MICRO-ANATOMIE DES TISSUS LYMPHOIDES SECONDAIRES
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LES DEUX PHASES DU DEVELOPPEMENT LYMPHOCYTAIRE B
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MICROANATOMIE DU TISSU LYMPHOIDE SPLENIQUE



manteau folliculaire

(LBWS IgM+/IgD+)

QuickTime™ et un décompresseur

zone claire

RVB Plan sont requis pour visudfiser
cette image.

- sélection

\

- différenciation

zone sombre
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bleu: anti-Ki67 (marqueur de prolifération)
rouge : anti-lgD (marqueur cellules naives)

- expansion clonale

- diversification

MICRO-ANATOMIE DES CENTRES GERMINATIFS (AMYGDALES)
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RECEPTEURS MEMBRANAIRES IMPLIQUES DANS

L 'ACTIVATION DES LYMPHOCYTES B
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LA SUPERFAMILLE DES RECEPTEURS DU TNF
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LA REPONSE AUX Ag THYMO-DEPENDANTS




LB de la ZM

LB
folliculaires

Ag Tl
- Réponse Ac chez des souris athymiques - +
- Maturation d ’'affinité de la réponse Ac -
- Formation de centres germinatifs +/-

- Production de LB a mémoire (rate)

- Production de plasmocytes a longue
durée de vie (moelle)
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2 lignages B (LB1 et LB2) forment le compartimentd  es LB naifs. Ce compartimer

se subdivise en 4 sous-populations:
1. les LB folliculaires (FO)

2. les LB de la zone marginale (ZM)
3. les LBla (CD5+)

4. les LB1b (CD5-)

Les LB1 et les LB ZM sont « spécialisés » dans larép onse aux Ag Tl

It

LES LIGNAGES LYMPHOCYTAIRES B



REPONSES B PRIMAIRES ET SECONDAIRES AUX Ag TD:
ASPECTS QUANTITATIFS
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REPONSES B PRIMAIRES ET SECONDAIRES AUX Ag TD:
ASPECTS QUALITATIFS

e commutation isotypique
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REPONSE PRIMAIRE AUX Ag TD

- expansion clonale et differenciation (IgM)
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REPONSE SECONDAIRE AUX Ag TD

-expansion et différenciation
modeste des LB nds

-expansion et differenciation
massive des LB a mémoire
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REPONSES B PRIMAIRES ET SECONDAIRES AUX Ag TD: LA
MATURATION D’AFFINITE
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LA MATURATION D 'AFFINITE DES AcS PAR
INTRODUCTION DE MUTATIONS PONCTUELLES
(HYPERMUTATIONS SOMATIQUES)
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CAPTURE DE L’ANTIGENE

PAR LES LYMPHOCYTES B
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LA MATURATION D 'AFFINITE DE LA REPONSE

ANTICORPS DANS LES CENTRES GERMINATIFS
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MARQUAGES IMMUNOHISTOLOGIQUES SUR COUPES D 'AMYGDALE S



l. Le CG et le siege de deux processus cruciaux pou r la réponse immune humorale
1. la maturation d 'affinité des Acs, 2. la génese de s LB a mémoire.

La plupart des mutations aboutissant a la disparitio n des CG s 'accompagnent
d 'un déficit de différenciation des LB a mémoire et de production d 'Acs mutes
de forte affinité.
— Mais:
1. il existe au moins 2 situations ou les genes V.~ etV des LB sont hypermutes
en | 'absence de formation des CG: a) les patients h  yper IgM déficients pour
| ’expression du CD40L, b)les souris KO pour Lt  a.

