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

différenciation des lymphocytes B

» Chaque lymphocyte ©
exprime un type unique
1. Généralités g,e récepteur spécifique P N R
antigéne
2. Anticorps et complexe BCR QQQQQ@Q
3. Recombinaison V(D)J
4. Différenciation des lymphocytes B + Les lymphocytes
5. Sélection des répertoires exprimant un récepteur - § QQ@Q@@
dirigé contre un antigéne
du soi sont éliminés lors 0 [
de la différenciation seff antigens self anligns
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Théorie de la sélection clonale (2)

+ La liaison 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
# & & @& B

expriment des récepteurs
de méme spécificité

foreign antigen

Effector cells eliminate antigens
(©) Current Biology Ltd/Garland Publishing
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Composants cellulaires
du systéme immunitaire

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

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

* L'immunité acquise est principalement due a l'activité
des lymphocytes Bet T

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

Les lymphocytes B et T

meunqgiODUiJn TR

B lymphocyte T lymphocyte

-> caractérisés par leur récepteur spécifique d’antigéne
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La molécule anticorps

* La molécule anticorps ou
immunoglobuline est
composée de 2 chaines
lourdes (IgH) et 2 chaines
légéres (Igx ou Igh)

variable

N-terminus. region N-terminus

A\
\

» Chaque chaine
comprend une région
constante et une région ciistant
variable region

« La région variable porte G

le site de liaison a

Cerminus.

I’antigéne (© Current Bivlogy Ltd/Garland Publishing
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Transduction du signal BCR

migM @ Reconnaissance de
(\Q’ I'antigéne par I'lg
-
-~
Transduction
du signal par

Iga/Igp
(CD790/CD798)

i+ S Motif ITAM:
m Iga 'QB immunoreceptor tyrosine-based

activation motif

T (DIE)XXYXXLX g YXXL

Les régions hypervariables (1)

80

CDR3

CDR1

@
=]

CDR2

Variability
P3
o

no
=]

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Amino acid position
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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Un paradoxe génétique

*Beadle et Tatum (1941): un géne, une protéine
*~50 000 génes dans le génome humain

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

=> Théorie des réarrangements 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 mélanger des pantalons, des vestes, des
chemises et des chaussures de tailles et pointures
différentes. »
La sagesse des genes, Christopher Wills.
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Les régions variables sont créées
pendant la recombinaison V(D)J

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

DNA germinal -II-HI—//—H—H-D-M—E—

Recombinaison D > J

W/JHFIH]—E—

; Recombinaison V 2> DJ
DNA réarrangé W/M—D—
VvDJ

CDR3 = jonction V(D)J
-> Contact avec I'antigene (Ig)
- Contact avec le complexe CMH/peptide (TCR)
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La recombinaison V(D)J (1)

» Expression des protéines RAG-1 et RAG-2

» Accessibilité du locus = Ouverture de la
chromatine pour permettre le réarrangement

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

=T =

12

(€) Current Biology Ltd/Garland Publishing

Séquences signal de recombinaison

| = |

ﬂ_<‘:0:>
&+ Heptamére - CACAGTG
RAG-2 &
RSS{ | | » Espaceur 12 ou 23

* Nonamére - ACAAAAACC

(0}
N
QOVVYYVIY

[

La recombinaison V(D)J (2)

(a) Cleavage
% —
@ Nick
—cCC TC
—662’ S Jte

Form hairpins

—_—CC c
—-GG) CAG

—=

© 1998 Current Opinion in Immunclogy

La recombinaison V(D)J (3)

(b) Jeining
—Q‘?:c TC
m —Ga) #<(hc
o Open hairpins
Join signal ends 1c
—(3Gcc AG
activités TdT Process ends
et exonucléase join coding ends
e CCQQAAG ——
_GGQC/T\?;’C—
Signal jeint P-region N-region
Coding joint

© 1996 Current Opinion in Immunclegy
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La recombinaison V(D)J (4)

