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Animaux congeniques pour le CMH

2 lignées homozygotes inbred

differentes AA B B

| Greffe de peau a

Locusab | /v@/
|
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aa CMH ab CMH / \ ‘
bb au CMH
tolerance - - — gy Oreffeden
ma}ls certains ) - - Selection des
animaux vont avolr ‘ ‘ rejeteurs
certains genes de A animaux bb au CMH
pour les autres — AA sur le reste

chromosomes i |

Animaux fond génétique AA mais homozygotes bb au CMH



2 modeles reconnaissance de

Reconnaissance indépendante du soi et du virus Reconnaissance associative Soi+Vvirus

I’Ag viral exprimé surface aux cotés du CMH du soi et
reconnaissance des CMH du soi par des structures de
reconnaissance spécifiques présentes sur les LT

INTIMACY Reconnaissance du Reconnaissance
CMH du soi modifié sur le CMH du soi
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Modified H-2 virus + H2 self

Ce modéle ne permet d’expliquer
les résultats ci dessus
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Zinkernagel, R.M., and P.C. Doherty. Nobel 1996




Reconnaissance des Ags par les LT

* ZINKERNAGEL & DOHERTY



Reconnaissance par le TCR

Présentation d’un peptide sur CMH

« restriction au CMH »

Reconnaitre une diversité de peptides
par des TCR de structures différentes
= repertoire




Existe des cellules qui reconnaissent une multitude d’Ags en méme temps que des
molécules du soi polymorphes et qui exercent une cytotoxicité

Il faut donc

une structure qui présente les 2 motifs simultanément aux cellules réepondeuses

En I'absence de thymus => profond déficit immunitaire
pas de reponse cytotoxique
pas de production d’lg en réponse a une stimulation par des Ag protéiques



Le « non-soi » allogénique :

definition en transplantation

tout motif antigenique exprime par des cellules

du donneur de greffe mais pas par les tissus du
receveur

-soit I’Ag est totalement absent chez le receveur

-soit I’Ag présente une structure différente entre
les 2 individus (polymorphisme)




Alloréactivité

Activation du systeme immunitaire d’un individu
par des motifs moléculaires « allogenigques »

Cette activation cellulaire peut étre etudiée in vitro
Par la cytotoxicité médiée par les lymphocytes (CML)
et la culture mixte leucocytaire (MLR)

Cette activation cellulaire s’exprime 1n vivo par
le rejet de greffe d’organe

Quelles cellules du SI7?




découverte du CMH

Le phénomene de rejet a permis de decouvrir le CMH
D’en décrire la diversité



DECOUVERTE des ANTIGENES
D’HISTOCOMPATIBILITE (rix nobel 1980)

1916 little rejet des tumeurs

1936 Gorer, Rejet des tumeurs greffées entre lignées différentes ,
comme d‘ailleurs les greffes de tissu sain (greffe de peau).

1948-1950 . G. Snell Description des génes (Complex génique H-2) codant pour les antigenes d'histocompatibilite,
molécules presentes a la surface des cellules cibles des rejets. Constitution de lignées de souris congéniques .

1952-1958 J. Dausset Des serums de sujets polytransfusés agglutinent les leucocytes de certains individus

et pas les autres . Description du HLA.

1972 B. Benacerraf, Mc Devitt Description de génes de réponse immune (lignées fortes/faibles répondeuses)
vis a vis de peptides antigéniques.

1974. Zinkernagel & Doherty : Restriction au CMH (nature) virus choriomeningite

1985 Unanue & babbit les classe Il presentent des peptides

1987 Bjorkman & wiley: cristallographie de HLA A2



souches de souris * inbred”

Definition :
homozygote dans I’ensemble de leur genome et chaque souris est génétiquement
identique a I’autre.

obtention: croisement entre freres et soeurs fixe en homozygotie 1 Locus sur 8
a chaque genération. Apres 20 générations tout le génome est homozygote excepté le Y

AB CD
| |
AB Ac Bc A Ad
ad | TR b

| ‘ 20 génerations
| |

T O O <O Souris génétiquement identique




Les lois de la transplantation entre lignées
de souris homozygotes

Greffes entre animaux d’une méme lignée homozygote et génetiquement
identique: tolérance

Greffes allogeniques entre 2 lignées indépendantes: rejet (en 8 a 10 jours)
Greffe Parent homozygote aa - F1 ab : tolerance
F1 ab - parent homozygote aa : rejet

Les greffes de F2 dans F1 tolérance

Une deuxieme greffe du méme donneur : rejet accéléré (5 a 6 jours),

Le rejet ou 'acceptation est contrblé par des genes situés sur un méme chromosome possiblement dans un méme locus



Animaux congeniques pour le CMH

2 lignées homozygotes
differentes

aa CMH ab CMH

bb au CMH ‘
tolerance mais certains s o I

animaux vont \ \

avoir des genes de
a pour les autres
chromosomes A ha

Animaux fond génétique AA mais homozygotes bb au locus du « CMH »

Permet d’étudier le role des Ag autres
que le CMH dans le rejet



Rappel sur la « restriction » de la reconnaissance antigénique

Expérience 1 Souris C57BL/6
Souris CBA/H
-.L::’————
H2k mouse \< oo ><LCM v X/ﬁf"“’; H2b mouse
‘) )—c_,/ Y ’ /a_\)
H- 2“ g),!"“c;:f/lg_/
H-2b
Spleen cells © i
(containing T, cells) Fibroblastes H2b
l l ‘# 51c
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H-2ktarget cells H-2k LCM- H-28 LCM-infec

15h incubation fibroblastes infectedfibroblastes targetcalis

¥ & l
Qo 0@ O et 290 6,0 O
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Récupération -51Crrelease +31Cr release -51Cr release
(no lysis)
des surnageants ye
Comptage (no lysis) (lysis)

radioactivité

=reconnaissance des LT nécessite des motifs moléculaires en commun entre la cible et I'effecteur présensibilisé
Pour développer la cytotoxicité contre le virus = la reconnaissance antigénique est restreinte par ces motifs qui appartiennent
Au soi. Ces motifs ont été appelés CMH ultérieurement

Et ces motifs sont polymorphes au sein de I'espéce puisque les souris CBA/H et C57BL/6 n'ont pas ces motifs en commun



Rappel des 2 modeéles reconnaissance Ag

Reconnaissance indépendante du soi et du virus

I’Ag "Wal exprimé surface aux cotés du « C » du soi
et reconngissance des « CMH » du soi pg¥des structures
de reconnarsgance spécifiques présentes sur les LT

TARGET
kxb

Ce modéle ne permet d’expligyer
les résultats ci dessus

Reconnaissance associative Soi+virus

Reconnaissance du Reconnaissance

« CMH » du soi sur le « CMH » du soi
modifié /n-x\ —

( ﬁ"\} I\() I ir
\._.H‘ 7,, : w‘\i /,A\

Modified H-2 Yirus + H2 self
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Lors de la cytotoxicité, la reconnaissance des Ag viraux

Est associative soi+Ag viral

=restreinte par des motifs du soi




Test de cytotoxicité par des splenocytes d’animaux immunisés in vivo (C57BL/6 H2b)
contre des tumeurs allogéniques (P815 H29) puis testés in vitro contre des cellules P815

100 K. T. BRUNNER, 1968 Immunology 14 181
y\// _é:;_-_- P815 BALB/c H2d " 1o
R E: N
B _/ ) 2 8o} 100% of presensitized cells C57BL/6
Ho2k C57BL/6 H2b :J. ® -+ 0% splenocytes normaux C57BL/6
Spleen cells 2 70}
(containing T, cells) a
- L]
e 60
H
® sob 30% of presensitized cells
5 +70% splenocytes normaux
Cytoxocité -:E 40
médiation cellulaire S
Cible in vitro P815 ———> 5 30
a

10% of presensitized cells C57BL/6

0
FIG. 1. Allogeneic target cell lysis by immune lymphoid cells. Mastocytoma +90% splenocytes normaux C57BL/6

cells at a concentration of 1 x 107/ml were incubated for 3, 6 and 9 hours with

constant numbers (1 x 107) of lymphocytes containiing 10, 30 or 100 per cent « 10
presensitized » cells and 90, 70 or 0 per cent normal cells. Lysis was

determined by measuring specific release of label by the target cells. *, 100 per

cent sensitive lymphocytes; 0 30 per 0 3 6 9
cent; A, 10 per cent.

