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Objectifs

« Comment est généreé le répertoire des Igs, la
diversité des Ac ?

« Comment le génome humain fabrique-t-il
1®° Ac différents ?



Structure de base des
Immunoglobulines

e 2 chaines lourdes H identiques

O isotypesyl,y2, v3, v4,a1, a2, H, €,0)
PM 50000 446 acides aminés (IgG) organisés en3 ou
domaines.

1 région variable VH, 3 ou 4 regions constantes CH
(1,2,3,4)

e 2 chaines légeres L identiques

2 IsotypeskK, A)

PM 23000 214 acides aminés organises en deux
domaines

. 1 région variable VL, 1 région constante CL



Structure de base des
Immunoglobulines

Chaine lourde Chaine legere



Structure de base des
Immunoglobulines
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Schema géneéral d'une I1gG

Charniére

Chaines Locus

Chaine kappa  1GK
dii::::::::: -
Chaine légére Chaine lambda  1GL

Chaine légére

Localisation
chromosomigque

2p11.2

2201 .2

1493233



Parties hypervariables et constantes

&, 4 ©
5—5\\‘5"

Flezible hinge regicn

H H
Key features of the protein structure of (human IgG, ) immunoglobulin molecules

CDR =complementarity-determining regions
FR = Framework



Site anticorps
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Site Anticorps

DRI az 93-102

Association des regions
variables d'une chaine
lourde VH et d'une chaine
legere VL.

Régions assez constantes
(FR = charpente) et

Régions hypervariables
qui interviennent dans la
constitution du site Ac :
CDR1, CDR2, CDR3



Variations des CDR2, CDR2 et CDR3
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Différenciation B

Phase indépendante des antigénes étrangers Phase dépendante des antigénes étrangers
Moelle osseuse Circulation Ganglions lymphatiques

/ VoV

Centroblaste Centrocyte
Plasmocyte
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Génération de la diversité du
repertoire

 Hypothese germinale : un Ac = un gene
— Pb : 10 Ac et seulement 20-30.000 genes
 Hypothese somatique : un gene qui mute
o Reéalités : 2 x 3 segments de genes
— genes de la chaine lourde : chromosome 14 (14 q 32
— genes de la chaine légere kappa : ch 2 (2p 11.2)

— genes de la chaine legere lambda : ch 22 (22911.2)

Diversité par réarrangements geniques des segments
gene.

Intérét : translocations 8-14, 8-2, 8-22 lymphonuelt.



Mise en évidence du réarrangement

e Comparaison ADN de cellules germinales
et ADN de lymphocytes B

e Coupure par une enzyme de restriction puis
migration sur gel et révélation par une
sonde marquée



Southern blot

apres digestion par une enzyme de restriction @tidigtion
avec une sonde de la région variable ou constante

ADN germinal ADN delymphocyte B
Région C Reégion V Région C Région V
I
I I
I

Conclusion : Dans ’ADN germinal les segments V et i siistants avec un site
de coupure de I'enzyme utilisé. Ce site n’existe pgass 'ADN du lymphocyte B



Réarrangement du locus IGK

IGK locus at 2p11.2

VVV ] C
-76 génes IGKV dont 34 & Germline DNA 5 3

37 fonctionnels appartenant

a 5 sous-groupes. Codent REARRANGEMENT V-]
pour 94 a 108 acides amines CIE c

+ séquence L Rearranged DNA s 3

-5 génes IGKJ 12 2 13 aa (B cell)

- 1 gene IGKC code pour le

domaine constant. 150-170 POTENTIAL|RECOMBINATIONS

x 107 SOMATIC| MUTATIONS

Ig light kappa chain

6.104 DIFFERENT KAPPA CHAINS



Réarrangement du locus IGL

. A . IGL locus at 22q11.2
-70 a 74 genes IGLV dont 29 a

35 sont fonctionnels et v vV V J1 € 1 cC I C

appartiennent a 10 sous- Germline DNA 5' 3
groupes. IGLC1  IGLC2  IGLCS
-7 a 11 genes IGLC précédés l REARRANGEMENT V-]