Différentes protéines sont impliquées:

* 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 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 +

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 Vp2
vpl.t N o750, N vp2.1

>75%1{ vp1.2 «— VB2.2 } >75%
VB1.3 VB2.3

Organisation génomique
du locus IgH humain
S -0 — .
* Chromosome 14
» Entierement séquencé (1,2 Mb)

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

27 DH, 6 JH, 9 CH
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Organisation génomique
du locus Igk humain

Wt L2 w2 L3 V3 {LV -ﬂlid_H-H_
« Chromosome 2
Entiérement séquencé (1,8 Mb)

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

Vk organisés en deux répétitions en miroir
5 Jk, un seul Ck
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Organisation génomique
du locus IgAh humain

Lz vz

m = I:-.—=-—=-==-=

6 Crrent Wiy MGl Pl ™

» Chromosome 22
» Entierement séquencé (1 Mb)

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

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

Réarrangements secondaires (1)

Vx Jx

germline

primary
recombinant

secondary
recombinant
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Réarrangements secondaires (2)

germline

primary DJ
recombinant

'
secondary DJ R a—| - ea<g—/
i 1

recombinant L

........
hept:lmere '
cryptique

primary VDJ 7777 — <4

recombinant ' !

secondary VDJ
recombinant
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Conversion génique

~20 Functional
<— pseudogenes—»  «——— gene segments ———
q.VHa q-VHB Vy Dy Jy C,

Germ line DNA

l V(D)J rearrangement

v DJ
H [ i

l Somatic gene conversion

| | B cell DNA

—

—
H B I O cceom
1

© 2000 John Wiley & Sons, Inc.
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La région CDR3 concentre
I'essentiel de la diversité

+ La recombinaison V(D)J est imprécise

+ Activité exonucléase > délétions aléatoires

Activité TdT - additions N aléatoires

» Larégion CDR3 est de taille variable; c’est la
signature du réarrangement

Vv D J

B,
.

NNN NNNN

Taille variable
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La lignée lymphocytaire

Multipotential Common Specialized Ditferentiated
stem cell progenitors progenitors progeny
B G
—+{ Lymphoid
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Questions Différenciation des lymphocytes B
+ Engagement des précurseurs communs vers Y J",‘
les différentes lignées lymphocytaires Moelle osseuse

+ Régulation de la taille des populations
lymphocytaires

+ Régulation de la recombinaison V(D)J

e Stem Pro-B Pre-B Immature  Mature Memory
+ développement cell B
+ specificité tissulaire earmamaone = Bemde VO W
* spécificité de lignée
Membrane - - u+ surrogate Igv IgM +1gD  Isotype No
« Sélection des répertoires lymphocytaires o expression fent cheins TG Ioh oxpraceon
TR g,
© 2000 John Wiley & Sons, Inc. IgA or IgE
Caractérisation du pré-BCR Réle du pré-BCR
Pre-TCR Pre-BCR
P « Exclusion allélique: Un réarrangement IgH
:»;;Q productif sur un locus IgH entraine I'arrét de la
% o~ recombinaison V(D)J sur '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

Plasma

K+
ZO0H COOH  GOOM

200K © 1908 Guiramt Opision in mmunaiagy

D’aprés Borst et al. (1996) Curr. Op. Immunol. 8:181-190.
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Différenciation des lymphocytes B
Yy
o~

Moelle osseuse

g IgM
. IgD i
37 Yy Y ;.? —
/N f Il Plasma cell
-
Stem Pro-B Pre-B Immature  Mature Memory
cell B
V(D)) gene - Du=Ju Vu=Dydy Vi
rearrangement (xori)
Membrane - - u+ surrogate Igv IgM + 1gD  Isotype No
Ig expression light chains swilch to  membrane
I9G, lgA expression—
or IgE secretes
lgM. lgG,
© 2000 John Wiley & Sons, Inc. IgA or IgE
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Notions de répertoires (1)