2. Il existe des LB présentant les caractéristiques fonctionnelles des LB a
mémoire chez les souris KO pour le répresseur de tr  anscription bcl-6 ne
formant pas de CG

ll. Le CG abrite plusieurs lignages cellulaires

1. des cellules hematopoiétiques: LB, LT CD4+, DC e t macrophages
2. des cellules non-hématopoiétiques : les cellules dendritiques folliculaires (FDC)

GENERALITES SUR LES CENTRES GERMINATIFS
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PHASES DE LA REACTION FOLLICULAIRE
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DIVERSIFICATION ET SELECTION DU REPERTOIRE B
DANS LES CENTRES GERMINATIFS



1. Mutant de forte affinité: affinité du BCR> celle des Acs des CJ
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- déplacement des Acs du complexe - présentation de | 'Ag aux LT
- pontage du BCR par | 'Ag dans un contexte MHC-restreint
- réception d 'un ler signal de survie - réception d ’un 2nd signal de survie
via le BCR via CD40
- capture et apprétement de I'Ag
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% CD40 % 1
Yo & e
CD40 A <Y %>_ %
® >~ FDC NG
%Y °
Y
Y
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MECANISME MOLECULAIRE DE LA SELECTION
DES LB DANS LES CG (1)
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LES CELLULES B A MEMOIRE




CRITERES DE DEFINITION DES LB A MEMOIRE

1. PHENOTYPIQUES: perte d ’expression des IgD

2. FONCTIONNELS:

- capacité a générer une réponse Ac accélérée etdef orte amplitude
(susceptible de conférer une protection) aprés une injection de rappel
-cellule ayant proliféeré a I'Ag et persistant a I'éta  t quiescent dans les

tissus lymphoides

3. MOLECULAIRES: génes V etV, mutés




1. amplification de la région genique VDJ

2. clonage des produits de PCR

3. séquencage

4. confrontation avec les banques de données
contenant des séquences germinales

1. Fréguence et distribution des mutations somatiqu es

Vy ND,,N Ju | gene Vi ND,,N In géne
FR1 FR2 FR3 FR4 FR1 FR2 FR3 FR4
- . " . protéine . . . protéine
CDR1  CDR2 CDgg CDR1 CDR2 CDgg
fréquence de mutations dans CDR>FR: fréquence de mutations dans CDR<FR:
indice d 'une sélection par | 'antigéne pas de sélection par | ‘antigene
ex: LB a mémoire ex: LB du CG

2. Rapport mutations remplagcantes/mutations silenci euses

R: codon modifié avec changement d 'AA
S: codon modifié sans changement d 'AA
R/S >1= empreinte d 'une sélection antigenique
LB a mémoire:

1. génes V ,/V|, mutés
2. mutations préférentiellement localisées dans les CDR
3.R/IS>1

CRITERES MOLECULAIRES DE DEFINITION DES LB A MEMOIR E



Human Immunoglobulin (Ig)M*Igl)* Peripheral Blood

B Cells Expressing the CD27 Cell Surface Antigen

Carry Somatically Mutated Variable Region Genes: CD27 as a
General Marker for Somatically Mutated (Memory) B Cells

B UNf Klein, Klaus Fajewsky, and Falf Koppers

Frm the Ingince for Genetes, Uniwrsine of Colggne, 5093 Cologne Germany

SUITTIETY

Immunoglobubion (IgM*IgDl* B cells are generally asumed to represent antigen-lnexperi-
enced, nalve B cells expressing variabde (V) region genes without somatic mutstions, Wea report
here that human [gh*1gD* pedpheral blood [PE] B cells expressing the CD2T cell surface
antigen carry mutated V' genes, dn comtrast to CDET-negative [ghd*IgD® B calls
Ighd*IgD~CD2 T+ B cells ressmible clws-sedtched and Igh-only memory cells in terms of cell
phenotype, and compriss ~153% of PE B lymphooytes in healthy adules. Moreower, 2 very
small populadon (<= 1% of PB B celk) of highty mutated [gD-onty B celk was detected, which
likety represent the PBE counterpart of IgD-only torstlar germinal cerer and plsma cells.
Civerall, the B cell pool in the PE of adults consists of ~40% mutated memory B cells and 60%
pnmutatad, nadve IgD~CDZ27- B cells (including CD5™ B celis). In the somatically mutated B
cells, ¥y reglon genes carry a twio- to threefold hdgher Ioad of somatlc mutation than rear-
ranged W, penes. Thi might be due to an intrinsically lower mutation rate in e lght chadn
genes compared with heavy chaln genes andor resudt from v lght chaln gene rearangements
in G B cells. A common featurs of the somatically mutated B cell subssts is the expression of
the CDET call surface antigan whidch therefore may represent 1 general marker for mamory B
calls in humans.