100% splenocytes normaux C57BL/6

Timea of incubation {hours)

(par des expériences du type précédent avec LCMV splenocyte H2P cible H2¢

on montre que les splenocytes H2b ne lysent pas les cibles H2d infectées par LCMV

=>La tumeur P815 et les splénocytes deux lignées BALB/c et C57BL/6 n’ont pas les motifs en commun décrits
précédemment.

Et pourtant il y a lyse de la tumeur P815 H2%ar les splenocytes H2P!!!1111
La restriction ne s’applique pas dans ce contexte de tumeur allogénique




Découverte d’'une caractéristique du rejet de greffe: absence de restriction comme pour les tumeurs P815

Expérience 1
Souris CBA/H Greffe peau

Y. SO C57BL/6 H2P
H2k mouse Xf >§.>

‘)}‘c;/’/

Hozk Rejet de la greffe

¥
Spleen cells ©

(containing T, cells)

|
v v

(]
© o
R0 @ © @@@ O@
o®@ O Do &) @@

15h incubation  H2k fibroblaste H2b cell
target target,,

. 2

Qoo of |2idena..
[L @® e ©° J H\P.'O'.oc.@&‘\.

Récupération
des surnageants

Comptage ?
radioactivité



Découverte d’'une caractéristique du rejet de greffe: absence de restriction comme pour les tumeurs P815

Expérience 1
Greffe peau

o C57BL/6 H2P
H2kX mouse X< . - 25
‘) 2

HZ“

Souris CBA/H

¥
Spleen cells ©

(containing T, cells)

|
v v

° (+]
@ () @O ®°© @ @ (& Q @
oe® O %o @ @ @
15h incubation H2kfibroblaste H2b cell
target target,,

(\@ °® © R r Pty 2 A

-51Cr release +51Cr release

Récupération
des surnageants

Comptage

radioactivité (no lysis) (lysis)

Pour observer la cytotoxicité il faut
que les LT aient été présensibilisés
(ici par la greffe)

dans la situation ou la cible
fibroblaste et les LT effecteurs
présensibilisés n’ont pas les Ag en
commun qui étaient nécessaires
pour lalyse virale il peut tout de
méme y avoir lyse de la cible
allogénque

=activation cytotoxique des splénocytes présensibilisés par des Ag allogéniques ne nécessite pas une cible du soi
qui étaient nécessaires dans l'activation par les Ag viraux vue précédemment
On dit qu’elle est non restreinte par des Ag du soi ( une caractéristique de I'alloréactivité)



Découverte d’'une caractéristique du rejet de greffe:

Expérience 1
Greffe peau

) — C57BL/6 H2P

: 7

Souris CBA/H

H2X mouse

Spleen cells ©

(containing T, cells)

reconnaissance spécifique de certains Ag

Pour observer la cytotoxicite il faut
que les LT aient été présensibilisés
(ici par la greffe)

v v

[+ o i o
oo @ 0| 2%, X o2 @0@
e ® 0O Do S 0O @@ @@ @@

!

cette lyse est spécifigue pour le
donneur des Ag du donneur de

15h incubation H2kfibroblaste H2b cell
target target,

N2
('\@@"@@ ")
o @° @ ©°

H2d cell target

.
°©o)® ﬂ M@
[© 05, °

peau H2b

rejet de greffe est corrélé avec

Récupération
des surnageants

-51Cr release +51Cr release

Comptage

radioactivité (no lysis)

(lysis)

Cytotoxicité spécifique

A-t-on immunisé ’animal contre les Ag
qu’on a appelés d’histocompatibilité dont
I’identité était nécessaire pour la cytotoxocité
Anti virale précédente (

voir exp de Zinkernagel)
(no lysis)

=activation cytotoxique des splénocytes présensibilisés par des Ag allogéniques ne nécessite pas une cible du « soi » qui étaient
nécessaires dans l'activation par les Ag viraux précédemment. On dit que la reconnaissance est non restreinte par des Ag du soi
(une caractéristique de I’alloréactivité) et est une réponse spécifique d’Ag




3 Hypotheéses pour expliquer ces caractéristiques de la cytotoxicité allospécifique par rapport a la cytotoxicité
déclenchée par les Ag viraux vue précedemment

1 les cellules effectrices sont totalement différentes

2 certaines des cellules effectrices de la cytotoxicité allogénique non restreinte et de la cytotoxicité virale restreinte au soi
sont de la méme famille mais ce sont les motifs moléculaires reconnus

2.1-qui sont totalement différents

2.2- qui sont communs au moins en partie mais alors il y a un paradoxe gu’il faudra résoudre +++++++




Un autre aspect de I’activation allogénique en dehors de la cytotoxicite:
la proliferation des splenocytes naifs explorée in vitro
Puissante proliféeration des lymphocytes
sans presensibilisation nécessaire

100 000

cpm

50000

Pas de déplétion

Splenocytes H2k avec des splenocytes H2b irradiés



Autre aspect de I’activation allogéenique en dehors de la cytotoxicite:
la proliferation des splenocytes naifs explorée in vitro
Puissante prolifération des lymphocytes
sans preésensibilisation nécessaire
et sans restriction au “CMH” du soi comme pour la cytotoxicité

Mélange de splenocytes naifs
souris H2b et splénocytes H2 k  Mélange de lymphocytes T purifiés naifs

irradiés souris H2b et splénocytes H2 k irradiés
100000
cpm
50000
APC antigen presenting cells
Pas de déplétion absence
D’APC

de H2b



Nous avons donc

une cytotoxicité allospécifique non restreinte au soi

et une prolifération cellulaire allogénique tres puissante et aussi non restreinte au soi

Est-ce gu’on met en évidence 2 propriétés de I'alloréactivité supportées par différents mécanismes

Ou n’est ce qu’une prolifération des cellules cytotoxiques



Bases expérimentales qui ont fait suspecter I'existence
de 2 classes de CMH



Sélection recombinant

Souris C57/BL6 Souris CBA

H2b H2k
b cd
| [ I ]
| [ I ]
ab ab
F1 ' X I
cd
F1xC57
les animaux qui les animaux qui
Rejettent peau k Acceptent k
Cytotox N _
Anti k

Appelons « ab » le locus qui contrdle le rejet chez les animaux H2P
et « cd » celui qui contrdle le rejet chez les animaux H2k



Sélection recombinant

Souris C57/BL6 Souris CBA

H2b H2k
a-b c-d
| [ I ]
| [ I ]
ab a-b
F1 ' X S
cd
F1xC57
les animaux qui les animaux qui
Rejettent peau k Acceptent k Tout va bien:
— > . , . . . ey s
il y a une corrélation entre rejet et cytotoxicité
Cytotox N )
Anti k
ab
locus L Lb



Sélection recombinant

Souris C57/BL6 Souris CBA
H2b H2k
ab cd En théorie vous générez 3 groupes d ‘animaux
I [ I ] ab Cd ab
I | I ] —_—
ab cd cd
ab
F1 — » F1xF1 plusieurs générations F’
cd
F1xC57 F’xC57/BL6
Des animaux Des animaux : :
Rejettent peau k Acceptent k Rejette k Rejette k Comment
Expliquer
Cytotox Anti k in vitro + - + - Certains animaux
| Rejettent la greffe k
Et ne développent
Pas de cytoxicité
Anti kK invitro
ab ab
I I
[ ] X I
cd ab




