Vo sont utilisés par les chaines TCRO:

Va/dl4.1, Vo/d23.1, Va/d29.1, Va/d36.1, Va/638.2
e 20U 3 Do souvent en tandem dans CDR3
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Organisation genomique
des locus TCR chez la souris

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

(Von=~100;Vgn =~10) (Jyn=~50)
LV,1 LV,2 LV,n LVgl LVsn DgiDg2Js1s2 €5 LVs5 J 15,203 Jon  C,

HHHH

Mouse TCR B-chain DNA (chromosome 6)

(VBn =20—30)

Mouse TCR y-chain DNA (chromosome 13)
LV.,5 LV,2 LV.4 LV.3 J1 C/ L J3 Cg3 C2J2 L

sHEHHEAHHEHHEHAH ¢

. = Enhancer

{ = pseudogene

Figure 9-5
Kuby IMMUNOLOGY, Sixth Edition
© 2007 W.H.Freeman and Company
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Organisation génomigue
du locus IgH humain

e Chromosome 14
e 1.2 Mb

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

e 2/ DH,6JH, 9 CH
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Organisation génomigue
du locus Igk humain

L 3 '|'||r'b,' E

L1 Vil L2 W2 L Vi-40 Jx1-5 Ck

e Chromosome 2
e 1.8 Mb

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

e Vk organisés en deux repétitions en miroir
e 5 Jx, un seul Ck
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Organisation génomigue
du locus IgA humain

e Chromosome 22
e 1 Mb

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

o /-11 clusters J-CA (4-5 fonctionnels)
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Organisation genomique
des locus Ig chez la souris

H-chain DNA
PLVy P LVy

s-@—-HEHO-HIH-

k-chain DNA
pPLV.,. PLV, pPLYV,

A-chain DNA
P LVi2 J)22),4 G4 \2-4E

_E_

Figure 5-22
Kuby IMMUNOLOGY, Sixth Edition
© 2007 W.H.Freeman and Company
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¢,3 C,1 C.2b C2a C C. 3',E

{ H @3
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@
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Diversité & Mise en place des
repertoires lymphocytaires B et T

4. Mécanismes de diversification
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Différents types de réarrangements

Par inversion

- - - mm e m - —

Inversion sur le chromosome



Réarrangements secondaires (1)

germline f—

primary
recombinant

secondary
recombinant
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Réarrangements secondaires (2)
Vi, D

germline  FEZZE>—_alD— -4

primary DJ /g7 e

recombinant

secondary DJ
recombinant

heptamere

cryptique \ -

primary VDJ
recombinant

“VH-replacement”

secondary VDJ

[ <&
recombinant
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| a maturation d’affinité

© Current Biology Ltd/Garland Publishing

« Reponse primaire » « Reponse secondaire »
7 jours apres la 1¢6re 7 jours apres la 2¢me
Immunisation immunisation au jour 14

- Hypermutation somatique dans les centres germinatifs

IF2011 MV423 IF-1Ib 42




AlID est nécessaire pour la
commutation et I'hypermutation (1)

7 T N
A III -HH
Vv J

recnmbmatmn l

N

Somatic Class switch
hypermutation recombination

3

AID: Activation-induced cytidine deaminase

Teng & Papavasiliou (2007) Annu.Rev.Genet. 41:107.
IF2011 MV423 IF-Ilb 43




AlID est nécessaire pour la
commutation et I'hypermutation (2)

IgM in response to immunization IgGin response to immunization

First Second First Second
immunization immunization immunization immunization

0.6
0.5
0.4
0.3
0.2

v
b, —
c
-
>
=
n
-
-
o)
-
<

Kuby IMMUNOLOGY, Sixth Edition
© 2007 W.H.Freeman and Company
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AlID est nécessaire pour la
commutation et I'hypermutation (3)

Mutations in variable-region mRNA

AID (+/-)
80 CDR1 CDR2

0
40 - AID (—/-)

| B,

| VH messenger RNA

N terminal

Figure 5-17b
Kuby IMMUNOLOGY, Sixth Edition
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AlID est egalement nécessaire
pour la conversion génique

