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Les antigénes T-dépendants (T-D):
« Antigenes protéiques
* Apprétement de I'antigéne et présentation CMHII a des LT helper

Les antigenes T-indépendants (T-I) :
¢ Help des LT non nécessaire
« T-l type |: mitogénes (LPS, CpG, poly-IC), activateurs polyclonaux

« T-l type |l: protéines multivalentes, polysaccharides (motifs répétitifs), engage le
BCR >> réponses spécifiques de 'antigéne

UPITI C Initiation de la réponse anticorps
\881 PARIS Cartographie de la rencontre avec
I’'antigéne

* Quels sont les sites de rencontre entre LB et antigénes in vivo ?
Mécanismes d’interaction ?

* Les cellules B peuvent rencontrer et répondre a I'Ag par différents
mécanismes de fagon dépendante de la nature et de la taille de
I'antigéne lui-méme, ainsi que du contexte cellulaire et de la localisation

de la présentation de I'antigéne

* Important pour l'initiation de la réponse (interactions avec T helper)
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1881 PARIS Cartographie de la rencontre avec
I’'antigéne

« Probabilité de I'événement rencontre entre un Ag et un lymphocyte
spécifique de cet Ag capable de monter une réponse rapide et efficace a
priori faible

¢ Pour augmenter la probabilité de cette rencontre : événement qui a lieu
dans sites bien définis >> ganglions ou rate ( organes lymphoides
secondaires)

« Sites avec une microarchitecture hautement organisée avec
compartimentation des interactions cellulaires >> environnement idéal pour
l'initiation des réponses immunes

« OLlIre trés connectés au systémes sanguin et lymphatique >>
concentration des Ag qui circulent dans I'organisme
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a  Lymphnode

Batista et Harwood, Nature Reviews
Immunology, 2009

Initiation de la réponse anticorps
Cartographie de la rencontre avec
I’'antigéne

Ganglions lymphatiques:
« Capsule externe collagéne protectrice

« Division en différentes régions:

» Région macrophages sous-capsulaires
(cortex) en bordure des zones B

» Follicules : Les LB dans cette zone sont
organisés en aggrégats. Contiennent des
cellules dendritiques folliculaires ICAM1 +
VCAM1+ Complement/Fc receptors +). Dans
follicules >> centres germinatifs

» Paracortex: zone T : adjacente aux
follicules. Contient HEV (High Endothelial
Venules) + APC

» Medulla, zone la + interne des ganglions,
contient LB, LT et riche en DC et
macrophages
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1881 PARIS Cartographie de la rencontre avec

e o I’antigéne
La circulation dans les ganglions lymphatiques:

« La lymphe (chemokines + antigénes collectés
.. dans le corps) entre dans le ganglion via les

' vaisseaux lymphatiques afférents >> sinus
subscapsulaires >> sinus trabeculaires >>
medulla >> vaisseaux lymphatiques efferents

¢ La lymphe peut également circuler via faisceaux
b Conduit network =\ < de collagéne entourés de FRC (Fibroblastic

O — Reticular Cells) (Conduit Network) >> permet
T | passage de composants de faible poids
R moléculaire de la lymphe vers HEV

£

* HEVs dans le paracortex: entrée et sortie de

*
re lymphocytes dans et de la lymphe
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Batista et Harwood, Nature Reviews
Immunology, 2009
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Batista et Harwood, Nature Reviews
Immunology, 2009

Initiation de la réponse anticorps
Cartographie de la rencontre avec
I’'antigéne

La rate :

Organisation similaire a celle des ganglions

« Dans pulpe blanche : Zones B (follicules), zones
T contenant un réseau de cellules réticulaires
(paracortex ou periarteriolar lymphoid sheat,
PALS), arteriole centrale et zone marginale

* Le sang arrive a la rate par branches artériole >>
zone marginale >> pulpe rouge

« Zone marginale: contient macrophages, DC +
population particuliére de LB : les LB de la zone
marginale (participent au développement des
réponses T-dépendantes et T-indépendantes
précoces)

¢ Pulpe rouge: trés irriguée, contient APC et
lymphocytes et cellules plasmatiques
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Transport de a Splenic marginal-zone B cells transport antigen to FDCs b Follicular 8 cells in the lymph node transport antigen to FOCs
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Immunology, 2009