Sélection recombinant

Souris C57/BL6 Souris CBA

H2b H2k
ab cd
| [ I ]
| [ I I
ab ab
£1 — T —— F1xF1plusieurs génerations F’
cd cd En théorie a la fin vous générez 3 groupes d ‘animaux
ab cd ab
ab cd cd
} T
Sélection des rejeteurs F’ & Rejet Accepte
Peau cd la peau cd
F’x C57/BL6 ab
Rejette k Rejette k
Cyt_OtOX'C'te N _ Cava mal !l Il y a décorrelation entre rejet et cytotoxicté
Anti k
Comment Expliquer que Certains animaux Rejettent la greffe k

mais ne développent Pas de cytotoxicité Anti k



Sélection recombinant

Souris C57/BL6 Souris CBA

H2b H2k
a-b C'd
| [ I ]
| [ I ]
F1 __an F1xF1 plusieurs générations
od | | F1
F’xC57
F1 F1 o . . .y
Hypothese il existe 1 locus qui controle la cytotoxicité
ab ab indépendamment du rejet
I y  — Recombinaison meiose
[ ] [ ]
) Controle
F
cd cd ¥ cytotox
a d ab
ab cd cd —— — —
c b ‘ ab
v v
a d a b
Zg a b cb
Rejet de k Rejet de k

Cytotox anti k neg ~ Cytotox anti k positive



Base expérimentales qui ont fait suspecter l'existence
de 2 classes de CMH

Il existe au moins deux loci sur le méme chromosome qui controlent
et coordonnent la réponse immunitaire allogéenique de rejet

la cytotoxicite est impliquée dans le rejet mais n’est pas nécessaire
Le rejet n’est pas que de la cytotoxicité il y a au moins un autre mecanisme

est ce que la prolifération mise en évidence dans les experiences de MLR ne
serait pas un de ces autres mecanismes indépendants de la cytotoxicité
qui serait aussi un support du rejet ?

Est-ce qu’il y aurait un locus qui contréle la cytotoxicite et un autre qui
contrOlerait la puissante prolifération allogéniques non restreinte des cellules naives ?



Caracteristiques de I’alloréactivité

- pas de presensibilisation nécessaire pour observer la réeponse proliférative
- tres puissante réponse in vivo (rejet de greffe) et in vitro

- non néecessairement restreinte au MHC du soi

- Exploration in vitro par MLR et CML



Caractéristiques de ’alloréactivite T

les Ag du CMH allogeniques sont les principales molécules responsables
du phénomene d’alloréactivité mais d’autres Ag sont impliques (Ag
mineurs)

Cette réponse alloréactive induit la production d’anticorps anti CMH
allogeniques in vivo

Les lymphocytes T CD4 et CD8 et les anticorps anti CMH sont les
principaux effecteurs du rejet

LLes Ag du CMH allogéniques peuvent étre reconnus directement par les
LT allogéniques



- Premieres propriéetés historiguement
associéees au CMH:ALLOREACTIVITE

rejet de greffe
synthese d’anticorps
GvHD

CTL in vitro

MLR in vitro

- fonctions reconnues secondalrement:
RECONNAISSANCE DES Ag par les LT

presentation des Ag et restriction au CMH

controle de la reponse immune T (Ir gene)




Reconnaissance T et Restriction au CMH

LT CD8
CMHk

Préactivés
Anti LCMV,

TCR

Infecté in vitro
Par LCMV

Lyse ++++ Lyse =0

la cible et I’effecteur doivent avoir en commun au moins une molécule
pour effectuer la lyse =cette molécule est le CMH
reconnaissance des Ag par les LT CD8 via le TCR est restreinte par le CMH



Reconnaissance T et alloreactivité
Absence de restriction au CMH du sol

Expérience 1

Souris CBA/H Greffe peau
Xff_—éﬁf—- C57BL/6 H2P
H2k mouse \;!—é@>
H-2k

N
Spleen cells ©
(containing T, cells)

Peptide

Lyse ++++ alors que
Les L cytotoxiques et la cible
N’ont pas de CMH en commun

Expérience 1

Souris CBA/H gr?ge DHE;J
) o — alb/c
- ©
H2k mouse y\:},!;)/}j)
Hozk
+
Spleen cells ©

(containing T, cells)

LT CD8
CMHK

Préactiveés
Anti CMHd

mastocytome CMHP

Lyse =0

la cible et I’effecteur n’ont aucun CMH en commun (voir la diapo reconnaissance T et restriction)

et pourtant il y a lyse importante

reconnaissance des Ag allogéniques cible de la lyse par les LT CD8 via leur TCR

n’est pas restreinte par le CMH



Expérience 1

Souris CBA/H
_,_Q__ -
H2< mouse AR oo S5
D i‘-.;_://j’
Ho2k

¥
Spleen cells ©
(containing T, cells)

! v

[+
® - o
Qoo @ © @@@ O@
o® O Do 1e) @@

H-2kLCM-
infected fibroblastes

H-2ktarget cells
fibroblastes

R0 0°° O |8 e® s .-
L@o@@ o J ﬂ.r.-gac.@as

+31Cr release

15h incubation

Récupération -51Cr release

des surnageants

(lysis)

Comptage
radioactivité

(no lysis)

Expérience 2

Souris C57BL/6
% ‘Q'_ >< LCM virus
H2b mouse ‘> ng,>>
H-2b
W
Spleen cells

(containing T, cells)

l |

°4
ﬂ®@ @°@°©ﬂ k@@ @@C{Qﬂ
@0 )
o ® O Do ()

H-2ktarget cells H-2¥LCM-infected
fibroblastes target fibroblastes;
N2

& o0
Qo o %0 gg’ @@% 9
(5] @ﬁ@ (S e \ (4] @@ e

-51Crrelease

(no lysis)

(no lysis)

La cible fibroblaste et le LT effecteur doivent avoir du CMH en commun pour que la lyse se produise

=reconnaissance des LT restreinte au CMH en commun



experience 1 experience 2

— 2 — K
2 LCM virus PR LCM virus
K % - 00 >< * - 0@ ><_
H2<mouse A< %2 > H2b mouse = oo/l
H 2i H-2b
. o, 2
Spleencells® __, =presensibilisés le Spleen cells H2P
(containing T, cells) Contre le LCMV (containing T, cells)

J } \ J -

Q‘O 0 ® e e
oe® @ Do ® [e) @@

H-2ktarget cells H-2kLCM-
4 . g H-2ktarget cells H-2kLCM-infected
.8h-12h | fibroblastes infected fibroblastes fibroblastes target fibroblastes ;
incubation v
@R o 0°® @ﬂ k’f“-?s'é@ 5. ﬂ ° ©e%s 0 @
~9® Op4 Qo o @0 2)
ha@ e ©° o0 oo @0l PP080s
Récupération -31Crrelease +51Cr release -51Cr release
des surnageants
Comptage_ ) (no lysis) (lysis) (no lysis) (no lysis)
radioactivité ,?

Dans I'exp 2, les fibroblastes et les splenocytes sont allogéniques (de CMH totalement différents)
avec ce que je vous ai dit avant sur I'alloréactivité et ce que vous connaissez sur I’activation T CD8
comment expliquer I’absence de lyse?



Dans les splenocytes H2P Il y a de nombreux LT CD8 capables de reconnaitre H2k
Exprimé par la cible et pourtant il n’y a pas de lyse????