chacun d’un géne J, dont 4 au
moins sont fonctionnels v vy € 1 C 1 C

. Rearranged DNA 5.yl {HI{H_1 3
responsables de 4 isotypes de (B cell) : 3

chaine lambda

116-165 POTENTIAL | RECOMBINATIONS

x 1078 SOMATIC| MUTATIONS

Y

Vi C

Ig light lambda chain

4.10* DIFFERENT LAMBDA CHAINS



Synthese chaine légere IGK et IGL

DNA de LVid LV23 LV
la chaine ,

de la lignée 5 —I' """ I_. """ m
germinale 3

W

DNA réarrangé de Ia chaine x

L Vi Jie Jie Cx
RNA transcrit primaire

Polyadénylation
Epissage du RNA

mRNA LV ] G
e Queue polyA
B | @i

Polypeptide naissant

Chaine légere k




Réarrangement et synthese de la
chaine lourde

* Le locus est en 14932.3

 Domaine variable codé par un assemblage
VDJ de 3 segments de genes VD et J

 Domaines constantes organisés en 9
séquences géniques fonctionnelles codant
pour les 9 isotypes.



Réarrangements D-J puis V-D-J
du locus IGH

YV segments Dy Jy Cu

e Ty

D—J rea rrﬂngement

i ]ﬂ_[l., -

V=D rearrangement




Production de la chaine lourde

IGH locus at 14g32.33

Vv Vv D oI C

Germline DNA &' 3

l REARRANGEMENT V-D-]

Rearranged HNA 'mllll—a'

(B cell)

S5200-6300 POTENTIALIRECOMBINATIONS

x 104 N DIVERSITY AND SOMATIC MUTATIONS

W) C

Ig heavy mu chain Ig heavy gamma 1 chain

107 DIFFERENT HEAVY CHAINS



Réarrangement de la chaine lourde

organisation des genes codant pour la partie auiesta

* Le segment VDJ réarrangé va s’associer a
différentes regions constantes donnant différents

Isotypes de chaine lourde avec un méme site
anticorps.

[gM IgD [gG3 IgGl IgAl [gG2 IgG4 IgE IgA2



Réarrangement des chaines lourdes

DNA de L Vgl

la chaine H 5’....

de la lignée

germinale
LVyl LVy2l LVyn Dy1Dy6 Dyl C Cy
Ry
DNA de L V“] [,V”2(]
la chaine 5" '.

H réarrangé

RNA transcrit primaire

Polyadénylation

Epissage du RNA
L

mRNA

\L’l‘raduction
LVD]J (Z!_t

Polypeptide naissant or

or

Chaine lourde |1 Chaine lourde &



Organisation des genes de parties

constantes
2 CH1 Hingp CH2 CH3 3
CH H CH2 CH3“£; s wi md-2
| "~ 1° site de 2° site de

olyadénylation
e y polyadénylation

- 4 segments codant pour les 4 domaines CH1-CH4 ou
CH1-CH3 + charniere

- 2 sites de polyadeénylation permettant soit la petidn
d’une forme membranaire soit une forme secretee.

-Un exon Cs pour la sécrétion, 2 exons M1 et M2 paur
forme membranaire.



Forme membranaire et sécrétée d’'ilgM

Site Pohy & Site Poly A

& L IGHY DJ CH1 CH2 CH3 CH4 CH-5 i M1 MEi 3

\j

ADH réarrangeé

Site d'épissage interne

M1 M2

IGHV D] CH1 CH2 CH3 |
{vmphocyte B)

IGHY D.J CH1 CH2 CH3 CH4 CH-5

{plasmocyte)

-




Mise en jeu de |la recombinaison
somatigue.

Au cours de la differenciation B
Réarrangement chaine lourde DJ puis VDJ
Chaine u intracytoplasmique puis
membranaire> preBCR (LA5VpreB)
Réarrangement chaine légere

Expression d’'un BCR

Mutation somatique dans les centres
germinatifs.




PreBCR et BCR

Pre-B-cell receptor

B-cell receptor

'S surrogate
F"ﬂ light
A3 |chain

heavy chain

light chain

heavy chain

£ =
Figure 4-4 The Immune System, 2le (© Garland Science 2005)




Mécanismes de la recombinaison

Presence de sequence signal de recombinaison (RSS)
en aval des segments V et en amont des segments J
des chaines légeres

RSS = heptamere-espaceur de 12 ou 23 nucléotides-
nonamere.