Fey words: B ol » CDET « immiunoglobulin [+ memory B cell * somatic hyper mutation

e o 100 B o sl s usce o eoE oA



CD27

( M+D+ 15%

< M+D- 10%
mutées M-D+ <1%
. M-D- (G+/A+) 15%
non
mutées

M+D+ 60%

1. Tousles LB CD27+ sont mutés
2. |l existe des LB mutés non switchés M+D+
3. mutations somatiques et commutation isotypique dseciees

Le compartiment B a mémoire est hétérogene:
- fonctions biologiques différentes?
- induites en réeponse a des Ag distincts?
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Human blood IgM “memory™ B cells are circulating splenic marginal zone B cells
harboring a prediversified immunoglobulin repertoire

Sandra Wallar, Moriiz C. Braun, Bruca K. Tan, andreas Rosarsald, Colnne Cordien, Kary Ellen Conley, alecsandro Plabanl,
Dinakianta 5. Kumararanes, Damian Bonnst, Clivker Tournihac, Gl Tehermia, Bire Stelnigarn, Louls M. Staudt,
Jean-Laurant Casanova, Claude-agnis Reynaud, and Jean-Clauds Wall

The human perpheral B-call compart-
ment displays alarge populatien of Immu-
noglobulln M—positive, Immuncglabulin
D-positive CO2T+  (IgM*igD*CD2T+)
“memory™ B cells carrying 8 mutated
Immunegiobulin Feceptor. By means of
prenctyple analysls, complemantarty-
determining reglon 2 (CDRY) spectratyp-
Ing during a TAndependent reepense, and
gene-expression proflling of the difersnt

blvod and splenic B-cell subsets, we show
herethat blood Igk+gD+CD2T+ cells cor-
regpond 1o clrculating splenic marginal
zone B calls. Furthermore, analysls of
thiz peripharal subsst In healthy children
younger than 2 years ehows that theee B
cells develop and mutate thelr Immuno-
globulln receptor durng cntogeny, prios
1o thelr ditferentlation Into T-Indepen dent
antigen-responalve cells. It Is therefors

proposed that these IgM+IgD+CD2T+ B
calls provide the splenlc marginal zone
with & diversified and protactlve prelm-
mune repertolre In charge of the re-
spons=s against encapsulated bacterla.
(Bl 2004;104:3647-3654)

& 2004 by The Amerkan Soolety of Hamatology

Introduction

The hurnan peripbera Bocell compartment displays, in controst to the
mouse, a large population of CDET+ memory B cells that camy a
mutated immumoglobulin receptor and represent up o 0% of cimualat-
irgg B cells. These memory B cellsinclude the closscal duoky pe-switched
E cells and a popaladion of imemuneglobulin M—pesitive (1ghd ™) B cells.
which were originally divided into an [gh-only subset, an Ighd~Tgl
sabeet, and a minor IgD-only subpopulaton.

The splenic margina zone (Sk{E) is a umque B-cell compantment
that contains B cells with a high saface dersity of Ighd and complement
meptor 2 (02 or CD21), ard which exhibits a mpid activatbon and
irnmunoglobulin secretion in eepomse to Bood-bome T-independent
(TT) antigers *" Human SMZ B cells have been shown bo carmy somatic
mutabors, and muksted anibodies can be mised after immunizabon
with Tindependent polysmocharidic wmocines.®

W hypothesized previously that blood Ighd ™ gD CD27* B cells
rmight form a Bcell mibset distinot from the closscal genmine center—
derived memory B cells. This propostion was based on the fact that
brpper-lghd (HIGK) padents. who camy an invalidating mutation of the
CIOL gene and do not possess nomally developed germinal centers

and switched memory B cells’? shill presented o sabpopualation of
cirubiting [ght*1gDrCOZT B cells™ These B cell, moreaver,
camiad a mutated immuncglobulin receptor, which led us to suggest that
they could represent a different pathway of diverdfication that did not
maqire & cognats T-B inemction and could the b irvalved in
Trindependent immune msposea'* By mers of phenotypic analysis,
complmentarty-determining mgion 3 (COREY ) spectmbyping danng a
T-independent vaccination, and gene-expresson profiling of the differ-
ent bleod and splenic B-cell subssts, we show her that the blood
[ghd~1gl+CD2T+ B cells indead comespond o circulaticg  splenic
marginal zone B cells in change of T-independent responses, whichis in
acoordance with a rcent mpo!™ and our previous proposition.