Garder en mémoire:
Les cibles sont des fibroblastes et I’incubation des fibroblastes avec les LT est courte (12h)

L’animal donneur de cellules H2P est naif vis-a-vis de H2X il n’a pas de LT CD4 ou CD8 mémoire préactivés anti H2k
=>Son répertoire T est essentiellement constitué de LT naifs vis-a-vis de H2k

Fibroblaste H2K n’ont pas les molécules de costimulation efficaces ni la ¢l II pour activer des LT CD4 naifs H2°
dans le délai court de I’expérience (15h)

Donc pas d’activation efficace des LT CD4 anti H2k
Or Les CD8 naifs pour se différencier en effecteurs cytotoxiques doivent étre aidés par les CD4 activés
Donc pas de différenciation en T CD8 effecteur anti H2k

Donc pas de lyse dans le délai court de I’expérience (15h)



|- Alloréactivité
des lymphocytes T

la capacité des lymphocytes T de reconnaitre et de
s’activer face a des cellules exprimant des
complexes [peptide-CMH-allogéniques] qui n*ont
pas éte rencontres au cours du développement
thymique et qui est responsable de rejet de greffe
plus ou moins severe




caractéristiques de I’alloréactivité explorée in vitro
Puissante prolifération des lymphocytes
sans présensibilisation nécessaire

100000

cpm

50000 -

Pas de déplétion

MLR MHC classe | et Il disparates



Les antigenes responsables de
cette puissante reponse:
Le CMH



Complexe majeur d'histocompatibilite

Protéines du Complexe majeur d'histocompatibilité
(CMH) occupent une position centrale parmi ces
alloantigenes

- 1ls sont tres polymorphes dans chaque espece,

- exprimes de maniere ubiquitaire et tres accessibles a
la surface des cellules

- capables de provoquer une stimulation polyclonale
extrémement diversifiée des cellules T




caractéristiques de I’alloréactivité explorée in vitro
Puissante prolifération des lymphocytes
sans présensibilisation nécessaire
et sans restriction au CMH du sol

100 000

cpm

50000 -

a __

Pas de déplétion Déplétion des APC Deplétion des APC Déplétion des deux
du repondeur du stimulant populations d’APC

(receveur)

MLR MHC classe | et Il disparates



L’alloréactivité peut se faire de deux facons principales
= présentation directe et indirecte

/\ N2 / \ Recipient T cells
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présentation directe oar HLA receveur

APC donneur Sur APC receveur



Mais.... 1l existe une troisiéme voie «semi-directe »

Acquisition des Ag CMH du donneur Sous forme entiere par les APC
du receveur

Echange intercellulaire de fragment de membrane Soit par
Trogocytose entre DC et cellules du donneur (échange par contact direct) ou
capture des exosomes issus du donneur

eX0SOMme CMH inta

‘/ du donneur
peptideX } Pe

v\ Présentation
semidirecte

Receveur

<— Présentation indirecte

e

A

Présentation directe
Lechler



des APC du receveur expriment des HLA entiers du donneur

Greffe peau donneur H29 receveur H2P

ganglion
H2K®P vert H2KY rouge
D Time post-skin transplantation
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Comment expliguer que les TCR endogenes reconnaissent
du MHC du non soi+peptide du donneur (les peptides peuvent
provenir de protéines conservees entre le donneur et le receveur

ou du HLA allogénique lui-méme)?

Comment expliquer qu’un individu HLA A2 ait dans son répertoire des TCR
endogenes reconnaissant des complexes [HLA A3+peptide du donneur]?

Cela est en contradiction apparente avec le fait

Les TCR endogenes d’un individu ont été sélectionnés dans le thymus pour
reconnaitre des complexes [MHC du soi+peptide du nonsoi]

=>]alloréactivité résulte d'une reconnaissance croisée (ou degenérescence)

des TCR qui lient normalement [MHC du SOI+peptide du non-soi] sont aussi

capables de reagir avec complexes [MHC non-soi+ peptide endogene aux
cellules reconnues]




expliquer la grande diversité de récepteurs T potentiellement alloréactifs

Le CMH exerce une pression pour sélectionner le type de peptide
d’une protéine du so1 qu’il peut présenter (répertoire de peptides)

Exemple receveur HLA A2 et donneur A3

Une APC HLA A2 va présenter un peptide x issu d’une proteine X pour former
Un complexe px-MHC(A2)

alors quune APC HLA A3 va présenter un autre peptide x’ issu aussi de X
pour former un complexe px’-MHC(AS3) qui est difféerent de A2.

applique a toutes les proteéines de I’individu HLAA3+: X, Y, Z ....
Ceci représente, pour un receveur A2, une grande diversité potentielle de motifs
etrangers présentés sur les APC A3 du donneur

=>Donc une seule difféerence au CMH conduit a une grande
diversité de motifs antigénigues etrangers présentés au receveur

explique la grande diversité de récepteurs T potentielle pour une
seule difféerence au CMH)




Sélection thymique des LT basé sur affinité et force du signal TCR:
Le thymus Néglige l'inutile, sélectionne I'utile & Détruit le dangereux

Néglige : .
.. g9 Selectionne Déetruit le
I'inutile L
I'utile dangereux
Fable t e :
affinite 4§ | Afmte 4 oo
: intermediaire i
1 affinité
Pas de sélection 1 : l ;
s i Sélection § Sélection
positive : s § T
l : posttive negative
Mort par apoptoss -....§urvie.-“_s: Mort par apoptose

Fréquence des
clones

Echelle d affinité arbitraire
RcT-CMH



Cellules epithéliales
CMHsoi +peptides soi

(peptides exprimés par les cellules thymiques corticales mais
pas de peptides issus des protéines exprimées uniguement en periphérie

MOELLE 0SSEUSE

['rcm] [D3+] |cn4+] [€D8+]

o

[TCR+] [CD3+]

SELELTION POSITIVE

SELECTION NEGA1< >

[TCR+ rn:m]

CD34] [CD24]
[CMH-II { antigéne [ [CMH-I / antigéne
RS [CD4+] [cD84] dm.l"‘

MS © cours-pharmacie.com

J\

J\

CORTEX

= Acquisition du TCR et des clusters de
différenciation : passage au stade
double positif.

=  Présence de cellules épithéliales qui
expriment a leur surface les
molécules du complexe majeur
d'histocompatibilité (CMH).

= Mise en place de la sélection positive.

=  (hoix du cluster de différenciation
suivant la molécule du CMH
interagissant avec le TCR : passage au
stade simple positif.

JONCTION CORTICO-MEDULLAIRE

=  Présence de veinules a2 endothélium
haut (HEV) permettant I'entrée et la
sortie des lymphocytes.

MEDULLA

= Présence de cellules dendritiques gui
expriment a leur surface les
molécules du complexe majeur
d'histocompatibilité (CMH) associé a
des fragments antigéniques du sol.

=  Mise en place de la sélection négative.




Sélection thymique

region Immature CD374°8"
double-negative thymocytes g:i?i:‘e:lailal
S 2 cell mediates
positive
cortex oo &f selection
Immature CD3*4°8*
double-positive thymocytes Dendritic
c%rtilc':o- cell mediates
medullary negative
junction ® .. b selection
Mature CD4*8™ and CD478* med#I:arIy
thymocytes epithelia
madoiin e t‘;;f cell
@venule macrophage

les TEC de la medulla expriment des
Peptides issus des
« tissue-specific autoantigen »

Sélection
positive

Sélection
négative

Sélection

Des Treg

Exportation |
des LT




on a découvert 2 grand régulateurs de I'expression medullaire
des peptides restreints aux tissus périphériques du soi
“formation d’'une ombre du soi dans le thymus”

Fezf2 et AIRE orchestrent le Programme thymique d’expression des peptides du
Soi restreints aux tissus périphériques (TRA=tissue restricted Antigen) dans les
cellules épithéliales thymiques medullaires pour la sélection négative

Thymus

\
A\

—»

— R —

\ Epigenetic

E regulation

—— Vo
$

Aire-dependent TRA

we] D Tip,
Negative
selection - 6\5

Immune tolerance




Fonction des DC dans la medulla thymique

Les DC thymigques sont capables de capturer une partie des peptides
du soi specifigues aux tissus périphérigues (notamment ceux induits par AIRE)
et de les représenter sur le CMH | et Il pour augmenter la sélection négative

et sélectionner les Treg
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(

Dlﬁerentlatlon

Other unknown and CD86
receptors

UEA1-
binding
molecule

DP-to-SP

transitional :
T cell O
—_—

' Cross-
; presentation

-



Mumber of thymooytes

Thymus

Megative selection:
clonal deletion
receptor editing
anergy

Lymph node

Provide immune
responses to
foreign antigens

Et alloréactivité
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Uniqu private’ proteolytic pathways
fhcient endogenous MHC class H loading
oComllutivomchm
* Thymic nurse cell formation

mTEC

* ‘Promiscuous gene expression’ (AIRE)

* "Public’ proteolytic pathways

« Efficient endogenous MHC class Il loading
* Macroautophagy

Migratory ¢cDC

= Steady-state immigration from peripheral
sites

* Import of peripheral antigens

* ‘Public’ proteolytic pai
» Conventional MHC class Il loading

SIRPa'CDS"  + presentation of mTEC-derived and
serum-borme amlgens

Resident ¢cDC
* Intrathymic differentiation
* Public’ proteolytic pathways
Comem-ond MHC class Il loading
ion of mTEC-derived and
SIRPa-CDS* mum'bonn antigens

poc&oady-suto immigration from peripheral

e OImponofp«Opinralamlgms

OConvembnnIMHCchall
* No presentation of mTEf

B cell

* Intrathymic or mmh)mic oﬂgln?