Les séquences heptamere nonamere en aval des
segments V sont complémentaires des séquences
neptamere nonamere en amont des sequences J.

Rapprochement grace a des proteines (RAG 1 et
RAG2)




Séqguence signal de recombinaison RS

o A chain
CACAGTS - ACAABAACT GETTTITAT CACTGTG
h . VR KR
GIGTCAG TETTTTTGE CAAAAALA __GTGHEJ".{;

| — e m— “m"_—__@—-z

H chain




Mécanismes de |la recombinaison
des chaines Iegeres

VL] joining occurs by DNA recombinatio
C ‘

9 pb 9pb
aceur mﬂ’\
@pp\T e
7pk /pb
VK JK

Recombinase
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Mecanismes de la recombinaison (1)

Puis une recombinase (complexe Ku80/DNA
Vi Vs v, J Pkcs) se lie a I'épingle a cheveux

il ST

RSS RSS

DNA-dependent protein K
kinase {DNA-PK) c

Ragl et RAG2 se fixent sur les RSS

B _

-— W = \gj
4 L 3
DNA ligase
Ragl et RAG 2 se rapprochent O

i

L’ADN est clivé pour formé une
structure en épingle a cheveux

-
=P

A

|
Z




Mecanismes de la recombinaison (2)

Les segments RSS sont joints pour former le « sigival »

p—®m U
o -

La ligase IV d’ADN joint les
extrémités pour former le
« joint codant »

X
5

o' e

Des nucléotides sont enlevés ou ajoutés (exonucktakdT)




Exclusion isotypigue et exclusion
allélique

e Un seul allele de chaine lourde

e un seul isotype de chaine legere est exprime
au niveau d'un lymphocyte B et cet isotype
n'est codé gque par I'un des deux alleles

e recombinaison séquentielle des alleles des
genes des chaines legeres kappa puis
lambda



Recombinaison des chailnes
lourdes

=3 >

9pb
9 pb 9pb 9 pb
espaceur espaceur
espaceur 12 pb 22 pb
22 pb
7ob 7pb
7pb 7pb P
JK
VH D
Recombi



Diversité du répertoire

Diversité combinatoire

Diversité jonctionnelle (P) par imprécision de la
recombinaison aux zones de jonction V-D-J ou V-J

Diversité N par insertion ou délétion d'un nuciget
lors de la recombinaison sous l'action de la teamin
transférase (Tdt) jusqu’a 20 nucleotides.

Recombinaison entre genes VH par substitution
d'un ou d'une partie d'un deuxieme gene VH a un
segment VH-D-JH déja recombiné.



recombination signal sequences
hw&da .l.hadrph

—o i VW:

RAG-mediated duﬂgln{ ini
generates palindromic P-nu

RAG complex binds to and cleaves ‘

_Dm
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W-nucleatide additions by TdT
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Palring of strands
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Exonuclease cleavage, DNA synthesis
and ligation to form coding joint
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N

Diversites P et N

P-nucléotides : nucléotides palindromiques

N-nucléotides : nucléotides ajouté par la TdT (termina
deoxynucleotidyl transferase)



Hypermutations somatiques

Day 6 Days 8-16
i More mutations Expansion of B cells
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Analyse des mutations de la région V d’'un clone apngsunisation



Commutation de classes d’lg

Définition
Présence de sequence S (Switch)
Recombinase spécifique de classes

RoOle de CD40-CD40ligand (CD154) pour
activer avec I'lL-4 'AID

ROle de cytokines pour induire une
commutation



Co-expression d’lgM et IgD
sur le lymphocyte B mature

Expression of IgM Expression of IgD




ommutation d’lsotypes d’lg

o —
m m
E E
E E
m m
i 1GHW D J = IGHGS o IGHGT o
ol w ’—%—| w
oy T
ADKN réarrange -
: Transcription
Cellules produ ctrices 3
d'anticorps Ight Epissage
ARM messager mu
Traduction '