UPmC Initiation de la réponse anticorps
Le complexe BCR
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The B-gell
co-feceplor complex
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La synapse B
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Initiation de la réponse anticorps

La synapse B

(a) Pre-synapse stage

(b) Mature B cell immunological synapse

-1§ FoyRli l
A
9 f\ntlgel.

siGNR1 fED21

‘ .Csb

VCAM-1

’ MHC-I|
Internalization Antigen
B cell @ ‘ . processing
dSMAC |pSMAC | cSMAC PSMAC | dSMAC
7 )

Current Oiréon in Immunclogy

SMAC: Supramolecular activation cluster
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IaRi PARIS
Pr ing cell Recep Antigen pr d
Macrophage MAC1 Complement-coated antigen
FeyRIIB 1gG-coated antigen
DC-SIGN Carbohydrate-containing antigen
DC FeyRIIB IgG-coated antigen
DC-SIGN Carbohydrate-containing antigen
FDC CR1andCR2 Complement-coated antigen
FcyRIIB lgG-coated antigen

Marginal-zone
Bcell

CR1andCR2 Complement-coated antigen

FollicularBeell CR1andCR2 Complement-coated antigen

FeyRIIB

lgG-coated antigen

La synapse B

Presentation strategy

Remains on the cell surface

Internalized in neutral endosomes and recycled?
Internalized in neutral endosomes and recycled?
Internalized in neutral endosomes and recycled?
Internalized in neutral endosomes and recycled?
Remains on the cell surface

Internalized in neutral endosomes and recycled?

Remains on the cell surface

Remains on the cell surface

Internalized in neutral endosomes and recycled?

CR, complement receptor; DC, dendritic cell; DC-SIGN, DC-specific ICAM3-grabbing non-integrin; FcyRIIB, low-affinity Fc
receptor for IgG; FDC, follicular DC; ICAM3, intercellular adhesion molecule 3; MAC1, macrophage receptor 1.

Batista et Harwood, Nature Reviews

Immunology, 2009

UPMC

LRAi PARIS

La signalisation du BCR
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La signalisation du BCR

Les autres signaux : le help des LT

» Présentation de I'Ag par LB pré- A
activé a un LTh e ©
. . 4—1,\/\@}“ BTAP-1
Interactions TCR / CMHII + peptide ﬁos
- mmb:; présenté par le LB) \Tho
g > Interactions molécules de
5 g costimulation
| » Production de cytokines
e
= o
T ) e gy o key
W faggrh () kinase > Prolifération LB et formation de
(o) Greiny sl (0 adoprer centres germinatifs (commutation de
v ' Q) [ueripton classe et hypermutations somatiques)
- T nucleus X e
(G4 Gy By T divect modification Mécanismes dépendants de AID
@% gfﬁu/@ "7 fransiacation (Activation-Induced Cytidine
_ reeruftment Deaminase)
L r ignaux : le hel LT .
’ es autres signaux : le help des e Les autres signaux : le help des LT
MREi F MREi F

HIGMI ——] c%-:_ CD40-L
,, CD40

HIGM3 ——— c}(o

XHM-ED — NE%MK

——— Higmz

Mucleus

Current Opinian in Immunology

a sap"” OT-2 3p* OT-2 MD4 B cells

]

i1

Median cantact time (min}
2

& “15. ‘PP - sap™  sap"
T-B contact time (min) ~

Qi et al. Nature 2008

SAP: petite protéine adaptatrice impliquée dans l'activation des LT

Déficience en SAP >> défaut de formation de centres germinatifs




mc Rencontre du troisiéme signal...
L’activation des TLR

LRAi PARIS

Medium Anti-lg Thelp  Anti-lg +T help gp

P lTl C Fonctions des lymphocytes B

IRAi PARIS

Les lymphocytes B régulent les réponses immunes et le
développement du systéeme immunitaire