« Efficient pi ation of BCR d
antigens

* 'Public’ proteolytic pathways

* No presentation of mTEC-derived TRAs?

Nature Reviews | Immunoclogy



Souris transgéniques TCR anti-HY (TCR anti Ag male
présenté sur MHC classe | H-2DY)

Mice H-2DbP+ Thymus
d
{as% 822% | fam 1 eooth|  |218% 08 |
| ; |
i o gaw| 1ot © e g b3
T———— anti-CD8 (FITC)
Normal WT male Femelle TJTCR HY  pma3le TgTCR HY

Peu de double positive chez les males
= la sélection négative commence a s’exercer fortement des le stade DP (
Pour les Ag ubiquitaire) et fortement sur la transition DP/SP (pour Ag « tissue-specific »)

\Von bohmer, al. 1988 Nature



Tolérance thymigque : réesume

N ’ -
~ APC -
- N

o N

v, (\ CMH + peptides du Soi

CD28
TCR+
Lymphocytes T Lymphocytes T avec Lymphocytes T
avec recepteur récepteur d'affinité faible ou avec recepteur
de trés faible affinité intermédiaire de forte affinité
Absence de signaux / Signaux apoptotiques
de survie Signaux de survie =

anti-apoptotiques = Treg Sélection négative
Sélection positive ‘

J
l ~_

Maturation et migration a
apoptose la périphérie (<5 %) apoptose



Selection thymique et alloréactivité

Un TCRab est sélectionné dans le thymus en reconnaissant un peptide du soi sur une spécificité de CMH du soi
avec une affinité intermédiaire. Ce TCR va pouvoir reconnaftre a haute affinité d’autres peptides issus de I'extérieur
de lI'individu présentés sur le CMH du soi (répertoire utile pour éliminer pathogenes) mais le plus souvent ce TCR
peut reconnaltre des CMH allogéniques+peptideX a haute affinité (puisque ceux a haute affinité pour ces CMH
n‘ont pas été délétés thymus) ce phénomene de crossréactivité est la base de 'alloréactivité des LT

NB pour mémoire les TCR ne sont pas éduqués dans le thymus pour reconnaitre des peptides de I’environnement++++

périphérie

Un TCR spécifique monoclonal exporté en périphérie (bleu)

Haute affinité

Peptide d'un Ag d
I’environnement

TCR

| Peptide y différent de x

antigen-presenting o=l

ansgen-presenting el

antgen-presenting osll

activation

N No activation

activation

CMh allo

v
Elimination
de I'Ag

CMH soi

'

alloréactivité



Comment expliquer 1’existence de cette
reconnaissance croisee?
Coevolution genetique du CMH et du TCR

les segments de genes du TCR en configuration germinale TCR ont des
caractéristiques qui favorisent leur liaison au CMH et aux molécules du
CMH-like

les caractéristiques du TCR qui contrélent la speécificité de
reconnaissance du MHC et MHC-like ont été sélectionnées tot dans
I'evolution et conserve entre les especes qui partageaient un ancétre
commun il y’a 400 millions d'années.

les cellules T a3 sont contraintes par leur exigence de reconnaissance de CMH
une telle exigence garantit que les cellules T doivent réagir avec d'autres cellules,

puisque le CMH est a la membrane des cellules un attribut important notamment

pour procurer
La capacité des cellules a présenter a la surface cellulaire toute sorte de peptides intracellulaire
permet au systeme immunitaire de « voir » ces Ag intracellulaires viraux notamment



2 processus generent un repertoire tres diversifie de
cellules T matures anti CMH allogéniques.

- réarrangement aléatoire des genes TCR

- les genes de TCR réarrangés génerent préférentiellement des TCR qui
se lient a des molécules du CMH, qui permet a des cellules T d’étre
sélectionnées positivement dans le thymus. (coévolution entre genes
du CMH et TCR)



3 caractéristiques de I’alloréactivité T

-pas de presensibilisation nécessaire pour detecter une
réponse proliférative

-puissante réponse in vivo et in vitro

-non nécessairement restreinte au self MHC

L alloréactivité se distingue de la réponse immune
contre des Ag nominaux classiques par son ampleur.

—> les Ag majeurs du CMH sont a 1’origine de ces différences

Exploration in vitro par MLR et CML



Organ Transplantation in 2010:

From St Come and St Damien to hand transplantation

15t Kidney Tx between identical twins, Boston 1954



Alloreactivite = base du rejet de greffe

Deéfinition du rejet aigu a mediation cellulaire

Réponse immunitaire destructrice
impliguant les lymphocytes T spécifigues
des Ag de transplantation (surtout CMH et
Ag mineurs a un moindre degré)
exprimés par un greffon




Définition des Ag de transplantation.

- Protéines ou fragments de proteines exprimées a la surface
de cellules.

- Polymorphes dans une espece.
- Suffisamment immunogeniques pour induire un rejet aigu

chez un hote non modifie et non apparenté au donneur




3 grands groupes de proteines
groupe ABO-->rejet hyperaigu
CMH classe | et I1->rejet aigu

Ag mineurs-> rejet aigu retardé



La situation actuelle en transplantation
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Amélioration de la survie des greffons a 5 ans (67 a 80%o)
mais pente de la courbe relativement stable (3.5%)

. Survie du greffon rénal selon la période de la greffe
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Problématique de I'interface Hote/greffon en 2016

Depuis 2000 : arr

ét de la progression du taux de survie des greffes

“~—.__ 2000-2006

e =S 1995-1999
1990-1994

1985-1989 |

10ans
10 ans

/ Taux de survie greffes rénales et cardiaques selon la période de greffe

Causes de
perte des

—— Déces (K, infection, CV) =50 %

greffon

L Dysfonction du greffon = 50%



Problématique des pertes de greffons réenaux
(en dehors des echecs précoces)

Perte des greffons
|

v v
Déces Dysfonction chronique - d
50 % (CAN) =50% perte de greffons

Card io/ &'

Rejet aigu cellulaire
Rejet aigu humoral
Séveres précoce

vasculaire cancer

75%
Rejet chronique
alloimmunitaire

Toxicité Récidive BKY,
IS maladie || Urologie, PNA,
Arteres, CMV

Immunosuppresseurs , ,
Non spécifiques a vie AI I t t
nécessaire . EE— oreactivite
pour controler
alloreactivité




Quelgues généralités sur le rejet aigu de rein

Frequence du RA est en diminution
50% 1980-> 10-15% 2010 (10 % non sensibilise)

Survient entre 8 jours et 6 mois apres la greffe le plus souvent

Prévention par les immunosuppresseurs a VIE
(Rapa, MMF, Tacrolimus, steroides)

Reéversible sous traitement par corticoides
Hautes doses pendant 3 ou4 jours

Facteur de risque de rejet chronique



Le rejet chronique

entraine une perte progressive de la fonction du greffon
des anticorps anti HLA anti donneur DSA