Materials and methods
Blologle samples

Fresh spleen samples were obtained from patients undergaing splensctomy
owing to spherocytosis. Blood and spleen samples were cbinined afier

Frorn e imstiul National de: s Eankd of de b Recharchs Mddcala (INSERM; LIZTE,

Actions Corcarbies Irobadiss (ACH) Microbickoge, maladis infecowes ok



LES MUTATIONS SOMATIQUES COMME INSTRUMENT DE
DIVERSIFICATION DU REPERTOIRE POST-IMMUN ET__ PRE-IMMUN

Ag TD
progéniteur B

diversification:
| réarrangements V(D)J

LB FO mature

diveriification:
mutations somatiques

mémoire

Ag TI

progéniteur B

diversification:
| mutations somatiques

LB MZ mature

LB a
mémoire?




CRITERES DE DEFINITION DES LB A MEMOIRE

1. PHENOTYPIQUES:

a) perte d 'expression des IgD et expression du marque  ur CD27
b) perte d’expression d'un transporteur ABCB1/efflux de drogues hor s de la cellule

——» CD27 est aussi exprimé sur les LB naifs de laZM che z ’'Homme

—» pas applicable chez la souris

2. FONCTIONNELS: capacité a générer une réponse Ac accélérée et de fo  rte amplitude
(susceptible de conférer une protection) aprés une injection de rappel

—> necessite | 'isolement et le transfert adoptif de so us-populations B

3. MOLECULAIRES: génes V etV, mutés

— e processus de mutations somatiques peut étre util ISé pour la
diversification du répertoire B préimmun des LB de la ZM chez
'Homme




PROPRIETES FONCTIONNELLES

DES LYMPHOCYTES B A MEMOIRE




mémes VJ et VDJ codant pour un BCR anti-HEL de forteaffinité

YWY

IgM hybride M/G

portions intracytoplasmiques différentes

LB-HEL-M
e ) HEL
1.
receveur
L B-HEL-G -synthese d ’Igs
— > v . -apoptose
2 -prolifération
receveur -effectif des PC
LB-HEL-M/G
—
3. ,

receveur



AcC sérigues ASC nombres
anti-HEL anti-HEL de LB anti-HEL

LB-HEL-M
1. + + +

receveur

LB-HEL-G
2_% ++++ ++++ ++++

receveur

LB-HEL-M/G
3-% ++++ ++++ ++++

receveur l

la portion cytoplasmique des IgG confére une plus gr ande capacité
d ’expansion aux LB. Elle agirait en limitant | 'apop tose cellulaire
au cours des divisions succcessives

!

LA PORTION CYTOPLASMIQUE DES IgG EST RESPONSABLE
D 'UNE PARTIE DES CARACTERISTIQUES FONCTIONNELLES
DES LB A MEMOIRE



LES CELLULES B EFFECTRICES
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CARACTERISTIQUES PHENOTYPIQUES ET MORPHOLOGIQUES
DES CELLULES PLASMOCYTAIRES
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LA DIFFERENCIATION PLASMOCYTAIRE

CD20+ CD20- CD20- CD20-
CD38- CD38+ CD38++ CD38+++
CD138- CD138- CD138+ CD138+
CD45+++ CD45++ CD45+ CD45+/-
LB plasmo
active blaste plasmo
blaste ? ?
engagement l
« commitment » des LB pro”fération et
actives dans la voie de survie des
différenciation plasmoblastes
plasmocytaire
PAX 5
Blimp-1
XBP-1
IRF4

Autres facteurs potentiellement impliqués:

