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Obijectifs

Le BCR

Un peu d'ontogénése...

Expliquer la diversité de la production d’anticorps

Montrer qu’il y a plusieurs populations de lymphocytes B
Donner quelques exemples de pathologies auto-immunes

Introduction aux applications thérapeutiques: cibler le B...



Immunité humorale

‘Les lymphocytes B, stimulés spécifiquement par
I'antigene, se multiplient et se différencient en
plasmocytes sécréteurs d'anticorps.

Ces anticorps, dont la structure est trés proche de
celle des récepteurs B, vont se lier a I'antigéne.
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Lymphocyte B: récepteur, IgM

molécules de surface recognition
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Theéorie de la sélection clonale
Burnet (1899-1985)

» Chaque lymphocyte @
exprime un type unique gt
de récepteur spécifique e W

s Ll eleYele

» Les lymphocytes
exprimant un récepteur Q@Q
dirigé contre un antigéne
du soi sont éliminés lors 1
de la différenciation sel anigens sell antgens

* La liaison avec une bonne
affinité d'une molécule QQQ
étrangére et d'un :
récepteur entraine ®
I"activation du lymphocyte pealens

|
mmtn. 00000

lymphocyte activé donné

expriment des récepteurs ® & & & @

N - Effecion cells elanicaie anligens
de méme speC|ﬁC|te (© Current Biokogy 1td/Carland Publishing



Un paradoxe génétique

* Beadle et Tatum (1941): un géne, une protéine
+ ~20 000 genes dans le génome humain
Mais...

« Capacité de production d'une variété « infinie » d’lg et d
TCR (cf. Landsteiner)

» Constance des domaines constants vs. Diversité dans
les domaines variables (cf. Edelman, 1969)

« Combien de génes doit-on considérer ?

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



VDJ recombination
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Ordered V(D)J recombination
during B cell development

Figure 4.3
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Commutation de classe
iIsotypique
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Caractéristiques biochimiques des
immunoglobuline

lourde

(Kda)

fixation
Ag

(mg/ml)

IgG1 1gG2 1gG3 1gG4 IgM IgA1 IgA2 IgD IgE
Chaine | Y1 [ Y2 [ v3 | v4 | nw | al | 02 | O E
PM 150 | 150 | 165 | 150 | 970 | 160 | 160 | 185 | 185
Sites 2 2 2 2 10 | 2/4 2 2 2
Conc 9 3 1 05[15]| 3,0 0,5 | 0,03 |5x107
De.mi- 21 21 7 21 | 10 6 6 3 2
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Génération de la diversité des anticorps

Diversité Assemblage des segments V et J
combinatoire (chaines légeéres) et V, D et J (chaines
lourdes)

Assemblage Assemblage aléatoire d’une chaine

chaine lourde avec une chaine légeére
légere/
chaine
lourde
Diversité Insertion ou délétion de nucléotides a
jonctionnelle la jonction entre les segments de
genes 2.108 Ppossibilités
Maturation Hypermutations somatiques : au

d'affinité hasard sur les génes réarrangés des
régions variables lors de la stimulation
par I'antigene. Les cellules B qui ont un
récepteur muté qui fixe mieux
I'antigéne sont sélectionnées.

+ 109 possibilités



Différents phénotypes de LB
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Difféerents phénotypes selon la localisation
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La reconnaissance de | 'antigene induit
| ’expression de molécules effectrices par les LT,
qui activent les lymphocytes B




Différenciation et maturation des LB dans les organes lymphoides llaire

ZONET

Lymphocytes T CD4* folliculaires helper
Tfh ZONE B

Bordure entre

(Schaerli, 2000) les zones T et B

ICOS- CD40-  OX40- TCR-

PD-1 ICOSL cD4oL  OX40L CMHpeptide

Adapté de Pissani et Streeck, Trends Immunol 2014



Différenciation et maturation des LB dans les organes lymphoides llaire
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Bordure entre
leszones Tety Différenciation du LB en:
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Adapté de Pissani et Streeck, Trends Immunol 2014