A. |g Heavy Chain Locus

p E Su Cu C8
Sllo - o o o o - -0 &

B. Hypermutation C. Gene Conversion D. Class Switch Recombination

] VDJ \I.N p VDJ E P VDJ E S Se 3RR
CEE- LRS- —EEOu— @b
— =

Papavasiliou & Schatz (2002) Cell 109:S35.
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Conversion génique (1)

~20 Functional
«— pseudogenes—» gene segments

U‘NHH U‘NHH

—— Germ line DNA

l V(D)J rearrangement
v DJ

B cell DNA

l Somatic gene conversion

B cell DNA

IF2011 MV423 IF-1Ib



Conversion génique (2)

1yVyy family (80-100 yVg)

1 family ~200 Vi (50% wVy)

! ' Vui

IF2011 MV423 IF-1Ib Welill and Reynaud (1987) Science 238:1094-109&




Diversité & Mise en place des
repertoires lymphocytaires B et T

5. Différenciation lymphocytaire Bet T

IF2011 MV423 IF-1Ib 50




Les lymphocytes T
se differencient dans le thymus




Architecture cellulaire du thymus

Subcapsular 8 v
fegiun

Immature CD3I 478
double-negative thymacytes

& A
o0 &f

Immature CD374°8"
double- p-::usitive thymocytes

Cortico-
medullary
junction

Mature CD4"B™ and CD374
thymocytes |

Medulla .
G E

(C) Current Biology Ltd/Garland Publishing

cartical
epithelial
coll

dendritic
call

medullary
epithelial
cell

macrophage




Stades de difféerenciation
des thymocytes

* Les différentes populations identifiees
correspondent a des stades de
différenciation des thymocytes

e Chaque stade peut-€étre critique pour:
— les réarrangements du TCR
— |la restriction par le CMH

— |la sélection positive ou negative

- notion de points de controle (checkpoint)

55
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ldentification du pre-TCR

* Lors de stades précoces de
differenciation, la chaine TCRf
est trouvée en surface sans la
chaine TCRa

=> |dentification de la chaine pTa

IF2011 MV423 IF-lIb D’aprés Borst et al. (1996) Curr. Op Immunol. 8181-19§6




Role critique du pré-TCR

e pTa (gp33) exprimeée tot dans
I'ontogénie et associee a CD3/TCRf

o ’expression du pré-TCR a la surface
du thymocyte permet :

— transition du stade double négatif CD4"

CD8™ (DN) vers le stade double positif
CD4" CDS8™ (DP)

— exclusion allelique
(arrét des rearrangements TCRp3 )

— prolifération des thymocytes DP
— induction des réarrangements TCRa

IF2011 MV423 IF-1Ib 57




Differenciation des thymocytes (1)

TN/DN (CD4-CD8CD3")

PTo:B*
cycling
DNZ

= CD25 +
DP (CD4*CD8*CD3*)
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Differenciation des thymocytes (2)

(1%
.
+

CD8

(C) Current Biology Ltd/Garland Publishing
IF2011 MV423 IF-lib




Differenciation des thymocytes (3)

CD3 48
‘double-negative’ cells Engagement
N CD3 cytoplasmique

Réarrangements f3, vy, o
PpTa cytoplasmique
Engagement ap/yo

2 L e Expression CD4/CD8

CD3'pTacB 48 Cvrlitcinm allAliniia

large active CXCIUSIon ailelique p
‘double-positive” cells E=golli{=]g-14[e]g

'{E} Réarrangement TCRa
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Exclusion allélique

e Un réarrangement TCRf 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-1Ib 63




Réqgulation des réarrangements

« TCR9, TCRy et TCRp réarrangent en méme
temps au stade pro-T

e Les rearrangements TCRa sont limités aux
thymocytes pré-T DP engages vers la lignee
of3 et exprimant TCRf

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

e Tres peu de double TCR malis souvent
double TCRa au niveau ARN (~30%)
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Differenciation des thymocytes (4)

."Iq._

= T i = gt
CD3 pTec3 4°8
large active
‘double-positive’ cells

Sélection positive
Sélection négative

+ SRR S g
CD3 w3 48
small, resting cells



leferenC|at|on des thymocytes (5)