1. Le couple OX40/0X40L : le blocage de cette inter action inhibe la diff. plasmo dans
les foyers extra folliculaires

2. Le couple CD27/CD70: des Tf CD70 potentialisent la différenciation plasmocytaire in vitro
3. Les TLR-L




K. Johnson et al. | Molecular Immumology 42 (2000) 749-761

Blimp-1

f\ Y

lgx & IgA
IgH IgH 1M to puS switch
Ea{:ratury Pathway Gene
Expression:
Protein targeting to & across
the ER membrane
P- Cleavage of signal peptides
Protein folding
Degradation of misfolded
proteins
Protein glycosylation
ER-Golgi & vesicular
trafficking

B cell




Immunity, Yol 8 363-372, March, 1998, Copyright 1998 by Cell Press

Humoral Immunity

Due to Long-Lived Plasma Cells

Mark K. Slifka,” Rustom Antia,’

Jason K. Whitmire," and Rafi Ahmed*$
"Emory Vaccine Center

Departmaent of Microbiology and Immunology
Emory University School of Medicine

T Department of Biology

Emory University

Atlanta, Georgia 30322

Summary

Conventional models suggest that long-term antilbxody
responses are maintained by the continuous differenti-
ation of memory B cells into antibody-secreting plasma
cells. This is based on the notion that plasma cells are
short-lived and neead to be continually replenished by
memory B cells. We examined the issue of plasma
cell longevity by following the persistence of LCMV-
specific antibody and plasma cell numbers after in vivo
depletion of memaory B cells and by adoptive transfer of
virus-spacific plasma cells into naive mice. The results
show that a substantial fraction of plasma cells can
survive and continue to secrete antibody for extended
periods of time (=1 year) in the absence of any detect-
able memory B cells. This study documents the axis-

trirvm s i ey lineaed millacmas sslle s damssanie bratne o

unlike memory B cells, mature plasma cells are unlikely
to participate in antigen processing and presentation.
Instead, the main function of a plasma cell is to continu -
ously secrete large quantitios of specific antibody.
Plasma cell secretion rates have been estimated to be
as high as 10,000 molecules/second (Helmreich et al.,
1961; Hibi and Dosch, 1986). In contrast, memory B cells
do not spontaneously secrete antibody; rather, following
appropriate stimulation, these cells proliferate and dif-
ferentiate into antibody-secreting cells (ASC). Because
protaction against microbial infection often relies on the
level of preexisting antibody in the serum or mucosal
surfaces, the number and specificity of preexisting
plasma cells are critical components of protective im-
mnity.

Tha mechanisms underlying long-term antibody pro-
duction are not fully understood, but the conventional
modael postulates that the maintenance of serum anti-
body requires the continuous proliferation and differen-
tiation of memory B cells into antibody-secreting plasma
cells (Szakal et al., 1989; Tew et al., 1990; MaclLennan
et al., 1992; Stites et al., 1994; Gray et al., 1996; finkema-
gel et al., 1996). This model is based on the balief that
plasma cells are short-lived. Although an early study
(Miller, 1964) had suggested that some plasma cells

may survive for several months, current immunological
ronma halds that nlaema ralle hawe a halfllifo of Anhe



Développement des LB lors de la réponse immunitaire

TISSUS LYMPHOIDES SECONDAIRE
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1. Le modéle expérimental Immunisation

LCMV . , sy y N ) oy N y . .
— jv LBM: sécrétion d 'Acs apres reexposition a | 'Ag in v Itro
5 P 'Ag

C: sécrétion spontanée d 'Acs sans réexposition a |

ELISPOT spots colorés

| |— 38H |, ] — f/\f;

adsorption de I'Ag addition des élimination addition d 'un
sur une membrane cellules des cellules systeme de
de nitrocellulose révélation

numeération des « spots » colorés
estimation de la fréquence
des cellules sécrétrices

LES PC A LONGUE DUREE DE VIE (I)
Sliftka et Ahmed (Immunity, 8: 363, 1998)



2. Résultats expérimentaux (I)

[

A

Ac sériques

[

| | ™

I
50 100 150 300
jours

le taux d 'Acs sériques aprés immunisation
LCMV reste stable au-dela de 300 jours
alors que la 1/2 vie des Acs sériques est de 20 jou

___ Il existe un mécanisme assurant le maintien
a long terme du taux d 'Acs sériques

Comment se maintient | 'effectif
des PC médullaires?

