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Génération de la diversité et
différenciation des lymphocytes B

1. Généralités



Etude du systéme immunitaire

« Comprendre la physiologie:
Développement lymphocytaire, mécanismes
d’'activation, de selection et de tolérance

« Comprendre la pathologie:
Facteurs génetiques et environnementaux, auto-
Immunité, immunodéficiences (héritées ou acquises),
persistance

 Stratégies thérapeutiques:
Pronostic, diagnostic, transplantation, vaccination,
therapie anti-cancereuse

- Transfert des technologies (clinique/industrie)



Etude du systéme immunitaire




Emergence de I'lmmunologie

* A la fin du 19¢™me siécle, de la microbiologie

Développement de |la vaccination par Louis
Pasteur (1822—-1895) (choléra, anthrax, rage)

mmunité naturelle:
Phagocytose des microorganismes par les
macrophages (Metchnikoff)

* Immunité acquise:

Découverte des anticorps ou immunoglobulines
(von Behring et Kitasato) = spécificite et
memoire de |la réponse anticorps



Théorie humorale de 'immunité

*La reponse immunitaire acquise est le
resultat des anticorps secretes qui
neutralisent les microorganismes

* Ces anticorps specifiques peuvent étre
induits contre un vaste (infini?) ensemble
d'antigenes



Theéorie des chaines latéerales
P.Erhlich (1854-1915)

 Les anticorps sont des substances naturelles
ancrees a la surface des cellules

* Leur specificité est prédeterminée par une
configuration stéréeochimique

* Le nombre de specificités difféerentes disponibles
est enorme

* Pour induire la production d'un anticorps donné en
quantite, il suffit que 'antigene se lie au réecepteur
approprie et ainsi stimule la cellule qui le porte a
libérer |'anticorps dans le serum



Theéories de la diversité des Ac

* Théorie sélective de Erhlich réfutée par Landsteiner
—> anticorps contre des antigenes artificiels

« Comment la sélection naturelle conserve des genes
codant des anticorps diriges contre des molecules qui
n’existait pas auparavant?

= Emergence des théories instructives et directives
* Developpements de la généetique impliquent qu'un tel

phénomene suppose une modification de la séquence
ADN apres l'interaction pre-Ac/Ag

= Retour aux théories sélectives (Burnet/Jerne)



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

« Chaque lymphocyte
exprime un type unique
de récepteur spécifique
d'antigene

* Les lymphocytes
exprimant un récepteur
dirigé contre un antigene
du soi sont éliminés lors
de la difféerenciation seff anligens




Théorie de la sélection clonale (2)

La liaison avec une bonne =
affinité d’une molécule Qﬂ:i}
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Composants cellulaires
du systeme immunitaire

* Immunité naturelle et Immunité acquise dépendent
de I'activité des leucocytes (globules blancs)

 L'immunité naturelle est essentiellement due a
‘activité des cellules myéloides

 L'immunité acquise est principalement due a l'activite
des lymphocytes B et T

* Ces cellules font partie du systeme hematopoietique
et ont une origine commune, la moelle osseuse



Les lymphocytes B et T

Immunoglobulin

)
-:

1 %

B Ilymphocyte T lymphocyte

—> caractérisés par leur récepteur spécifique d’antigene




La lignee lymphocytaire

Common Specialized Differentiated
progenitors progenitors progeny

. s
Lymphmd |

-cell T cytotoxic

Multipotential
stem cell

T helper/inducer

Myelmd T suppressor
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2. Anticorps et complexe BCR



La molecule anticorps

« La molecule anticorps ou variable
region

M-terminus M-terminus

Immunoglobuline est
composee de 2 chaines
lourdes (IgH) et 2 chaines
légeres (Igx ou Igh)

Vi

« Chaque chaine
comprend une région
constante et une region constant
variable region

* La région variable porte
€ S|’ge ‘de liaison a Bt
a n tl g e n e (C) Current Biology Ltd/Garland Publishing
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Transduction du signal BCR




Les classes d'immunoglobulines
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Les regions hypervariables (1)
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Si 'on aligne les séquences variables d’IgH ou IgL, on
observe trois regions hypervariables dites regions
«CDRs», qui forment le site de liaison a I'antigene...



Les regions hypervariables (2)
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Theorie de la sélection clonale (3)

La theorie selective pose néanmoins le probleme
de l'origine genetique de la diversite :

« Comment expliquer I'extraordinaire diversite ?
(Landsteiner a montre qu'elle est « illimitee »)

« Comment expliquer la constance des domaines
constants alors que la diversite se concentre dans
les domaines variables (Edelman, 1969) ?