Sélection positive

- Sélection négative
CD3'a:p4'8
small, resting cells

Engagement CD4/CD8
Restriction pour le CMH

Fonction effectrice

.:,rraﬂll resting LHIl’::
‘single-positive’ cells

Export to periphery

IF2011 MV42 (C) Current Biology Ltd/Garland Publishing



Sélections positive et négative (1)

o Sélection positive: le TCR doit avoir une
certaine reactivité avec une molécule du
CMH du soil

o ’expression du co-recepteur CD4/CD8
sult la restriction pour le CMH
- CD4/classe Il et CD8/classe |

o Sélection négative: les cellules T
autoreactives (reconnaissant CMH
+ peptide du soi) sont éliminées
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Sélections positive et negative (3)

Thymocytes Lymphocytes T

Immatures péripheéeriques
(C) Current Biology Ltd/Garland Publishing matures
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Differenciation thymique: souris

Pro-T cell Pre-T cell Transihonal T cell T cell
I 11 ] I 1 I ]
CD4-CD8" CD4+CD8*
I ] I 1
CD44+25~  CD44+25* CD44725% CD447257,
@ @ @mﬁﬂ = — @“W
TCRofy
A T T T
Taf RAG- RAG- CD35'-
TCRp™- x TCRP tg
pT::n:‘Jr -
T'YS GDBEHI-
TCRp - D=1 V-D-J V-D-J V-D-J V-D-J
TCRa - - -V-J --J V-] V-J
PTa == e + + + -

© 1996 Current Opinion in Immunology

IF2011 MV423 IF-lIb D’aprés Borst et al. (1996) Curr. Op Immunol. 8181-19?8



Differenciation thymigue: homme

Pro-T cell Pre-1 cell Transthonal T cell T cell
1 11 1 | 1 i |
CD4-CD8" CD4tISP CD4rCDg*
|
CD34*CD38dim CD34*CD38* CD34*CD1la* CD4*CD1la*
@ @ @mﬁﬂ @‘ q @‘
TocB
Ty8
TCRp - D-J V-D-J v-D-J vV-D-J V-D-J
TCRox - - -iV¥-J -V-l] V-J V-J
FTor = = + + i -

1986 Currant Opinon in Immunology

IF2011 MV423 IF-lIb D’aprés Borst et al. (1996) Curr. Op Immunol. 8181-1993



Développement T chez 'homme (2)

e Des huit semaines de gestation, on observe
la synthese de chaines TCR3 en méme
temps que la colonisation du thymus par des
precurseurs T

e Les premieres cellules yo et o apparaissent
en meme temps

* Le repertoire T est en place des la fin du
premier trimestre de gestation
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Caractérisation du pre-BCR

Pre-TCR

VpréB CD179a
A5 CD179b

TTAST TTAST Plasma
YY YY membrane

COOH COOH

© 1996 Current Opinion in Immunclogy

D’aprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-199¢
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ROle du pré-BCR

e Exclusion alléligue: Un rearrangement 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 preé-B:

- Enrichissement en réarrangements productifs
 ...Induction des rearrangements IgL.:
—>Production d'une Ig complete

IF2011 MV423 IF-1Ib 87




Differenciation des lymphocytes B

(a) T lineage

CO4-Coa"
it coatcDat co4*coat
cDzs ; AF - A+ o
Chaale :
i RN

L Raarrange o

.H-. -..--_.

{b) B lineagea

Pro-Bpre-B-1 Large prp--| Small pre-B-I| Immature &

CGD45RT
o=kt ™ Fatl 1
[ el Cog2e™
D43 L 1= I
T L T

CD45R®

Rearrangs Hearrange |

B Immature -> IgM+
B mature -> IgM+IgD+

Lin and Desiderio (1995) Immunol.Today 16:279-289.
IF2011 MV423 IF-Ilb 8



Réarrangements en série...

p heavy chain inhibits W + k chains inhibit
rearrangement of . allele #2 rearrangement of k allele #2
and induces k rearrangement and A\ rearrangement