1. MBC — PC ?
= <=

2. PC €P PC ?

effectif des PC

[
»

moelle

| | | ™

50 100 150 300
jours

apres immunisation, les PC apparaissent
successivement dans la rate puis dans la moelle.
Leur effectif se maintient a long terme

dans la moelle

rate

moelle

effectif des LBM

| | ™

I
50 100 150 300
jours
L 'immunisation généere des LBM.

Au contraire des PC , les LBM persistent
dans la rate et pas dans la moelle




2. Résultats expérimentaux (Il)

LCMV

l de cellules de moelle/ taux d 'Acs sériques

receveur non

600rads: LBM sensibles,
PC résistants

/ taux d "Acs sériques

\ effectifs des LBM et des PC
transfert adoptif

\effectifs des LBM et des PC

. Immunisé
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2 = | %
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. < . .. (]
jours apres irradiation PC LBM PC LBM
L ’effectif des PC médullaires n ’est 240 jours apres irradiation

pas renouvellé par des apports du compartiment

des LBM.
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Les deux composantes cellulaires de la mémoire B aux Ag TD

LB a mémoire

PC a mémoire

conventionnel
S
Expression du BCR + -
Expression des +
+ +/- (DR DQ)

molécules de classe I

b Les capacités de présentation antigeniqu
| 'Ag sont réduites chez les PC & mémoire

Tissus lymphoides

e et de réactivation par

Localisation )
secondaires Moelle osseuse
Production | .
nduite par L
d’Acs Protecteurs lantig éFr)] R Constitutive
Protection Prévention

Fonction . :
apres réinfection

de la réinfection




LA PERSISTANCE DE LA MEMOIRE B




L’'EVOLUTION DES CONCEPTS SUR LA PERSISTANCE DE LA M EMOIRE B

1. La longévité de la mémoire B est conditionnée péa persistance de I'Ag
Gray D. 1988.

transfert de LB a mémoire chez des receveurs naifsh présence ou en I'absence de I'Ag:
pas de survie a long terme des LBM si 'Ag n’est paso-transféré

2. La longévité de la mémoire B n’est pas conditiaree par la persistance de I'Ag
Rajewsky K. 2000.

3. La longévité de la mémoire B est conditionnée pdes signaux non-spécifiques
d’'Ag (cytokines, agents microbiens)
Lanzavecchia A. 2003.

4. La longevité de la mémoire B_est en partieonditionnée par la persistance de I'Ag,
Weill JIC & Reynaud CA. 20009.
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Tamoxifen-dependent induction of EYFP expression
4 days after a secondary immunization with SRBC

+ Tamoxifen -

Total spleen

20%

B220




B220

Four EYFP+ « memory » B cell subpopulations

13%

v

''''''''

Ig61GL7
Ig61GL7*

IgM*GL7-
IgM*GL7*

Analysis 2 months after secondary SRBC challenge



4 sous-populations LB memoire
(EYFP+)

M+G1-PNA+
(60%) M+G1- <
M+G1-PNA-

M-G1+PNA+
(20%) M-G1+ <
M-G1+PNA-



EYFPPNA* B cells are associated
with persistent germinal center-like structures (up to 8 months)
Day 4 60

120

Il persiste apres immunisation des structures pe §G contenant des LT
et des FDCs dans lesquelles sont localisés une s LB a mémoire

180




Mice immunized with NP-CGG display EYFP+ memory B cells
in the red pulp at 4 months
but not PNANhigh B cells whithin germinal center structures

Day 30 T Day 120



Recall response after cell transfer in SRBC-preimmunized mice:

10,000 EYFP+ memory B cells taken from mice
6 months after SRBC immunization

0 2h day 8
|

transfer boost Ig6

Analysis by immunohistochemistry, flow cytometry,
anti-SRBC elispot assay



Transfer of IgM*PNAhish or PNAlow EYFP* B cells at 6 months
gives rise after a boost to IgM and IgG1 PNAhish B cells

EYFP+ gated

Transfer of
IgM PNAhigh
or PNAlow

M+G1- (PNA+ ou -)