Early stage disease Late phase disease B Cell

4005,
1 il" Antibody production
)| A B o
= e "s" Y Y s g
§ | Natural Ab Adaptive Ab  Autoantibody | i :{:ﬂ'
i ] M e ] w = Tioeam  man Positive regulation Boreegti D_: o1
— CFSE / \\‘ - - Ag presentation / Cylokine production TGF-§
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B / Wy (CDA40, B7, DX40L) )
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Ruprecht et al, Eur J I I, 2006 o @) "/”5\ , Woundhesing
uprecntetal, cur mmunol, antigen Denditiceat e aton
U Pmc Réle des lymphocytes B dans U Pmc Réle des lymphocytes B dans
R I'autoimmunité ? B I'autoimmunité ?
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TCell

Nature Reviews | immuncie £y Regulation suboptimal Regulation optimal
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Nature Reviews | Immunol logy
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Fonctions des anticorps et

1881 PARIS regulation du systéme immunitaire

par les anticorps

Site fixation antigéne

Fonctions de liaison a la cible

Site de fixation RFcy
et complément

Fonctions effectrices

(D’apreés Brekke et Sandlie., Nat Rev Drug Discover, 2003)
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Opsonization
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Katie Ris-Vicari

Fonctions des anticorps
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Complement
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[ V- Phagocytosis
- %
receptor
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Interaction with
C3b receptors
on immune cells

D’aprés Cartron

Fonctions des anticorps

Chemotaxis and activation
of immune cells

et al., Blood 2004




mc Pmc Les différents types de RFcy
o d S Fonctions des anticorps ol S
Activating Fc receptors Inhibitory Fc receptor
Mouse
Fonctions effectrices via interactions Fc / RFc : = HWE% un% ; b
; =
Fixation aux RFc: mav g § ¢ e fe ; M ¥ e
Y 1: § 3
|gG - RFCY RFCH Name FORRI FeRIll FORIV i FCyRIIB
’ Affinity High Low to medium Low to medium Low to medium
IgA = RFcal L }
Structure 1
’ 9}
IgM = RFcu E'? % | % E 3
L I i . |
« o o n a-GPI [
IgE = RFce % % :
Name FoRl FoRIA FoRIC FoyRINA FeRlIB FoyRiiB
Aty LUE ot IR L R L s
Alleles FORIA™H FOyRIIA™ NAL FORIB™
FOYRIA™™ FOyRIIAM NA2 i FOyRIB™!
Nature Reviews | Immunclogy
~MC Les RFcy humains ~MC Interactions IgG / RFcy
ARl PARIS ARl PARIS
hFcyRI hFcyRIIA hFcyRINIB
TIITIININGE rreeemeieeneaeee Naoha
2 R RYRVRS |¥ - & YUUSSYI GPlISSEsLY olboﬁglsulphlde bridges
o
ITAMg vy
g
(or yy, or £T)
hFcyRIIB1  hFcyRIIB2 hFcyRIIC

Fe-fragment

et Oosthuizen, Bioch:

Soc. Trans., 2002
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Expression des RFcy