DSA sont T dépendants++

les traitements éthiopathogéniques sont peu efficaces
une fois le processus enclenche

représente les % des pertes par dysfonction du greffon









Nomenclature (CMH)

humain

HLA = CMH humalin
HLAA, B, C =classe | humain
HLA DR, DP, DQ = classe Il humain

DW= classe Il definie par des reactions de MLR



Structure 3D de la classse |

Backbone (B Labeled)

Beta, Microglobulin,
Disulfide bonds,

Beta, Contact Atoms (3.3




MHC Class | Variability
Alpha 1 Alpha 2 | Alpha 3

Helice al

Helice a2

Variability Index

5 % ; A

Amino Acid Residue

140-180 a2 HELICE
50-85 al helice

Correlation entre le lieu de la variabilite et les residus interagissant avec le peptide



Synthese de la classe | traffic cellulaire
& chargement peptidique
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Fonction des molécules HLA de classe |

1 Présentation des peptides endogenes du "soi"
-le systeme immunitaire reconnait sans détruire les cellules qui
les expriment (tolérer)
-cela se passe dans le thymus et en périphérie

2 Présenter des peptides endogenes du « soi altéré» (ex tumeurs)
- pour éliminer les cellules qui expriment des molécules anormales

3 Présenter des peptides endogenes du "non soi”
- pour éliminer les cellules qui expriment des protéines
d'un genome étranger intra cellulaire ex : virus

4 — Mais aussi..., présenter des peptides exogenes pour initier
une réponse cytotoxique CD8 (particularité des cellules
dendritiques de cross-présentation des Ag exogenes sur MHC I)



aspects quantitatifs de I’expression
du CMH | et de la présentation

50,000 - 100,000 MHC molécules sur une cellule pour un allele

molécules MHC occupées par self peptides en grande majorité
dont peptide de classe I et 11 endogenes.

1/1000 - 1/10000 random peptides remplissent les conditions pour se lier au CMH
balance entre le risque de lier trop de peptides différents,
chacun serait alors représenté en petit nombre sur chaque

cellule au risque de ne pas étre reconnu par le systeme immunitaire

trop grande restriction du nombre de peptides
certains pathogenes pourraient echapper a la réponse immune

un complexe peptide-MHC Individuel représenté en quantité trés variable de
1 & 5000 molecules/cellule.

Cinétique : charge de 100 CMH par minute




MHC class | molecules are very unstable in the absence of peptide.
They bind peptides in the Endoplasmic reticulum (ER).

Peptides are generated continuously in the cytoplasm by the
degradation of proteins, predominantly by the proteasome.

Peptides of suitable length (~8-18 amino acids) are specifically transported
across the ER membrane by a heterodimeric transporter made up of the
TAP1 and TAP2 molecules.

These peptides bind to the class | MHC molecules in the ER if they
have appropriate sequence motifs,

the MHC molecules being stabilised in a partially folded state
by a chaperone protein (p88, calnexin).

The peptide bound class | MHC molecules adopt their fully folded conformation,
release calnexin

and transit to the cell surface via the golgi



Poche de presentation du peptide




Structure 3D de la classe 11

MHC Class 11:
HLA-DRI with influenza

hemaglutinin 306-313 (13 amino
acids), PKYV KQNT LKLAT.

EH Backbone &

Alpha 1,

~Asn
Disulfide bonds.




Endocytose
Ou pinocytos

//‘!’ MIIC Ph acide
li Cible le complexe @ relargue la chaine Ii

dans le compartiment et degrade PAg
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Synthese de la classe I
traffic cellulaire & chargement peptidique

Dans le RE assemblage de la molécule : chaine a,chaine B, tandis que s'adjoint la
chaine | (invariant)bloquant momentanément toute possibilité d'accueil de peptide
endogenes eventuellement presents.

Glycosylation dans I'appareil de Golgi.

La protéine exogene fixée par un récepteur specifique ou endocytée,internaliséeou
pinocytose

Les peptides sont obtenus par protéolyse (proteases acides) apres fusion de
I’endosome avec MIIC .

Chargement du peptide (apres dissociation de la chaine 1)
dans la cavité du CMH, si compatible.

Leur taille 13 a 34 AA

Expression a la membrane.



Rble des molécules CMH-II

Les molécules HLA-Il permettent d’induire une réponse immunitaire contre
des peptides exogenes.

Sélection et induction des Treg (inhibition de la réponse immune)

Cette réponse est nécessaire pour I'immunité humorale et cellulaire:
* Anti-bactérienne, anti-parasitaire, anti-tumorale et anti-virale.

Par activation des lymphocytes T CD4 (ou T auxiliaires ou T helpers) :

* La molécule CD4 va se lier indépendamment de I'antigene au domaine 32 des
molécules HLA-II.

* Le domaine variable du TCR va reconnaitre le complexe poche antigénique /
antigene.
* La reconnaissance de l'antigene dans le contexte HLA-II par le TCR va induire

I'activation du T CD4 et induire une réponse humorale (Th/LB) ou cytotoxique
(Th1/T CD8).



expression constitutive du HLA

Cell type HLA AB HLA classe I
T lymphocytes +++ -

B lymphocytes +++ ++
macrophages +++ +

Cellules +++ ++++
dendritiques

matures

granulocytes ++ -
microendothelium | ++ ++ (homme)
neurones - -

Epithelium ++ ++
thymique

trophoblaste - -




HLA : caractéristiques génétiques

* Polymorphisme extréme

‘Transmission en Haplotypes: liaison étroite entre
les différents genes HLA
- Notion de déséquilibre de liaison

 Transmission codominante des genes HLA
. expression de toutes les molécules HLA a la surface
cellulaire



La diversité des compositions moléeculaires

A celles des genes et des loci
s'ajoute une diversité combinatoire des chaines a et B pour les
moléecules de classe Il.




Classe | Classe |l

peptide-binding peptide-binding
groove groove

Papiide | . J——— peptide

cl ]
J # alléliqgues > 1...30 AA% *
gymerogiobuin POlymorphisme "patchwork" |

pl p2

al o’ a3

Le polymorphisme des géenes HLA est proche des sites de liaison peptide et
Permet une structure commune de présentation



Le polymorphisme entre les alleles HLA est concentré au site de liaison
du peptide antigénique

- S

Ex : 2 alleles HLA-A (classe |) : Ex : 2 alleles HLA-DR (classe ) :
- HLA-A2 - HLA-DR3
- HLA-A1l - HLA-DR4



Presentation a des cellules T de fonction différentes
suivant la classe de CMH presentateur

Lymphocyte T CD8+ Lymphocyte T CD4+
(LT cytotoxique) (LT helper)

cps Classe | Classe |l
%) [emn 1]
(m’)
Ag exogénes
. Cellules
Ag il Quasiment . -
endogénes | M. toutes les preser:tatnces
Ly cellules d'Ag
professionnelles
Reconnaissance et amplifier la reponse cellulaire T

destruction des cellules
du soi altérées (cellules
infectées ou tumorales)

et humorale B



Origine des peptides presentés par chaque classe:
la dichotomie endogene = classe |
et exogene = classe Il n’est pas absolue

Les classes I peuvent presenter des peptides exogenes “crosspresentation”
mais uniquement dans les cellules dendritiques

les Ag mineurs d’un donneur peuvent induire une CTL restreinte au CMH du receveur
cellule dendritique un systeme de transport reliant le compartiment endocytose et cytoplasmique

Il existe des phénomenes de transferts de molecules ou de composants
cellulaires depuis une cellule vers une autre capable de présenter ’Ag

Les classes Il peuvent presenter des peptides endogenes



Les croisements des voies de présentations peptidiques

N Extracellular _ ..
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Origine des peptides présentés par les molécules HLA de classe | et classe |l

ogene
tosol
exogen o
;"'_'_"'\
HLA  membrane Cﬂﬁ .i oy
MHG I+ pe;.lrjr-_' )
?ifnrgarlane f_,_\:’nggg'ﬂm A MHC I-peptide
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a;'-" Antigen

&3 e Dewhdes-
1 Endeplasméc
N i reticulium

MHC | MHC: I+ pQ‘:IlIdE MHC §-i

e sur 1 cellule, ~104 & 10° molécules HLA / locus
» dans 1 molécule HLA - 1 peptide

» seulement 1 millier de peptides capables de se lier a 1 allele HLA
* Tri sélectif parmi un ensemble des peptides (> 10° nonapeptides)
- tri variable selon les alléles HLA hérités

» diversité des peptides présentés a la surface d’'une cellule :
(> 10% peptides différents : beaucoup sont rares, certains plus abondants (100 - 400 copies)



High frequency of MHC-related peptides bound to HLA-I1I
DR alleles

HLA-DR molecules were purified
from homozygous EBV-transformed
human B lymphocyte lines

exogenous __

proteins
cytosolic ]
teins
membrane pro
B assaciated T | g
secretory =
proteins” -~ _

g MHC- _
related proteins

Strominger J. Exp. Med 1993 178 27-47

HLA-DR8



*Table 2. Core sequence of a subset of abundant self-peptides isolated from both T cells and B cells (donor 1).