« Combien de genes doit-on considerer ?
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3. Recombinaison V(D)J



Un paradoxe genetique

* Beadle et Tatum (1941): un gene, une protéine
« ~50 000 genes dans le genome humain

» Capacité de production d’'une variété « infinie »
d'anticorps et de récepteurs T difféerents

=> Theorie des rearrangements somatiques
La recombinaison V(D)J (Tonegawa, 1976)



« Si les smokings étaient faits d'une seule piece, 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 melanger des pantalons, des vestes, des
chemises et des chaussures de tailles et pointures
différentes. »
La sagesse des genes, Christopher Wills.



Les regions variables sont creees
pendant la recombinaison V(D)J

—— Famille V— (Famille D) — Famille J —
DNA germinal =71 —/+- —|—|—|—|—|—-—

/

Recombinaison D =2 J
Vn !
1 HFI I—-—
N Recombinaison V = DJ
Vn VZ'
DNA réarrangé - /- ”_-_
\Y

DJ
CDRS3 = jonction V(D)J

—> Contact avec I'antigene (lg)
—> Contact avec le complexe CMH/peptide (TCR)



La recombinaison V(D)J (1)

« Expression des proteines RAG-1 et RAG-2

* Accessiblilité du locus > Ouverture de la
chromatine pour permettre le rearrangement

 Reconnaissance de RSS - Heptameére-
espaceur-nonamere suivant la regle 12/23

(C) Current Biology Ltd/Garland Publishing



Séquences signal de recombinaison

 Heptamere > CACAGTG

« Espaceur 12 ou 23

* Nonamere - ACARARAAACC




La regle 12/23 pour les Ig et TCR

7-mer 9-mer g-mer 7-mer
CACAGTG| [ACAAAAACC | GGTTTTTGT| |[CACTGTG |

J
12 23




La recombinaison V(D)J (2)

(a) Cleavage

4
@ Form hairpins

TC
( AG




La recombinaison V(D)J (3)

(b) Joining

%
p—< —y 9 (S

Open hairpins

@ Join signal ends IC
——(Gee AG

activitées TdT l—’rgcess ends
et exonucléase join coding ends

— CCggAAG ——
= GGccT TC =

VV

Signal joint P-region N-region

Coding joint
© 1996 Current Opinion in Immunclogy




La recombinaison V(D)J (4)

Differentes protéines sont impliquees:
 RAG-1/RAG-2

« HMG1/2, Artemis

« Ku70, Ku80, DNAPK, XRCC4, Ligase IV

 Exonucléases, TdT



La recombinaison V(D)J (5)

Réarrangements en phase vs. hors phase :

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

Cys Ala .V >

TGT CGA

TGT
TGT
TGT
TGT
TGT
TGT

CGA
CGA
CGA
CGA
CGA
CGA

CC

CC
CC
CC
CC
CC
CC

N(D)N < J.. Phe Gly
TCGC TTT GGT
g aa G C
g gaa GC
g gaa g GC TTT GGT
g gaa gt G

g gga agt GC
g gga agt t GC TTT GGT

.l.

+



Differents types de rearrangements

il




Sous-familles de genes variables

* Deux segments de gene variables de
chaine de TCR ou d'immunoglobuline
sont groupes dans une méme Ssous-
famille s’ils partagent au moins 75 %
d’identite au niveau nucleique.

sous-famille V31 sous-famille V32

>75%1 vp1.2 I < > I 522 t >75%




Organisation géenomique
du locus IgH humain

 Chromosome 14
* Entierement sequence (1,2 Mb)

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

- 27 DH, 6 JH, 9 CH



Organisation géenomique
du locus Igk humain

Chromosome 2
Entierement sequence (1,8 Mb)

~80 V« (dont ~40 fonctionnels) groupes en
[/ sous-familles

Vk organisés en deux repetitions en miroir
5 Jk, un seul Cx



Organisation géenomique
du locus IgA humain

 Chromosome 22
* Entierement sequence (1 Mb)

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

* 7-11 clusters J-CA (4-5 fonctionnels)



Réarrangements secondaires (1)

germline

primary
recombinant

secondary
recombinant




Réarrangements secondaires (2)
Vi, D

germline HZZZzE—_a— HHHH—I

primary DJ [ p7z77mg>—{ @

recombinant

secondary DJ
recombinant

heptamére

cryptique —~_ '

primary VDJ
recombinant

“VH-replacement”

secondary VDJ

A &
recombinant




Conversion genique

~20 Functional
«— pseudogenes—» gene segments

1Y pV

Ha Hg

— Germ line DNA

l V(D)J rearrangement
v DJ

B cell DNA

l Somatic gene conversion

B cell DNA

© 2000 John Wiley & Sons, Inc.




