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Geéneration de la diversité et
difféerenciation des lymphocytes B

1. Généralités



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

 Chague lymphocyte
exprime un type unique
de récepteur specifique
d’antigene
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Théorie de la sélection clonale (2)

e La liaison avec une bonne
affinité d’'une molécule Q@'!@
étrangere et d’un
recepteur entraine

b} . . \e t &
I'activation du lymphocyte foreign antigen

» Les cellules effectrices j NS f,-i:ﬁﬁ I,rEF‘""':;?.,
différenciées a partir d’un ~— ; (}x) \ \-...a-"':,.“."""* JJ
lymphocyte activé donné - T;r H

: Z v © @ ety
expriment des recepteurs Eietior: colls: eXiinaa: anlosns

de meme SpECIflClte (C) Current Biology Ltd/Garland Publishing



Geéneration de la diversité et
difféerenciation des lymphocytes B

2. Anticorps et complexe BCR



Les lymphocytes B et T

Immunoglobulin
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B lymphocyte T lymphocyte

—> caractérisés par leur récepteur spéecifique d’antigene




La molécule anticorps

e La molecule anticorps ou vaiahie

region

M-terminus

Immunoglobuline est
composée de 2 chaines
lourdes (IgH) et 2 chaines
leégeres (Igk ou Igl )

Chaqgue chaine

comprend une région
constante et une region constant
variable e
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lg membranaire — Ig sécrétée
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Transduction du signal BCR




Les classes d'immunoglobulines
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Les régions hypervariables (1)
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o
o

|
_._LI_I_’J_m.Il‘
40 5

Amino acid position

0 60 70

Si I'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 régions hypervariables (2)
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3. Recombinaison V(D)J



Un paradoxe génétigue

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

» Capacite de production d’une variéeté « infinie »
d’anticorps et de récepteurs T différents

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



« Si les smokings étaient faits d'une seule piece, et
gue 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 gu'ils ne le font. Heureusement,
on peut meélanger des pantalons, des vestes, des
chemises et des chaussures de tailles et pointures
difféerentes. »
La sagesse des genes, Christopher Wills.



LEeS reglons variables sont creees
pendant la recombinaison V(D)J

— Famille V— (Famille D) — FamilleJ —
DNA germinal —- =/ —7/- —|—|—|—|—|—-—
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." Recombinaison D = J
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T —/FI -
\ Recombinaison V = D.
Vi \72'
DNA réarrangé -+ =/} |—-_
VDJ

CDR3 = jonction V(D)J

—> Contact avec I'antigene (1g)
- Contact avec le combplexe CMH/peptide (TCR)



La recombinaison V(D)J (1)

* Expression des protéines RAG-1 et RAG-2

» Accessibilité 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



Séqguences signal de recombinaison

 Heptamere - CACAGIG

 Espaceur 12 ou 23

e Nonamere - ACAAAAACC




La recombinaison V(D)J (2)

(a) Cleavage

@ Form hairpins
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La recombinaison V(D)J (3)

(b) Joining
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La recombinaison V(D)J (4)

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

e HMG1/2, Artemis
e Ku70, Ku80, DNAPK, XRCC4, Ligase IV

e Exonucléases, TdT



Réarrangements en phase vs. hors phase :

La recombinaison V(D)J (5)

Parmi les réarrangements possibles impliguant
es mémes segments de gene V(D)J, 2/3 sont

nors phase (-) et 1/3 sont en phase (+).

Q/s Ala .V > N( D) N < J...Phe Qy

TGT
TG
TG

Gl
TG
€]
Gl

CGA CC TCGAC TTT GGT
CGA CC g aa GC
CGA CC g gaa cC
CGA CC g gaa ¢ GC TIT GGT
CGA CC g gaa gt G

CGA CC g gga agt GC
CGA CC g gga agt t GC TIT GGT

+

+



Différents types de réarrangements
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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 nucléigue.

sous-famille Vb1l sous-famille Vb2

vorl [ 750, I V2.1 |
>75% 1 vbi.2 I - - I b2 2 ) >75%

- vb1.3 B 23




Organisation génomigue
du locus IgH humain

e Chromosome 14
* Entierement séquence (1,2 Mb)

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

e« 2/ DH, 6 JH, 9 CH



Organisation génomigue
du locus Igk humain

L1 V1 L2 W2 L3 Vi3 L Ve-40

e Chromosome 2
* Entierement séquencée (1,8 Mb)

 ~80 Vk (dont ~40 fonctionnels) groupes en
7/ sous-familles

* VK organisés en deux repeétitions en miroir
e 5 Jk, un seul Ck



Organisation génomigue
du locus Igl humain

e Chromosome 22
* Entierement séquence (1 Mb)

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

e 7-11 clusters J- Cl (4-5 fonctionnels)



Réarrangements secondaires (1)
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recombinant

secondary
recombinant




Réarrangements secondaires (2)
VH D

germline  FZZZE>—{_a— H-b-—|

primary DJ /77— e
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secondary DJ
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primary VDJ
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secondary VDJ
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Conversion genigue

~20 Functional
«— pseudogenes—» gene segments

”-'\"'IH;,_ G!L

—— Germ line DMNA

l V(D)J rearrangement
v DJ

B cell DNA

l Somatic gene conversion

——

B cell DNA
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4. Différenciation des lymphocytes B



La lignee lymphocytaire

ultipotential Common Specialized Differentiated
stem cell progenitors progenitors progeny

CcD5*B

CD5 B

o Lymphoi]

T helper/inducer

q Myeloid

T suppressor




Différenciation des lymphocytes B
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Caracterisation du pre-BCR

Pre-TCR

TTAST Flasma
i membrane

COOH

© 1996 Current Opinion in Immunology




RoOle du pre-BCR

* Exclusion alléligue: Un réarrangement IgH
productif sur un locus IgH entraine '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 rearrangements productifs
 ...Induction des réarrangements IgL:
—>Production d’'une Ig complete



Différenciation des lymphocytes B
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5. Sélection des repertoires



Notions de repertoires (1)

Moelle osseuse/Thymus

/ Locus IgH/TCRb Locus IgL/TCRa \
\Y DJ C \Y J C
% ] HE. ] a2
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Sélection positive
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Lymphocyt
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Notions de repertoires (2)

Moelle Osseuse/Thymus
e I

I \
- 7 J

/-I-//
Infection

- virale
- bactérienne
- parasitaire

N

Périphérie




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.



Meémoire immunologigue

Antibody
(ugmk' serum)

B 1asponse 10
antigen B

{C) Current Biology Ltd/Garland Publishing

A Principe de la vaccination



La commutation isotypique
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Class switch under T cell influence
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L a maturation d’affinité
Littain ¥ mgion it tain ¥ regon
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« Réponse primaire » « Réponse secondaire
7 jours apres la 1¢re 7 jours apres la 2eme
Immunisation Immunisation au jour 1.

- Hypermutation somatique dans les centres germinatifs



Conclusion



Diversité jonctionnelle CDRS3:

une stratégie genérale
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Diversité des chaines Ig et TCR

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

— Combinatoire des segments V(D)J
— Appariement IgH/L, TCRa/b or TCRgd

— Ajout/élimination aléatoire de nucléotides a la
jonction des segments géniques (CDR3)
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CDR3 - Contact avec I'antigene