# Paptides core

Pratein Protein Mame Core Sequence Lecalization BRC U Rank
20RA HLA class Il histocompatibility antigen, DR alpha chain EFGRFASFEAQG membrane 15 4
X8 HLA-class I histoocompatibility sntigen, DR beta chain FLORYFY ROEESVRFDS e brnE 2 33
i X5 HLA clads Il histocompatibility antigen, O beta chain CDVGYRAVTROGRFDA e mbrinE 5 3
ChOvg HL& class Il histocompatibility antigen, gamma chain DPFSSELGVTHODLGPP e birane 3 24
E2M Bata-2-microglobulin KSHFLHCYVEGFHFS membrane ] a5
SEM4AD Lemaphodn-40 MLFDETLOPVEDHPLMDDS meembirane 2 7
APOE Apolipoprotein B-100 CILPWEONEQYENFVAS secreted a5
CATH Cathepsin B PV TS DFLLYRSGN Bysosnimal 4 21
GILT Gamma-inteferon-inducible lysosomal thiol reductase FEGMGPFUNYET Iysogormal 42 2
CALR Calreticulin YSPDOPSIYAYDMNEG cytosalic ] il
GIP Glyceraldehyde-1-phosphate dehydrogenass EMGHLYINGHPITI cytosalic 11 -

KYDINSLEISNASCTTH & 13
GETF Glurathlone S-fransferase CRGOLTLYQSNTILRH cytosalic 3 25
HERTE Heat shock cognate 71 kDa protein DAAKROWWAMMPTHTYF DAK cytosalic 10 |

The Cofe fequende represents the largest Consensus pEplide seguendce idenitified for total nested protein fra-;rmnn acnoss all samples for a sindphe doned. The total
rurmber of peptides identified for donor 1 that contain each core tequence it indicated. Predicted pl anchor redidues for DRET binding are in bold (pld =Y, F, L, |, ¥, WL

doi 10,1371 fournalpone 0029505 0002

Costantino CM, Spooner E, Ploegh HL, Hafler DA (2012) Class || MHC Self-Antigen Presentation in Human B and T Lymphocytes.

PLoS ONE 7(1): e29805. doi:10.1371/journal.pone.0029805

http://journals.plos.org/plosone/article?id=info:doi/10.1371/journal.pone.0029805

©'PLOS | one


http://journals.plos.org/plosone/article?id=info:doi/10.1371/journal.pone.0029805

Activation de la reponse immune effectrice
La synapse immunologigue




Reconnaissance du complexe peptide—MHC par le TCR

TCR

CMH







Enchassement du peptide dans une molécule HLA

TCR

CDOR1la CDR2a CDR2B CDR1pB
CDR3a CDR3p




Exemple d’alloréactivité par mimique moléculaire
clone TCR LC13 généré chez un individu HLA B0O801 qui lui présente un peptide EBV
Est alloréactif contre HLA B4405 presentant un peptide de la protéine ABCD3

N

c
TCRLC13 %
monoclonal {;{'

" CDR2at



Le TCR peut reconnaitre différents peptides/CMH en faisant de
petits ajustements lors de son interaction avec le complexe peptide-
CMH

Small change in Small change in
binding angle tilt and roll

MHC class |l
molecule I-E¥




Reconnaissance
conventionnelle=
TCR interagit avec

selfMHC et le peptide
1

7 LN
I.,* @ ‘"}I

LJ

alloreconnaissance

Interaction allogénique
|storique

Soit le TCR interagit avecAe

peptide allo uniquemenysoit

avec Is MHC allo

Alloréactivite actuelle similarite
chimique entre conventionnelle
et allo =le TCR alloréactif
interagit avec un peptide et le
CMH allo
1

I y a une similitude structurale entre la reconnaissance conventionnelle et

allogénique




* Both naive and memory T cells can have strong alloreactive
potential.

* A substantial proportion of memory T cells induced by virus
infections can cross-react to allogeneic HLA, a phenomenon
known as heterologous immunity.

* Virus-induced memory T cells that cross-react to allogeneic HLA
can induce allograft rejection in experimental animal models.



la « raison d'étre » de 1’alloréactivité n'est pas entierement établie

il y a des centaines de Polymorphismes différents du CMH dans la population humaine, alors que
la diversité du répertoire TCR est généré a partir de réarrangement génes V, D et J moins polymorphes en
configuration germinale.

du fait que les genes codant pour les molécules du CMH et le TCR sont sur différents chromosomes,
elles sont transmises de facon indépendante.

Par conséquent, il est nécessaire pour les TCR qui sont moins polymorphes de conserver la capacité a
interagir avec des centaines de différents Alleles du CMH. une telle exigence pourrait exercer une
pression selective sur le TCR (et CMH) pour conserver une certaine «compatibilité».

Par consequent, il y a des arguments forts de la pression sélective pour le maintien du polymorphisme
du CMH, et aussi sur la restriction au CMH et donc sur les TCR

Les cellules T immatures qui expriment le récepteur des cellules T (TCR) capable de se
lier a un self-peptide-complexé a un self CMH avec une affinité suffisante recoit un
signal de survie (c'est ce qu'on appelle la sélection positive) et forme un répertoire T
restreint au self MHC

Le MHC sélectionne les peptides présentés

Mais il n'existe aucun processus qui sélectionne contre la capacité des
TCR a interagir avec des centaines d'alleles du CMH qui ne sont pas
exprimées par un individu dans son thymus.

L’alloréactivité est elle inhérente a la pression de sélection pour le maintien de la diversité et au systéme de sélection
mis en place



caractéristiques de I’alloréactivité explorée in vitro
Puissante et Non nécessairement restreinte
au CMH du sol

100 000

cpm

50000 [

B

Pas de déplétion Déplétion des APC Dépl_étion des APC Dépleétion des deux
du repondeur du stimulant populations d’APC

(receveur) (donneur)

MLR MHC classe I et Il disparates

La réponse la plus forte est celle déclencheée par les APC du donneur (stimulant)
non restreinte au CMH du soi



L’alloréactivité peut se faire de deux facons principales
= présentation directe et indirecte

A |L-2 '\ ~ Recipient T cells
| /CDM\‘ (Y (/(;m:l- -2 A
\‘ \ y, \ V. ' \ £ 4 T
O \ \./ “ (CD4*;', | (CD3+)'
TCR &\ gl N NS
Peptide .. i
\ [ £ MHC dass | ‘4
MHC clasm ‘\' %Q , SO
v ) £ - <
Q Reoapbent
Bgnor-.- _.: JAntigen f :
" . . processi
Direct ” ‘ zresema?tgon: i
allorecognition i/ Y \ - Pds N
Indirect ~ /L%
. Q allorecognition [ J \
‘“
Shed donor MHC and minor Z - - -
histocompatibilily antigene présentation indirecte
présentation directe APC receveur

APC donneur
Gde fréquence des précurseurs



Mais.... 1l existe une troisieme voie «semi-directe »