Moelle osseuse/Thymus

Répertoire
génétique

Répertoire

potentiel

Répertoire Lymphocyt

disponible% mature 505 BCR/TCRaf

Périphérie

Université Pierre et Marie Curie

Notions de répertoires (2)

Moelle Osseuse/Thymus

Répertoire
génétique

N

Infection

- virale

- bactérienne
- parasitaire

+/-

Répertoire Répertoire
effecteur < disponible

Périphérie

10




Master BMC - M2S3 Immunotechnologies Adrien Six — 19 octobre 2004

Sélection des lymphocytes B Mémoire immunologique

Cell-bound self-antigen Soluble self-antigen

®. Antibody 10 7'
‘\ / (ugml-' serum) o
10° 4
Y“'" Ight

102
10" 4
100 4
1071 4
102
18sponse 10
1072 antigen B
T T T T T T T 1

Deletion Anergy
= death by apoptosis = long term inactivation

Receptor editing =

reactivation of V(D)J recombination (© Current Biology Ltd/Garland Publishing

A Principe de la vaccination

B cell with receptor for non-zelf antigen ©2000 John Wiley & Sons, Inc.

La commutation isotypique La maturation d’affinité

T S o S 7
C region genes s S S
IgM
gﬁ:” CDRT COR2  CDR3 COR! CDR2  GOR3
—
Class switch under T cell influence el i :.=
l [ — L N 3 I
< . B cell DNA afte =& | BN - e —ae—
5'fww3' class switch T E — - o B E I i 7_{ ’_"ffif
l T‘;anscription : © Current Biology Ltd/Garland Publishing
;]
5 =] T ' Prim. RNA , . . , .
5 —VafPeldsH Hn - 3 transeript « Réponse primaire » « Réponse secondaire »
| s 7 jours aprés la 1 — 7 jours aprés la 2éme
Jor o hoawy chain immunisation immunisation au jour 14

© 2000 John Wiley & Sons, Inc.

- Hypermutation somatique dans les centres germinatifs
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Conclusion
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Diversité jonctionnelle CDR3:
une stratégie générale

iy N1 D N2 Vs N1 D N2
I o N B | ﬂnﬂ:lGH C I 1 I]EIEII]:ITCRB
COR1 CORZ CDR1 CDR2
50 50 10’ 60 60 mﬂ
Vi J Va
] Gk B I]:I TCR «
COR1 CDR2 COR3 CDRI CE)RZ
50 50 100 50 50 m‘
Va N101 N2 D2 N3D3N4
I— e — — RS —
CoRr1 COR2 CDR3
10 10 04
vy
_ ﬂ | TCR ¥
CDRY CDRZ
8 8 10‘

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/é

— Ajout/élimination aléatoire de nucléotides a la
jonction des segments géniques (CDR3)
\'/ D J

.

NNN NNNN

CDR3 - Contact avec I'antigéne
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Origine de la recombinaison V(D)J

3 RAGI RAG2 5
RAG transposon 23— —iE- g

Germline integration
15 RAGIH RAG2 s
e E —
= E—im

Separation of the RAG genes and
the flanking ISs

SEC
By o+ = imes

/ 1
\‘\
~

i ~ SEC RAGH Racz
-
Transposition
e r v o r

3 — T —— <<

Multiple gen: d\plmml

o ¥ c

"T.:D EJ_H:I— -

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

B o oEOEOOE Questions/Discussion...
K jK ‘...?.....m..., e Cherana

&3\"5‘%’%@
50 Conversion génique

Amm

e @ Commutation de cl
400_/) ommutation de classes

CHONDRICHTHTES TECHTMTIS

450 ___ &= Diversification V, D, J

CNATHOSTOMATA

\._550 = IgH, gL, TCRa, TCRB, TCRy, TCR5, CMH I et II,
VIRTERRATA RAG1/RAG2, Mutations somatiques

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