Urili Expression des RFcy
e ﬂ:‘ “’] ”A [Fn ‘:’ i \B&{ PARI
naj[f L'i: ; [y ~|[{1 2 )
I : { HIE 1 | i itai
NG K o W L » La plupart des cellules immunitaires (macrophages,
X g monocytes, cellules dendritiques) ont a leur surface a |a fois
el S 52 e i oA sl g : des RFcy activateurs et des RFcy inhibiteurs
Monocytes, Monocytes,  Cellules Cellules NK, Neutrophiles  Lymphocytes B, basophiles,
macrophages, macrophages, NK monocytes, mastocytes, monocytes,
précurseurs neutrophiles, macrophages macrophages, cellules
CD34* cellules dendritiques
dendritiques, . . ,
plaquettes » Deux types cellulaires ne co-expriment pas des récepteurs
Activating Fc receptors Inhibitory Fc receptor t t t . hbt .
e activateurs et inhibiteurs:
b b * Les cellules NK (RFcylll*)
(5. }9)] ) ~
{EHE HE {
g § @ iy ™ @ « Les lymphocytes B (RFcylIB*)
Name FoRI F;':*:I | FORIV FOyRIIB
Monocytes, Cellules NK, Monocytes, Lymphocytes B, basophiles,
macrophages, monocytes, macrophages, mastocytes, monocytes,
cellules macrophages, neutrophiles, macrophages, cellules
dendritiques neutrophiles, cellules dendritiques , neutrophiles
cellules dendritiques
dendritiques
Vg 118 Isotypes et fixation aux RFcy Vg 118 Isotypes et fixation aux RFcy
Human
HPCLES 1S 18 1Y =) I e Pour 'THomme : IgG1 et IgG3 pro-inflammatoires
E & 105 ) =
3““ U:, FHE i -
' ks N : : : -
y' * Pour la souris : IlgG2a et IgG2b pro-inflammatoires (activité > 1IgG1 et
Name FoRl FeyRIIA FoRIIC FoyRIIA FeyRllB FoyRIIR IgG3 in vivo)
19G1 19G1 1gG1 19G1 1gG1 19G1
19G3 19G3 19G3 19G3 19G3 19G3
>> 1gG4 19G2 19G2 >> 1G4 >> 1G4 > 1gG2
>>19G4  >>1gG4  >>1gG2  >>IgG2 T > 1gG4 » Malgreé ces capacités d’interactions in vitro, I'activité in vivo de
— AR o ierpion bl e chacun des isotypes peut dépendre d’autres facteurs (cellules
2 : effectrices RFcy*, environnement cytokinique....)
Structure L}:\‘ LL‘) 5
”l[;: M 1? f
mam-—§ f @ TE mm ¥ Exple: dans le modéle de thrombocytopénie immune : activité in vivo des
Y ¥ ¥ 1gG2b exclusivement dépendante du RFcylV
Name FORI FeRIll FORIV FOyRIB
19G2a 1gG1 19G2a 19G1
IgG2a 1gG2b IgG2a
19G2b >>|gG3 19G2b
>> 19G3 >> 1gG3




UPMC

WaAi PARIS

« Release of chemoattractants
+ Release of cytotoxic substances

« Release of vasoactive substances * Phagocytosis
* Release of chemoattractants \

Neutrophil /5 '/~

Fonctions des RFcy

Mast cell Basophil @ oo ottt ol
: R 4 * Oxidative burst
&> c"o ,S Monocyte or 'gyf{xomf“y
'l macrophage s e g
pre-inflammatory
mediators

* Modulation of cell activaticn
* Antigen presentation (T cells and B cells)
+ Regulation of peripheral tolerance

D& Teell / E \>\ Dendritic cell

D4’ Tcel

—I  Activating Inhibitory
’ T~ FR T FeR

.q‘
: _‘{q’ - -4
L’% f &-Antigen
{ / Annbody—* ﬁ 1“,‘( \
< \_

{ '\J \ ,)

+ Modulation of cell

« Shaping the B-cell

I A

B cell

Plasma cell

* Apoptosis
activation Ap——”

repertoire

Nature Reviews | Immunology
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Fonctions des RFcy

Cross-link RFcy activateurs :
* Phosphorylation ITAM (Src)
* Recrutement kinase Syk

* Phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphate

» Ca?* intracellulaire

Endocytose, phagocytose, ADCC, production de cytokines....

ITIC Fonctions des RFcy

MRl PARIS
ADCC ou Cytotoxicité cellulaire médiée par les anticorps

Neutrophiles

Enzymes
Enzymes, Perforines

Cellule NK

Perforines, TNF

Eosinophiles

Enzymes, TNF

Macrophages

& Récepteur Fc
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Nature Keviews | Imimuna o

Fonctions des RFcy

Cross-link RFcy inhibiteurs et BCR :
¢ Phosphorylation ITIM (Lyn)
* Recrutement phosphatase SHIP

« Hydrolyse Phosphatidylinositol-
3,4,5-triphosphate

Inhibition de I’activation des LB, apoptose des LB
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Fonctions

des RFcy:

applications thérapeutiques

L’engagement du RFcylIB comme régulateur de la réponse humorale

Prévention de

Hémol I les r . e
émolyse globules rouges I’alloimmunisation

foetaux RhD*

'S

f \

®r @
- . &3 7;_7—
Hémolyse GR % -
.,tp RhD* feetaux -
= Wonid-s
—¢ Anti-RhD (materne) = RFcylIB
— BCR =< .
== RFcylIANIA Anti-RhD

(prophylaxie passive)

Inl*ion

—< Anti-RhD (Prophylaxie passive)