8 days after transfer + boost

90%

v

30%

60%

LB du CG




Transfer of IgM* PNARigh or PNAlw EYFP* B cells at 6 months
gives rise after a boost to germinal center B cells

germinal center
EYFP+ cells




Transfer of IgG* PNA" memory B cells at 6 months
gives rise after a boost to plasma cells (anti-SRBC)
and not to germinal center B cells

EYFP+ gated

Transfer of
IgG*PNAlow

»

M-G1+ (PNA+ ou -)

B220

90%

v

Elispot on
B220-EYFP+ cells

> LB B220-/PNA- = plasma cells



CONCLUSIONS

1) 6C like structures containing centroblasts and FDCs can persist
for a long time after immunization with a particulate antigen(SRBC)
but not with a soluble protein + adjuvant (NP-CGG)

2) B cell memory against SRBC is composed of two long-lived populations:
an « antigen-dependent subset » of centroblasts
and an « antigen-independent » subset of memory B cells
Both subsets are composed of an IgM and an IgG component

3) Upon a boost:
the IgG subset has immediate effector functions and does not self maintain :
« effector function »
the IgM subset resplenishes the memory pool and produces effector B cells in
prevision of a next encounter with the antigen :
« central function »
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LA REPONSE AUX Ag THYMO-INDEPENDANTS




Immunité adaptative Immuniteé innée
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Kinetics of Ab Response to
T-independent Ags

! |gM Ab

e |gM
antibody my" "

 NoO ) )

secondary
response -_—///\\\‘-__///\\\‘

Ab Titer

Days After Immunization



Geénéralités sur les PS bactériens

v
v
v
v
v

PspA Ag TD | (BCR)
¢ i 'P% gi.ql} r:;’c; > Capsule
5 S %r E {%i Pol harid
el L ewla! olysaccharide || . 1/ | (BCR
5: :%é :25@12? capsulaire 9T J(BER)
SRt ST R Paroi
e Acide
mm;@mz;mmﬁ:a M lipotéichoique, H PAMPs | (TLR)
peptidoglycane

Ag thymo-indépendants
pas de présentation via molécules du CMH

Induisent une réponse Ac protectrice

N’induisent pas de réponse Ac «secondaire» accéléréaatplifiée

N’induisent pas de «mémoire immunologique B»



1D Ag T1 Ag

Signall: BCR
Signal2: T cells Signall: BCR
Signal3: TLR Signal2: APC
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Ag TD

LES PARTENAIRES CELLULAIRES ET MOLECULAIRES DES LB LORS DE

LA REPONSE A UN Ag TI

+CD40/CD154

MATURATION
g D 'AFFINITE
GENESE DES LBM

COMMUTATION

v

ISOTYPIQUE

> LBM atypiques?

v

DIFFERENCIATION
PLASMOCYTAIRE




LE PARADOXE IMMUNOLOGIQUE DE LA REPONSE B
AUX PS BACTERIENS

les PS bactériens n’'induisent ni réponse Ac « secondaire ecglérée
et amplifiée ni « mémoire immunologique B »

| |

les vaccins polysaccharidiques purs sont protecteurs

!

mémoire B non conventionnelle
en réponse aux Ag TI?



Les cellules B-1b sont le support de la mémoire Bia Ag Tl

Immunity, Vol. 21, 379-390, Saptember, 2004, Copyright ©2004 by Cell Press

B1b Lymphocytes Confer T Cell-Independent
Long-Lasting Immunity

Kishore R. Alugupalli** John M. Leong,’
Robert T. Woodland,! Masamichi Muramatsu,?
Tasuku Honjo,? and Rachel M. Garsteint
Departmant of Molecular Genetics and Microbiclogy
University of Massachusetts Medical School
Worcester, Massachusetts (1655

*Department of Medical Chemistry

Graduate School of Medicing

Kyoto University

Kyoto 606-8501

Japan

les LB-1b conferent la protection apres immunisatio n par la bactérie B. hermsii

Imimunity, Yol. 23, 7-18, July, 2006, Copyright 2005 by Beevier Ino. D01 10,101 &immuni 2006.04.011