Détection des rearrangements (1)

 RFLP (restriction fragment length polymorphism)
par la technique de Southern blot.

ADN germinal ADN réarrangé

L VB2 J L VB2J
i {i H/—| ' ﬂ—lﬁ{
E E

E
3 kb 6 kb
<

Sonde V2 Sonde V2

]

-3 kb




Détection des rearrangements (2)
» Détection par PCR aux niveaux ADN et ARN.

ARN

ADN
vV JJ JJ ADN LVB2J C
// réarrangé
—> <+

Amorce 5 Amorce 3

i (NN
VB -> J1 ADNc
—> < —> <4+

otc Amorce V§ Amorce Cj

[ VB -> J4
—> < Cellules T

VB2+  Vp2-
- J1

-J2 I
-J3
- J4 I .




La region CDR3 concentre
I'essentiel de la diversite

La recombinaison V(D)J est imprecise
Activité exonucléase - délétions aléatoires
Activité TdT - additions N aléatoires

La région CDR3 est de tallle variable; c’est la
signature du réarrangement

Vv D J
—

o Cr—



Amorces de sous-familles

» Etant donné l'identité entre les membres
d'une sous-famille Ig/TCR, il est
genéralement possible de dessiner des
amorces spécifiques de sous-familles.

sous-famille V31 sous-famille V32

velt I <750, T V62 |
>75% { vpi2 B < > I /522 } >75%

| vers I I V523

— —
amorce V[31 amorce V[32




La technique Immunoscope (1)

amorce VH1

r = CDR3 JH

Collection de
IgH VH1*

/ N\ amorce Cu/y*...
Amplification VH-Cp*

Analyse des produits PCR apres 30/40 cycles

' Y

Longueur de CDR3 (aa) % d’utilisation

b




La technique Immunoscope (2)

7

VH1-JH1

Intensité de
fluorescence

J}L \ VH1-JH2

10
Longueur de CDR3 (aa)

10
2 dimensions: VxCDR3 3 dimensions: VxJxCDR3

D’aprés Pannetier et coll. (1995) Immunol. Today 16, 176-180




La technique Immunoscope (3)

Courbe en cloche reguliere:
indicatif d'une
| | population polyclonale

Pic proéminent:
indicatif d’'une population
oligoclonale ou clonale
> expansion clonale




Reéponse IgG oligoclonale
chez les souris B6.kASEC

VH J558 VH 36-60
Témoins
Immunisés
L Do Ll Ll L L
B6 Bé-K‘ASEeIghaB‘S-KI; 2 B6  Bb.cyse Iohe 86. 17586
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4. Differenciation des lymphocytes B



La lignee lymphocytaire

Common

Multipotential
progenitors

stem cell

Specialized Differentiated
progenitors

progeny

Lymphoid
T helper/inducer

T cytotoxic

E‘I_ygloid T suppressor

B el —



Questions

 Engagement des précurseurs communs vers
es differentes ligneées lymphocytaires

« Reégulation de la taille des populations
ymphocytaires

* Regulation de la recombinaison V(D)J
+ développement

¢+ specificité tissulaire

+ specificité de lignee

« Sélection des repertoires lymphocytaires



Differenciation des lymphocytes B
Yy
e

Moelle osseuse

V(D)J gene
rearrangement

Membrane
g expression

© 2000 John Wiley & Sons, Inc.

>
lgh gD

7 Wi » -

i Y Plasma cell

il
"

Pro-B Pre-B Immature  Mature Memory
B B B

Dy=du  Vu=Dydy Vi

(¥ Or )

u+ surrogate Ighl lgM + I1gD  Isotype Mo
light chains switch to  membrane
lgG, IgA  expression—
or IgE secretes
Igh, lgG,
IgA or IgE




Caracteérisation du pre-BCR

Pre-TCR

TTAST Plasma
YY membrane

COOH

© 1996 Current Opinion in Immunology

D’aprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-190.



Role du pre-BCR

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

- Une seule chaine IgH produite par cellule B, en
accord avec la théorie de sélection clonale

* Prolifération des cellules pre-B:

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



Differenciation des lymphocytes B

Transitional
Pro-B cell Pre-B cell B cell B cell
I 1 I 1 1 1
CD43*HSA- CD43"HSAT CD43THSAT CD43~
BP1- BP1- BRIt
preBCR preBCR pneBm G“P
T T, A
RAG™" RAG™~
uMT x BCRu tg
A5
BCRu - D-J v-D-J V-D-lJ v-D-lJ V-D-lJ
BCR = - -N-J —-] V-J V-l
kght chain
il - -+ + + = -

& 1996 Currenl Opinien in Immunalogy

D’aprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-190.