== RFcylIB
=== RFeyl/l
—— RFeylll

—<BCR

1 Ag RhD
* ITIM
¥ ITAM
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Modulation des fonctions effectrices
des anticorps

Le role de la N-glycosylation du Fc
O

FORINA

Potential sialylation site
SA — Gal — GlcNAc — Man
arm w6
GleNAC — Man — GIcNAc — GIcNAc —— ASN 297
S . & Gal — GlcNAc — Man/‘"»‘
arm
| Fucose 2G-GO |
L 18G-G or 18G-G2 |
L Native |
Nature Reviews | Immunol logy
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&A1 PARIS des

Modulation des fonctions effectrices

anticorps

Le réle de la N-glycosylation du Fc

B N-Acétylglucosamine

Effet du fucose sur ADCC

@ Mannose

. Galactose

A Fucose A

B> Acide sialique

Niwa et al. 2004)

Asn297 —i—l—.{-l

o-Z-o->

o =0

(Shields et al., JBC, 2002;
Shinkawa et al., JBC, 2003;

Effet du bis-GINAc sur
ADCC

(Umana et al., Nature
Biotech., 1999; Davies
et al., Biotechnol.
Bioeng., 2001)

Production des AcM recombinants dans des lignées cellulaires
présentant une synthése des carbohydrates particuliere

(CHO-Lec13, YB2/0, CHO FUT8"...)
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Immunisations i3
OVA

Jo
|

Modulation des fonctions effectrices
des anticorps

lgG1 anti-OVA

% Fucose

% Galactose

1 — L& oo

Mannose Binding Protein

Récepteurs type lectine

(Monocytes,

; macrophages, NK)
C1r (Complément)
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LRAi PARIS

RFcy inhibiteurs RFcy activateurs

Activation du Sl
| Inflammation
Autoimmunité

réponse immunitaire
Tolérance

Suppression de la [ﬁ‘-

UPMC

Fonctions des RFcy: modéles d’étude
chez la souris et polymorphismes

WAl PARIS
Délétion / Fonctions .
. : Phénotype
Polymorphisme cellulaires
Chail . / Diminution :
haine y (RFc activateurs) ADCC Résistance anaphylaxie

ou Chaine o RFcylll / ou
RFcylll-

Phagocytose et autoimmunité
Opsonisation

RFcyllB

Augmentation:
Réponse des
macrophages aux IC

Flux calcique Sensibilité anaphylaxie et
Phagocytose autoimmunité
Maturation des
cellules dendritiques
par IC

NOD, BXSB, MRL)

olymorphisme promoteur
FCGRIIB (souches NZB,

Réduction de
I'expression du RFcy
1IB sur les LB activés,

les LB du centre
germinatif et les
plasmocytes

Autoimmunité (lupus)

U~PMC

Polymorphismes des RFcy humains

1881 PARIS
inhibiteurs et pathologies associées
Human Promoter Increased level of SLE; Increased Low expression due to decreased binding of activating
polymorphism disease severity transcription factors
Allelic variant (1232T)  SLE associated Impaired recruitment to lipid rafts
Not defined SLE associated Impaired expression of FeyRIIB

UPMC

Régulation de la production

y .
1881 PARIS d anticorps
Bone marrow ‘
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Conclusions

WA F

¢ La réponse humorale est initiée par la rencontre avec un antigéne qui peut étre
soluble ou lié a la membrane de cellules

 Les premiéres étapes de la réponse humorale font intervenir la formation d'une
synapse immunologique

« La liaison du BCR avec I'antigene induit des phosphorylations de motifs ITAM +
recrutement de protéines adaptatrices

¢ Des signaux supplémentaires sont nécessaires pour une activation optimale des LB
naifs

¢ Un help des LT est nécessaire pour la formation de centres germinatifs
(commutation de classe et maturation de l'affinité)

« Les fonctions des anticorps :sont liés aux fonctions de liaison a la cible + fonctions
effectrices dépendantes des interactions Fc / RFc

« Les propriétés structurales des anticorps ont une influence sur leurs propriétés
effectrices

« La réponse anticorps est régulée par différents mécanismes (certains RFcylIB
dépendants) (autoimmunité : dérégulation de ces contrbles)




