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Génération de la diversité et
différenciation des lymphocytes B

Généralités

Anticorps et complexe BCR
Recombinaison V(D)J
Différenciation des lymphocytes B
Sélection des répertoires
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Théorie de la sélection clonale (1)
Burnet (1899-1985)

» Chaque lymphocyte ©
exprime un type unique

de récepteur spécifique W o e

T geeeeRe

* Les lymphocytes
exprimant un récepteur QQQ@Q@@
dirigé contre un antigéne
du soi sont éliminés lors A a [ I |
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 QQQ
étrangére et d’un
récepteur entraine ®
I'activation du lymphocyte

* Les cellules effectrices
différenciées a partir d’'un @@@@@
lymphocyte activé donné
¢ & & @& @

expriment des récepteurs
de méme spécificité

foreign anligen

Effecior cells eliminate antigens
(©) Current Biology Ltd/Garland Publishing
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Les lymphocytes B et T

lmmunq?lobuiln TCR

S
R N

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\
Vi

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

Cn2

« La région variable porte o

le site de liaison a

Cerminus.

I’antigéne (© Current Bivlogy Ltd/Garland Publishing
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Fab/F(ab’)2/Fc

Fab  reconnasissance de lantigéne \ / 2Fah
Fc inter action avec les molécules effectrices
complément (C1g) et récepteurs des Fo (FoR) 1Fc

Digestion dune 1951 par la papaine

complément (C1g) et récepteurs des Fo (FoR)

Fab i artig &
L reconnaissance de l'antigéne v 1 Flab’)2
Fo interaction avec les molécules effectrices :

Digestion d'une 1aG1 par la pepsine
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lg membranaire — Ig sécrétée

0
[so - O O O

Trassasen

AL
lymphocyte B plasmocyte
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Transduction du signal BCR

Reconnaissance de
I'antigéne par I'lg
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Les classes d'immunoglobulines

® @ l9A
8 (dimere)

IgG IgM—s 9 A )
'Y f‘;’x\ (pentamére) h /,

Transduction
du signal par
Iga/Igp
(CD790/CD79B)
ETE| | |2e| |aae Motif ITAM: '
lﬂﬂ '9"' lga 'QB ;rz:;;/irt)ic;;efnegé?r tyrosine-based
\(D/E)XXYXXLX(6_8)YXXL
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Fonctions anticorps et effectrice
Fonction spécifique = Fonction anticorps
C
Fonction non spécifique = Fonction effectrice
20
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L’anticorps reconnait directement I'antigéne

21
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Les régions hypervariables (1)

80

CDR3

CDR1

=2}
=)

CDR2

Variability
=3
(=]

n
=]

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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Les régions hypervariables (2)

anhgen- g
-~ binding A regions

= siter
] ]]I\"'
[

S

() Current Biology Lid) Garland Publishing

(£} Corrent Eickgy L Coarlaned Publihing 23

Un paradoxe génétique

*Beadle et Tatum (1941): un géne, une protéine
+~20 000 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)
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« 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—H—D—M—D

Recombinaison D > J

1I4/+HFIHJ—|:}—

Recombinaison V 2> DJ

C

DNA réarrangé W/M—D—
V_DJ
CDR3 = jonction V(D)J

-> Contact avec I'antigene (Ig)
- Contact avec le complexe CMH/peptide (TCR)pg
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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

= =

12 12

(© Current Biology Ltd/Garland Publishing 29

Séquences signal de recombinaison

| = |

<ﬂ_:'>
e * Heptamére > CACAGTG

YO¥d

« Espaceur 12 ou 23

| A

RSS{
» Nonamére - ACAAAAACC

(0}
N
QOVWYYVIY
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La recombinaison V(D)J (2)

(a) Cleavage
% —l
@ Nick
—002’ s
—_—GG L& Ye}

Form hairpins

—_—CC
—-GG) (AG

—=

© 1998 Current Opinion in Immunaclogy
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La recombinaison V(D)J (3)

(b) Jeining
j?C TC
—< =32 <R
o Open hairpins
Join signal ends IC
—_—(Geo AG
activités TdT Process ends
et exonucléase join coding ends
e CCQQAAG ——
—GGic{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

« Ku70, Ku80, DNAPK, XRCC4, Ligase IV

» Artemis, TdT
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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

Différents types de réarrangements

A Par délétion Par inversion

Université Pierre et Marie Curie
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Organisation génomique
du locus IgH humain
T S —
« Chromosome 14
» Entierement séquencé (1,2 Mb)

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

27 DH, 6 JH, 9 CH

Cn
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Organisation génomique
du locus Igk humain

HE S —-.—

Lt Wil L2 W2 L3 W3 L V=40 Jel=5 Cu

{E} Cusirent B gy LG wod Publishinng

Chromosome 2
» Entierement 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 Cx

39

Organisation génomique
du locus IgAh humain

L2 w2 U]

) 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)

40
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Réarrangements secondaires (1)

germline

primary
recombinant

secondary
recombinant

41




Master BMC — Immunotechnologies

Réarrangements secondaires (2)

germline

primary DJ
recombinant

i
secondary DJ A a—| H-Eag—/
.

recombinant bew _r---:
heptamére '
cryptique ™~

primary VDJ aa— a4

recombinant

secondary VDJ
recombinant
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Conversion génique