B-1a and B-1b Cells Exhibit Distinct Developmental
Requirements and Have Unique Functional Roles

in Innate and Adaptive Immunity to S. pneumoniae

Karen M. Haas, Jonathan C. Pos,

Douglas A. Steaber, and Thomas F. Tedder*
Department of Immunclogy

Box 3010

Duke University Madical Canter
Dwrham, North Carclina 27710

les LB-1b conferent la protection aprés immunisatio n par le PS3 de S. pneumoniae



LES COMPOSANTES CELLULAIRES DE LA MEMOIRE B

- lymphocytes B & mémoire « conventionnels »
Ag TD
- plasmocytes a mémoire LB-2

_Ag Tl
LB-1b

- lymphocytes B a mémoire « atypiques »



LE SECOND PARADOXE DE LA REPONSE B
AUX Ag Tl

les Ag Tl (PS bactériens) induisent
la production de LB-1b « a mémoire »

|

une immunisation secondaire
avec un Ag Tl n’induit
pas de reponse Ac amplifiée
et/ou accélérée

!

par quel mécanisme les Ag Tl
peuvent-ils conférer une protection?



PS3 DOES NOT GENERATE AN AMPLIFIED SECONDARY RESPONSE
IN IMMUNOCOMPETENT MICE
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BRIEF DEFINITIVE REPORT

T-independent type Il immune responses
generate memory B cells

Tetyana V. Obukhanych! and Michel C. Nussenzweig!~?

'Laboratory of Malecular Immunaology and *Howard Hughes Medical Institute, The Rockefeller University, New York, NY 10021

Unlike T-dependent immune responses against protein antigens, T-independent responses
against polysaccharides confer long-lasting humoral immunity in the absence of recall
responses and are not known to generate memory B cells. Here we report that polysaccha-
ride antigens elicit memory B cells that are phenotypically distinct from those elicited by
protein antigens. Furthermore, memory B cell responses against polysaccharides are requ-
lated by antigen-specific immunoglobulin G antibodies. As the generation and regulation
of immunologic memory is central to vaccination, our findings help explain the mode of
action of the few existing polysaccharide vacecines and provide a rationale for a wider
application of polysaccharide-based strategies in vaccination.



Memory B cells Long-lived plasma cells Memory Blb cells

|

?
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Memory B cells Long-lived plasma cells Mgfory Blb c Long lived plasma cells

What are the mechanisms accounting for protection?
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IMMUNIZATION WITH A PLAIN OR ADJUVANTED PS3 VACCINE  GENERATES
SERIC PS3 Ab THAT PERSIST 180 DAYS AFTER IMMUNIZATIO N.
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IMMUNIZATION WITH A PLAIN OR ADJUVANTED PS3 VACCINE INDUCES
A PERSISTENT POOL OF PLASMA CELLS IN THE BM

IgM Bone Marrow

IgG Bone Marrow
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Long-lived plasma cells
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IMMUNIZATION WITH AN ADJUVANTED PS3 VACCINE INDUCES
LONG-LIVED BM PLASMA CELLS (1)
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IMMUNIZATION WITH AN ADJUVANTED PS3 VACCINE INDUCES
LONG-LIVED BM PLASMA CELLS (2)
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ROLE OF PS3-SPECIFIC LONG-LIVED BM PLASMA CELLS IN
PROTECTION AGAINST S. PNEUMONIAE INFECTION
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% 15 days Z ;g:_
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LONG-LIVED BM PLASMA CELLS ARE RESPONSIBLE FOR
THE IMMUNE PROTECTION CONFERRED BY A PS3 VACCINE
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Paradigms on the B cell response to Tl Ag have tcelreconsidered

v" Tl Ag do not generate B cell memory

mm) Adoptive transfer of B-1b cells from PS-immune micerotects naive mice

v' Tl Ag do not promote bona fide secondary responses

=) Primed B-1 cells generate an amplified and accelerad Ab response
after transfer in Rag?2 recipients. Tl Ag can inducea secondary Ab
response in AID KO mice.

v' Tl Ag do not generate long-lived plasma cells

=) High numbers of PS3-specific PC can be detected ihe bone
marrow of mice immunized with PS3 and TLR-L

v" Young mice are unresponsive to Tl Ag

=) TLR-L can restore responsiveness of young mice to battal PS