Différenciation et maturation des LB dans les organes lymphoides llaire

. . ZONET
Maturation des anticorps ZONEEB

= Commutation de classe isotypique
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= Hypermutations somatiques
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.
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Plasmablaste LB mémoire
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Régulation de la réaction du CG
- LT folliculaires régulateurs (Tfr) e \,QO &
- LT CD8 régulateurs et cytotoxiques
- LB régulateurs
Adapté de Pissani et Streeck, Trends Immunol 2014

CG-Tfh

Interactions moléculaires
entre le CG-Tfh et le CG-LB




Role des Tfh dans la maturation des anticorps

ellule dendritique
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Adapté de Pissani et Streeck, Trends Immunol 2014




Magnitude

Diversité d’une réponse anticorps

normale
INITIAL PHASE ISOTYPE SWITCHING
IgG, IgM IgG, IgM, IgG1, 1gG2a, IgA, IgE...
Low affinity High affinity

Serum antibody

Long-lived plasma cells

Memory B-cells

Short-lived plasma cells

Time post immunization



Diversité d’une réponse anticorps
normale

Etude de la réponse B spécifique dirigée contre un vaccin influenza (Wrammert et al, Nature 2008)
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Diversité d’une réponse anticorps
normale

Etude de la réponse B spécifique dirigée contre un vaccin influenza (Wrammert et al, Nature 2008)

Magnitude

Anti-influenza specificity

Anticorps sérique

— . HA (haemagglutination

inhibiting)
B +A pinding only)
B other (vA. NP, M, unclean

. Western blot only
(denatured)

20% D Vaccine only
D None

12% Wrammert et al, Nature 2008

v

Time post immunization

10%

* 60% des IgG produites sont spécifiques de la protéine hémagglutinine
*20% d’entre eux ont une activité inhibitrice.



Magnitude

Diversité d’une réponse anticorps
normale

Memory B-cells
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Etude de la réponse B spécifique dirigée contre
un vaccin influenza (Wrammert et al, Nature
2008)
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Pertubations et applications pathologiques



Exemples de sous-populations de
lymphocytes B

LB mémoire
circulants:
CD19+
CD27+
CD38-

LB autoréactifs:
CD5+ (PR)
CDI9++

CD27++ (SLE) Répartition
TLR9++ (SLE) modifiées dans
__plusieurs
LB régulateurs: pathologies auto-
CD19+ immunes (PR,

CD24++ SLE...)
CD38++

IL-10+

LB mature
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VIH

Caractérisati:n de la maturation des LB dans la rate

x Cytométrie en flux Plasma-
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x Cytométrie en flux

Caractérisation des populations de LB ex vivo

(Moir et al., 2008)
AM RM AM : Activated memory : cellules épuisées
§ : Resting memory : maintien de la réponse humorale
© TLM : Tissue like memory : cellules anergiques
TLM IM IM : Intermediate memory
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CART : VIH® traités Co21 Collineau, Rouers et al.,
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Perturbations in B cell homeostasis
in autoimmune disorders

Sjogren’s
syndrome

( Naive
\B cells =280%

Healthy donors
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HCV-related MC



Perturbations in B cell homeostasis
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Antigen-sensitive Antigen-insensitive
B cell proliferation B cell proliferation

CV (E2)
cD8

Cytokines
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Clonal expansion of IgM+ CD27+ marginal zone
B cells in HCV-MC patients

HCV Ab- (LDU 095) HCV-Polyclonal (1419) HCV- Clonal (1308)

HCV* Clonal (1403)
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HCV Ab—,n= 16 14.74 + 5.82 47.42 * 11.30 17.23 £ 9.78 13.43 = 7.59 8.21 £ 6.20 3.41 * 229 22.18 = 5.82
HCV-, Ab*. n= 10 13.75 £ 6.02 52.07 £ 4.98 17.33 £ 6.47 10.12 = 4.66 561 441 3.47 = 3.4 13.75 = 6.02
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Bias in the repertoire of clonal MZ B cells:
VH1-69, JH4 and Vkappa 3-20 gene segment restriction