~20 Functional
«— pseudogenes—  «————gene segments——
“'VH:; q-VHB Vy Dy Jy C,

—— 71— HHE{F— = cemineDna

V(D)J rearrangement
Vv DJ

B B | 1] | |  Bcenbna

l Somatic gene conversion

e —
L T
B m  Im O seom
“"‘-t____ © 2000 John Wiley & Sons, Inc.
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Détection des réarrangements (1)

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

ADN germinal ADN réarrangé
L Vp2 J L vp2J
ﬂ—l—i—r//% }—H ﬂ—l—i '—I'
E E E E E
3kb 6 kb
— —
— ———
Sonde Vp2 Sonde Vp2

=l

[ N -3kb

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

ADN ARN
v JJ g ADN Lvp2d C
// réarrangé
. —
Amorce 5' Amorce 3’

VB JJJ ARNm/
o AAAA. ..
VB -> J1
—_— — —_— —

Amorce VB Amorce Cf

VBJ etc...
i ha Cellules T
VB2*+  Vp2-
. | -1
- | -J2 - VB2
. | -J3
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La lignée lymphocytaire

Multipotential Common Specialized Ditferentiated
stem cell progenitors progenitors progeny

cps*B

cbs B

-+ Lymphoid

T cytotoxic

-u| Myeioid_ 4 T suppressor
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Différenciation des lymphocytes B
Yy
o~

Moelle osseuse

)l’? }‘; IT{ > /Y Plasma cell
W

53
. , .
Notions de répertoires (1)
Moelle osseuse/Thymus
f Locus IgH/TCRpB Locus IgL/TCRa \
\'4 DJ C Vv J C
Répertoire || —T —{HH T —|—— "
génétique % e -
Yrangryr
Répertoire
potentiel °5 BCR/TCRaf
Sélection positive
K Sélection négative j
Répertoire Lymph
disponible% myaTlfreocytEOE BCR/TCRaf
Périphérie
61
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Stem Pro-B Pre-B  Immature  Mature  Memory
cell B
V(D)J gene - Dy=Ju  Viy=Dy dy Vi
rearrangement (xori)
Membrane - - p+ surrogate IgM IgM + 1gD  lsotype No
lg expression light chains switch to  membrane
IgG, lgA expression—
or IgE secretes
1M, laG,
© 2000 John Wiley & Sons, Inc. IgA or IgE
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Notions de répertoires (2)
Moelle Osseuse/Thymus
Répertoire Répertoire
génétique potentiel
+
Infection
- virale I
- bactérienne
- parasitaire
Répertoire Répertoire
effecteur disponible
Périphérie
63
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Sélection des lymphocytes B

Cell-bound self-antigen Soluble self-antigen

b AWEC
e
AR

Deletion Anergy
= death by apoptosis = long term inactivation

Receptor editing =
reactivation of V(D)J recombination

B cell with receptor for non-zelf antigen

© 2000 John Wiley & Sons, Iné4
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Mémoire immunologique

Antibody
(ugmk-! serum)
10° 4

104 4

102
10"
100 4
1071

10z

85ponse 10
antigen B

(©) Current Biology Ltd/Garland Publishing

A Principe de la vaccination
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La commutation isotypique

C region genes

Jy S s s s
/- S—e-T—e-fl——e> 5
\___________/

Class switch under T cell influence

|
Jg s
o o Va[De[ Je = Hin - @Haab v Sams swiicn
l Transcription
Jo
5 ¥ wansenpt
J’ Splicing

M RNA
[V[Pe[ Js 1] for 1, heavy chain

© 2000 John Wiley & Sons, Inc.
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La maturation d’affinité

e

Ight
gl 196
CORT CDR2  CDR3 COR1 COR2  CDR3
BB E:I:F
—— —H =
B — T & 5———— Ll 4 £
" "
- = = - — it
S B — 1% ——
[ == 4 ——— —i—i—1
H | W T Y & i - — 3
= B - = = L . L] - 1 1 Ll
© Current Biology Ltd/Garland Publishing

« Réponse primaire » « Réponse secondaire »
7 jours aprés la 1ée —— 7 jours aprés la 2éme
immunisation immunisation au jour 14

- Hypermutation somatique dans les centres germinatifs
67
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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

-
—

CDR3 - Contact avec I'antigéne
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Diversité jonctionnelle CDR3:
une stratégie générale
Vin N1 D N2 "’ﬂ N1 D N2
[||]|]:|IGH I]EIEII]:ITCRB
CDEI CDR2 CDFN CDR2
50 50 10’ 60 60 mﬂ
Vi J Va
] 6K m— — — u u:l TCR «
COR1 CDR2 COR3 CDR1 CDR2 DR3
50 50 100 50 60 lu‘
V& N101 N2 D2 N3D3N4
[N = —
CoRY COR2 CDR3
10 10 104
v
_ El n:l TCR ¥
CDRY CDRZ
8 8 10‘
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Reconnaissances...
4 structures différentes sans Ag Structures avec 3 Ag différents
A7 L’v' x
P ’t‘ ; *{ j’\i';( ﬁ“ﬁ‘ H-fgﬁ, -}:}}{1 :r;‘ g
T HWEE
) r..KAB PLLAH HGAD =) “:‘B i

Superposition des régions CDRs

Sethi et al. (2006) Immunity 24, 429]33
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Reconnaissances...

Induced fit | O O

Dulfere;::llul‘ljgn'::g ? * T - UJ Lj VH

Antibody without ligand Antibody with bound ligand

Mariuzza (2006) Immunity 24, 359-364
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