Eli minzation du peptide signal COMMUTATION DE CLASSE

ou
“SWITCH™
1GHM

[ | Recombingizon Smu-Sgamma
IGHY O CHI CHZ CH3 CH4

Chaime laurde mu

IGHG1'

[ cH1 n cHz chz |

L IGHY D

Smu-gammail

ADH réarangé aprés commutation

Tran=scription
Epis=sage

ARM messager gamma 1

Traduction
Eli mi nation du peptide sign

Y

1GHS1
1GHW II:!.JI CH1 h  CHZ CH2

Chaine lourde gammal



Commutation de classes

VD Gi s il Cy Cge Bl +18 Cu
== = = - = = =
5, Sq 5., Sy S g, g —
Isotype switching
2tk
S B i
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Cs
Cue
VDU Cen 5
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CHEC 5
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N
Swilch-region recombination
VD Bl Ca
= ) — :::-:.::
E-Ifd E“
lpG3 procuced IgA producsd
- ' Further resrrangement may ocour ‘ .
bk '. : o




Mécanisme de la commutation




RoOles de différentes enzymes dans la
commutation

« Activation-Induced (Cytidine) Deaminase
(AID) qui convertit des cytosines en Uracils
au niveau des séequences S

« Uracil DNA glycosylase (UNG) qui enleve
les bases dU

« Apyrimidic/apurinic-endonuclease (APE)
qui répare les sites sans bases.



Réqgulation de la commutation

 Interaction CD40 / CD40 ligand

* RoOles des cytokines sur les promoteurs des
parties constantes

— IL-4 (ss1aT6), IL-13 21IgE

— TGH3 (>smadetrun), =2 IgA

— IFN-y

— IL-10

— IL-21 - 1gG1, IgG3(Eur cytokine Netw. 2008 ;19:30-6. )




Paradoxe des Ig

* Le site anticorps formé par I'assemblage
des domaines variables est « relativement »
constant (codé par VDJ et VJ) a partir du
stade B immature (exception des mutations
ponctuelles dans le centre germinatif)

e La partie constante de I'lg va variée grace
aux mecanismes de commutation isotypigque



Bilan de la diversité des chaines d’'lg

Immunoglobulines

Locus IGH IGK IGL
Chaines polypeptidiques H K A
Localisation chromosomique 140323.3 2p12 22aq11.2
nbre de génes V 39-46 34-37 30-33
nbre de sous-groupes 6-7 b 11
nbre de segments D 23 0 0
nbre de segments J 6 5 4-5
nbre de génes C 9 1 4-5
Nbre de réarrangements 2 1 1
Type de réarrangements V-D-J V-J V-J
Diversité combinatoire ot ok ++
Diversité N (jonctionnelle) ot -

Mutations somatiques ++ — ++




Bilan des recombinaisons

Chaine Kappa Lambda Lourde
Gene V 80-200 100 100
Gene D 50
Gene J 5 7 dont@ 6+3p
Gene C 1 7 dont(® 9
Possibilités  400-1000 400 30 000
Diversité  4x1G-10¢ 4x1C 3x10

"Possibilités théoriques" = ((4000-10000) x 3000060
(4000 x 3000000) $24-42] x 10° possibilités



Geénetique du TCR[3

Ch 149112 4 5 hossibilités

Ct-chain locus

L\, 70807 L X 61 C
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Ch 7934 108 possibilités




Génétique du TCRo

Ch 14q11.2

c-chain locus

feCrain locus

‘ L vu?&{m‘ [ Jx61 ] #
¥

Cx3 Jx 3

1 possibilités

Ch 7p14

Va2 7

Jxd

10* possibilités

y-cham locus




Réarrangement du TCR
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Bilan global de la diversité

Immunoglobulin o:p receptors |

Element

H _ K4k 1] o
Varable segments (V) i) il oe =70
Divarsity sagments (1) 27 4] & 0
[ segmends read in- 3 frames rarey - ofien | -
Joining segments (J) & Bk 1) 13 &1
Jaoints with N- and P-nuclectides e A% of oinis 2 1
Mumbar of V gens pains d4xi08 5.8 % 108
Junclional diversity TR _2y oM
Totad chvessity Ty R