Parallele differenciations B et T

Antigen-independent phase Antigen-dependent phase

o

I .
ot |

0—0—0 —
Pro-B FPre-B Immaiure B
@ D> {E ) = _

Plunipotent Lymphaid
glam call FHE L SOT
l'.‘I:Iﬂ

F
>
Plasma call
TCR D4
@
TER

EE:

Pra-1 Pra-T Immature T

~ ,f"

Thymic erwiranment

& 1898 Current Opinion in kmmnunalagy

Actwvated
T ceall

D’apreés Fitzsimmons et Hagman (1996) Curr. Op. Immunol. 8:166-174



Differenciation des lymphocytes B
Yy
e

Moelle osseuse

V(D)J gene
rearrangement

Membrane
g expression

© 2000 John Wiley & Sons, Inc.
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B B B
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u+ surrogate Ighl lgM + I1gD  Isotype Mo
light chains switch to  membrane
lgG, IgA  expression—
or IgE secretes
Igh, lgG,
IgA or IgE
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5. Sélection des répertoires



Notions de repertoires (1)

Moelle osseuse/Thymus

/ Locus IgH/TCR
V
=

Locus IgL/TCRa

DJ C V J C

\_

HE—- L -

- Vv -V - Vv -~V
Réarrangemen

6); BCR/TCRap

Sélection positive
Sélection négative

~

%

A\ 4
'-V"‘ph°cyteé}= BCR/TCRaf

mature

Périphérie



Notions de repertoires (1)

Moelle osseuse/Thymus

/ Locus IgH/TCR
V
=

Locus IgL/TCRa

DJ C V J C

\_

HE—- L -

- Vv -V - Vv -V
Réarrangemen

6); BCR/TCRap

Sélection positive
Sélection négative

~

%

A\ 4
'-V"‘ph°cyteé}= BCR/TCRaf

mature

Périphérie



Notions de repertoires (2)

Moelle Osseuse/Thymus

Infection

- virale

- bactérienne
- parasitaire

N\ réporaie

Périphérie




Notions de repertoires (2)

Moelle Osseuse/Thymus

Infection

- virale

- bactérienne
- parasitaire

N\ réporaie

Peériphérie




Activation du lymphocyte B

'EH“—-:
Ige + Igff =

CD19 |
CD21 {

cost g

«— T
lg H + L: antigen-binding components
lgee + lgfi: BCR-associated signal transduction molecules

+— Additional signal transduction molecules
associated with the BCR

B < —
cell CD32

MHC = —

class 11 -

co4ao

B7.1 and
B7.2

Cytokines
+— Low affinity Fc receptor for IgG (FoyRIlb)

+— Presents processed peptide to CD4"
T cell; binds to TCR and CD4

+— |nteracts with CD154 on T cell to
induce antibody class switch

<+— Costimulatory molecules: interact with
CD28 and CTLA-4 on T cell © 2000 John Wiley & Sons, Inc.




Quantité versus qualité

A. Difference In nuclear quality:

Fn-s:tlun Hagatlwe

response response
genes genas

Affinité, cytokines, molécules d’adhésion et costimulation

Healy and Goodnow (1998) Annu. Rev. Immunol. 16: 645-670.




Quantité versus qualité

B. Difference in signal quantity:

r L} . )
.". -..__-' g |
|

A BC

letlua / Hng—!tlu\
response response

genes Qenes

Affinité, cytokines, molécules d’adhésion et costimulation

Healy and Goodnow (1998) Annu. Rev. Immunol. 16: 645-670.




Quantité versus qualité

C. Difference in signal quality:

.x."“. 4

"'._-'1.-"

.ﬂ. C
3

/ u-mlhla- Egati'u'ﬂ
response response

genes genes

Affinité, cytokines, molécules d’adhésion et costimulation

Healy and Goodnow (1998) Annu. Rev. Immunol. 16: 645-670.




Immunité versus tolerance

Bane marmow Blood Spleen & Lymph nodes

Foreign antigen W,

D’aprés Healy et Goodnow (1998) Annu. Rev. Immunol. 16: 645-670.




Sélection des lymphocytes B

Cell-bound self-antigen Soluble self-antigen

Deletion Anergy
= death by apoptosis = long term inactivation

Receptor editing =
reactivation of V(D)J recombination

|

B cell with receptor for non-self antigen

© 2000 John Wiley & Sons, Inc.