Charles ED, Blood, 2008



Expansion of an unusual CD21-°% marginal zone
B cell population in HCV-MC patients
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L’exemple de la GPA

Perivascular Th17-Th1

Q
DC and EC 1 -
J‘// activation imbalance
IFN-y
< .16 TNF-a

Neutrophils
activation and
degranulation

Treg induction

INFLAMMATION ANTIINFLAMMATORY

Auto-reactive B cells Regulatory B cells




Les lymphocytes B balancent également la
réponse immune

IL-6
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Systemic sclerosis

» To identify a potential B lymphocytes
dysregulation that could correlate with disease

severity in patients with systemic sclerosis

« To investigate the role of B lymphocytes in the

pathogenesis of systemic sclerosis



Patients and Methods

80 untreated patients (9 males) with SSc fulfilling the ACR/
EULAR criteria

22 diffuse SSc (dSSc)

58 limited cutaneous SSc (ISSc)

21 healthy controls (HC)

Phenotyping of peripheral blood B cell subpopulations,
activating and inhibitory receptor expressions, IL-6 and TGF-[3
production: flow cytometry and multiplex assay

Fibroblasts proliferation rate & collagen production upon
incubation with supernatants of B cells from patients or HC
were assessed using XTT, BrdU, Ki67 staining and collagen
assay



B lymphocyte maturation status in patients with SSc
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Increased expression of activation markers at the
surface of B cells from patients with SSc

CD95 CD69

*%

1
*kkk T *%

=y

o

o
1
%
*
*

. , 40 *k
(=]
= A
0 gl Opg® Yoev o
o O 304 o v
.E O AA = o
£ 601 A== £
B * T WY I o
o 40{ SN e - .
©
e I
o o 10
204
6 [} vvvvv s
2
e 0 T T T T = 0-
(<] < v 9
) ) 9
A A
*k Kk *
— —
100, ie—i— iy 40+ ——
A +
@ o >
9 801 2 504 o” ‘2
£ £
: NI
2 220 agod® 5 v
o . =
8 g 10 [ 14 ‘
(3] S (S ma
5 S . g
= S IR - T/
Qo ‘f)o bea f;go

HC: Healthy controls; SSc: systemic sclerosis; dSSc: diffuse SSc; ISSc: limited SSc



Inhibitory markers and increased expression of ILO6R
and IL21R at the surface of B lymphocytes in patients
with diffuse SSc
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Increased IL-6 and TGF-3 secretion and decreased
IL-10 secretion by B lymphocytes in patients with
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HC: Healthy controls; SSc: systemic sclerosis; dSSc: diffuse SSc; ISSc: limited SSc

Op A v
n
aE EE v
Y A
“En M
Ty
(¢] <O o
& & & &
%k %
A
Og Vy
oo ‘ w
VooV
j#‘ N A/
T T T
o
\bo 660 be,%o \%a_,



Increase proliferation and collagen production by
fibroblasts after stimulation with B cell supernatant
from patients with SSc

HC fibroblast proliferation
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« Myofibroblast phenotype-like » after stimulation
with B cell supernatant from patients with SSc

HC fibroblast collagen production
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B cell and SSc: conclusions

* B lymphocytes from patients with SSc
» Increased expression of activation markers
» Increased membrane expression of IL-6R and
IL-21R
» Increased intracellular staining and release of
IL-6 and TGF-B

» B cell supernatants from patients with SSc
» Increase proliferation of fibroblasts
» Increase collagen production of fibroblasts (after
treatment of B cells with CpG)
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Quelle cible a quel interface?

Anti-CD19

Epratuzumab

Rituximab ~

Ocrelizumab

Belimumab

Tabalumab

Alemtuzumab

Atacicept

Immune
Plasma cell Autoantibodies complexes
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Conclusions

Grande diversité d’anticorps chez le sujet sain

Mécanismes multiples a I’'origine de I’émergence
d’autoanticorps ou de dérégulation des lymphocytes B

Lymphocytes B: se différencient en plasmocytes,
présentent I’antigéne, produisent des cytokines pro- et
anti-inflammatoires.

Sous populations émergentes : B autoréactifs, B
régulateurs.
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