\ w + k chains inhibit

@ A rearrangement
/50“\)?« i L i + A chains inhibit

/7
~ \\V Productive Productive rearrangement of A
&

Dy J4 allele #2
allele #1 allele #1

~ Y 4
i g VK JK Productive
Progenitor < allele #2 &
B cell 4

. ~

' Nonproductive Vs 3]  Productive
Productive jlele #1 k) _< allele #1 f7
allele #2

d 3
L Nonproductive V) J,/ Productive
'9} allele #2 e —< allele #2
Nonproductive\‘%

allele #1 Nonproductive \
allele #1

Nonproductive Nonproductive
allele #2 allele #2

l |

Cell death Cell death

Figure 5-11
Kuby IMMUNOLOGY, Sixth Edition
© 2007 W.H.Freeman and Company
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Conclusion

IF2011 MV423 IF-1Ib 91




Diversité des chaines Ig et TCR

o La diversité des chaines d’lg et de TCR
est le produit de :

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

— Ajout/elimination aléatoire de nucleotides a la
jonction des segments géniques (CDR3)

NNNN

IF2011 MV423 IF-1Ib 92




Diversité jonctionnelle CDR3 ;
une stratégie générale

Vi NI D N2 J

=] |

10 @B 0@ GH |

CDR? COR2 CDR3
50 50 107

\;

K J

I I U i

] IGK

CDR1 CDR2 CDR3
o =0 100

Vé

v N1 D N2 J

| 11 0 8 8 0 C__]TCRp

CDR1 CORZ COR3
60 &0 108
v, N ]

= ] B @ ] TCR a

COR1
10

CORZ

10
vy

CDR1 CDRZ CDR3

000

TCR ¥

CDR1
a8
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Estimation de la diversite (1)

N-region nucleotide addition

T-cell receptor

Vv J
o, v, and

o chains

g i
(5461)' = 5.5 X 103

V_DJ Bands

[,

I
(5461)% = 3.0 X 107
V DDJ

™1
(5461)3 = 1.6 X 1011

Figure 9-8d
Kuby IMMUNOLOGY, Sixth Edition
© 2007 W.H.Freeman and Company

o chain

Immunoglobulin

T = Addition of 0-6
nucleotides (5461
permutations)

Vv

DJ

T

Heavy
chain

(5461)%2 = 3.0 X 107




Estimation de la diversite (2)

/.1 BB Sources of possible diversity in mouse immunoglobulin and TCR genes

IMMUNOGLOBULINS of T-CELL RECEPTOR v3 T-CELL RECEPTOR

Mechanism of diversity H Chain k Chain a Chain B Chain v Chain 3 Chain

ESTIMATED NUMBER OF FUNCTIONAL GENE SEGMENTS*

101 85 79
13 0 0
4 4 38

POSSIBLE NUMBER OF COMBINATIONST

Combinatorial V-J 101 X13 X4 85X 4 79 X 38 21 X2 X 11 6X2X2
and V-D-J joining 5.3 X103 3.4 X 10?2 3.0 X 103 4.6 X 102 24
Alternative joining - - - + +

of D gene segments (some) (often)
Junctional flexibility 4 +
N-region nucleotide addition* - 1015 - 1018 +
P-region nucleotide addition

Somatic mutation

Combinatorial association of chains + +

*Immunoglobulin data from Table 5-2; TCR data from Baum et al., 2004, Nucleic Acids Research 32:D51.

A plus sign (+) indicates mechanism makes a significant contribution to diversity but to an unknown extent.
A minus sign (—) indicates mechanism does not operate.

*See Figure 9-8d for theoretical number of combinations generated by N-region addition.

Table 9-3
Kuby IMMUNOLOGY, Sixth Edition
© 2007 W.H.Freeman and Company




Mise en place des répertoires

Moelle osseuse/Thymus

/ Locus IgH/TCRB Locus IgL/TCRa N\
V DJ C V J C
Répertoire —— i
potentiel/ %
génetique

- Vv -V - Vv -V
Réarrangement

Répertoire{

émergent 6}: BCR/TCRaf
Sélection positive NN
\ Sélection négative : /
Reépertoire Lymphocyte
disponible% mature BCR/TCRap
Périphérie
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