Memoire immunologique

Antibody 3

(ugmi-! serum)

S rasponse 10
anhgen B

{C) Current Biology Ltd/Garland Publishing

A Principe de la vaccination



La commutation isotypique

© 2000 John Wiley & Sons, Inc.

C region genes

S

— 8y,

Class switch under T cell influence

Jg * S

l Transcription
Jg

HH- s

Splicing

Js 'I'1|

W= ey

B cell DNA after
class switch

Frimary KNA
transcript

Messenger RNA
for y4 heavy chain




La maturation d’affinité

© Current Biology Ltd/Garland Publishing

« Reponse primaire » « Reponse secondaire »
7 jours apres la 1¢re 7 jours apres la 2¢éme
immunisation iImmunisation au jour 14

- Hypermutation somatique dans les centres germinatifs



Conclusion



Diversité jonctionnelle CDRS3:
une strategie geneérale

Vi NI D N2 J v N1 D N2 )

= Dl B A1 6H = 00 8 0 C]TCRp

CDR? COR2 CDR3 COR1 CDR2 COR3
50 50 107 60 60 108

ll'u'r-ﬁ J "Iru M J

| 1581 = 0 ] IGK 1=l || 00 | TCR a

CDR1 CDOR2 CDR3 CDR1 COR2 CDR3

R 0 100

Vé

[T =
CORET conz

10 10
VY
[ BT BT  JB o] TCRY
COR1 CDR2
8




Diversite des chaines Ig et TCR

« La diversite des chaines d'lg et de TCR
est le produit de:

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

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

D J
—

o Crm—

CDR3 - Contact avec I'antigéne



Origine de la recombinaison V(D)J

15 BAG2 15
, e ————
RAG transposon ¢ <}—{ T =% <

Ciermline integration l

I Radil RAGE
e el

Separation of the RAG genes and
the flanking 15s

Radl RAGE 15

SEC
AW + E3—E- 3

LS =

SEC RAGI RALGE

&>, + —im-

-y Iy

— TP

Receptor gene exon
Multiple gene duplication l

¥ J

OO 0000

D’aprés Fugmann et al. (2000) Annu. Rev. Immunol. 18:495-527.




Eléments d'immunologie comparée

Peyer's patches

GALT

R!:@ cALT Bone MAarrow Bone MArrow Bame M ey s

GALT GALT GALT GALT
THYMUS THYMUS THYMLUS THYMUS THYMUS
SPFLEEN STLEEN SPLEEN SFLEEM SFLEEN
1 4 BOMNE ML BOME M. BONE M.
] LYMPFH NODES? LY MFH NODES? LYMPH KODES
GERMINAL CENTERS GERMIMAL CENTERS

100

URODELA MAMMALIA

k\} MR'%%:!Y/'L/
\ 50 Conversion génique

TELEOSTE! AMEHIBIA

\ ~—____400__“ €= Commutation de classes
CHONDRICHTHYES

OSTEICHTHYES

\\450__.—--'/4— Diversification V, D, J

ACHNATHA CGNATHOSTOMATA

\_550__— 4= IgH, IgL, TCRa, TCRB, TCRy, TCR5, CMH | et II,
VERTERRATA RAG1/RAG2, Mutations somatiques

D’aprés Du Pasquier et Flajnik, in Fundamental Inmunology, 4" edition, W.E.Paul ed.




Questions/Discussion...



N2 2 2N U N 2

Notions de répertoires
Expansion clonale

Réponse immunitaire/Tolérance
Peptide analogue
Vaccination/Rappel

Variation antigenique

Persistance, chronicité



Reconnaissance par le TCRaf3

* A l'inverse des anticorps qui reconnaissent
les proteines natives, le TCR reconnait des
petits peptides
— produits de degradation des protéines
— presentes les moléecules du MHC

* Pendant leur différenciation dans le thymus,
les lymphocytes T sont “eduqueées™ pour
reconnaitre les molécules du CMH de
I'organisme -> restriction par le CMH



Sélections positive et negative (1)

» Sélection positive: le TCR doit avoir une
certaine réactivité avec une molécule du
CMH du soi

» | 'expression du co-recepteur CD4/CD8
suit la restriction pour le CMH
- CD4/classe |l et CD8/classe |

» Séelection negative: les cellules T
autoréactives (reconnaissant CMH
+ peptide du soi) sont eliminées



Sélections positive et negative (2)

‘ ‘ Autoréactivité

= z -
.__]::. | S?Iecﬁlon
= negative
: Reconasance du CMH
| Sele_c_tlon
positive

(© Curren Biology Ltd/Garland Publishing

> Education thymique



Sélections positive et negative (3)

Cellules T
> matures

H périphériques

(C) Current Biology Ltd/Garland Publishing