Présentation des Ag CMH du donneur Sous forme entiere par les APC
du receveur

Echange intercellulaire de fragment de membrane
Trogocytose entre DC

T

CMH intact

‘/ du donneur

N

_ - indirecte
peptideX f

S

T T
T Receveur/\| Receveur
Receveur \(
seyi-directe
L1l
Mobilise le

répertoire direct Lechler



Mécanismes de destruction d’un organe greffe

- | Réponse allogénique

Organes Iymphoides
secondaires =
ﬁ e, Recnplent[T cells
, (/\\'-/\" e e |L2 - ):r' ﬁ greffe
&/ 88~ ) 2 (s
»/_ ( (CD4+ Y ( coe+) Plasmo
TR & N N/ MO/ CD4*\t :
Peptlde ‘\\ ::'3 iC dass | & 4 3 Greffe? \TH
MHC class I \l“ U ___ . b i "' / - \
?\\\ ( ) Recuplea “ " &\ e &TCR \ ( %.?24/':"
Donor* Antlgen’ ~— = Peptick A
) DC / - processing/ . P =
Direct ,“ ~presentation:. IFN- < MHC class Ill
Allorecognition i ‘s - N Y

m Q Indirect / \ P
. allorecognition [ d “_ . \ cosncon )
\ v DTH 4 ,/"/‘ @ ‘.\
Shed donor MHC and Ninor \" \ ) \, )| l‘@\"
histocompatibility antigerg Attaque des - )
Recipient ce
(endethelium par ex)

e > |

Milieu inflammatoire

CD4 direct et indirects=DTH dans le greffon Recipient cells

CD8 direct=cytotox directe sur I’organe Perforin: gl -~=(parenchyma)
CD4 Tth aide la production d’anticorps antidonng¢ur e gra“zy"‘e {
CD4 direct aident le differenciation des CD8 directs CD8 directs | ( coes)l =G0, (\
\./ MHC
e | Class|

Et .... CD4 indirect aident les CD8 semidirects voir diapo suivante



Explication de la différenciation des LT cytotoxiques anti HLA | du
donneur méme en I'absence d’APC du donneur: réle de la présentation

Indirecte aux CD4 et semi directe T CD8

Echange intercellulaire de fragment de membrane
Trogocytose entre DC et cellules du donneur

!

CPA
Receveur

CMH intact
du donneur\ _
‘/ .. CMH Il receveur
CMH Cl | ()

Activation CD4

Activation T CDS8 voie indirecte

\oie semi directe

CDST
Receveur

CDAT
Receveur

Coopération
Th/ T cytotoxique

Organe donneur

Destruction des cellule *

épitheliale donneur par CD8
Qui reconnaissent les

CMH | entiers du donneur par
La voie « directe »

\oie directe



Cross-talk entre DC receveur, LT et LB dans 1’alloréactivité
=>initiation et amplification de la reponse immune indirecte T anti greffon
Et induit la production d’anticorps anti-CMH

Ag CMH Donneur accessible

O LS au’y car exprimes en surface

Plasmocyte
CD20 neg

DC receveur

1({ 74

3 ”@-

DSA

Ig haute affinité
HMS ab anti CMH
donneur

LB active $

r’{ AN CD20+
HLA LTFH active voie Ab anti HIiA donneur
receveur Indirecte faible
Réponse T fréguence /
allogénique Precurseurs T Rejet chronique

(médiation B et T)



Cross-talk entre DC receveur, LT et LB dans 1’alloréactivité
=>initiation et amplification de la reponse immune indirecte T anti greffon

Et induit la production d’anticorps anti-CMH du donneur

Ag CMH Donneur accessible

O LS au’y car exprimeés en surface

CMH clll entier donneur

DC receveur trogocytose

Plasmocyte

DSA CD20 neg

Ig haute affinité
HMS ab anti CMH
donneur

LB active
CD2(?+C Ve &

i\
N I
el '
HLA LTFH active voie Ab anti HLA donneur
receveur Semidirecte grande
Réponse T frequence des précurseurs /
allogenique Rejet chronique

(médiation Bet T)



ROle des LB dans la production des anticorps anti
donneurs DSA

les allo-antigenes du CMH qui sont des Ag de surface sont facilement liés par
les immunoglobulines de surface des LB. lorsque cela se produit, les Cellules B
allospécifigues internalisent tres efficacement et apprétent la molécule du CMH
sous forme de peptides du CMH, ce qui conduit a la présentation indirect par la
cellule B de peptides du MHC allogénique du donneur par les propres
molécules de classe 1l du CMH de la cellule B du receveur (forte propension du
CMH-I11 a présenter du CMH.

=> LB deviennent plasmocytes DSA Ig haute affinité (mutation somatique)

=> Compte tenu de l'efficacité des cellules B spécifiques de I'antigene comme
CPA ceci représente aussi une possible voie d'amplification de la voie indirecte
qui serait sans cela une réponse immunitaire relativement faible



importance relative des répertoire
directs et indirects

1-10% <0.1%

Recipient

RHecipient
T call

T cell

TCH —» Seli- or nonseli-peptide Monselt-peptide
- pep -

<« PMonself-RMHG self-MHG —=

Hecipient

APC

Recipient

T cell

Indirect

Direct

self-MHC —
< MNonself-MHG

Recipient

APC

semidirect ?




Comment se fait la présentation des
Ag allogeniques en transplantation »

A. Directe = présentation par les CMH exprime sur les APC du donneur

Le CMH joue un réle dominant dans la reconnaissance et 1’activation

-1 peptide indépendant : CMH vide (tres exceptionnel voire impossible car instable)
-2 peptide dépendant mais non spécifigue : (reconnaissance dégéneree) peu probable

—>théorie de la densité élevée des déterminants compenserait la faible affinité
(pour expliquer la force de la réponse)

- 3 peptide-dépendant et spécifique le plus fréquent .
—> la diversité des peptides présentés pourrait expliquer la haute fréquence des précurseurs

B. Indirecte : sur les APC du receveur
peptide spécifique : les CMH eux mémes ont une propension tres forte a
présenter des peptides issus du CMH allo ou autologue



caractéristiques de I’alloréactivité explorée in vitro
Puissante et Non nécessairement restreinte
au CMH du sol

100 000

cpm

50000 [

B

Pas de déplétion Déplétion des APC Dépl_étion des APC Dépleétion des deux
du repondeur du stimulant populations d’APC

(receveur)

MLR MHC classe I et Il disparates



In vivo

priming |” none \'|/ minor N ,/ influenza |'f none\'
of mice “ | histocompatibility viral B /
antigens antigens
(Support Protocol 1) | | {Support Protocol 2) |
In vitro ~ 7N <
stimulation
of
splenocytes { 3
histccglr?"ulscf;r\tibilit; '/_ minc)r_ - N inflqenza A4 _ polyt_:lc:)nal
: histocompatibility viral Induction and
antigens antigens antigens detection

\ i IR\ BaSIC I [ l | Up ﬂ rDlCIED f t rnat rDlDGD )

' . Y
[ TNP-modified ‘

self antigens
|{Support Protocol 3) |

~ - \ '

| > [ $10r-release assay A
In vitro (Basic Protocol 2)
detection or
of CTL activity JAM test

\ \:[Allernale Protocol 11 /




part de chacun des modes de présentation
en transplantation (1).

L_a voie directe a elle seule est capable d’induire un
rejet aigu

Modeles murins

La voie indirecte a elle seule est capable d’induire
un rejet

Modeles murins

Ces expeériences montrent que chacune des voies est potentiellement impliquée chez
I’homme

Faire la part de chacune des voies de présentation in vivo chez ’homme



part de chacun des modes de présentation
en transplantation (11).

- Voie directe
. 90% du répertoire alloréactif répond par la voie directe
. Au début de la greffe
—>la voie directe est préponderante.
. Les APC du donneur meurent progressivement et ne restent que les cellules
parenchymateuses et endothéliales du donneur qui sont des APC “défectueuses”.
- La voie indirecte sur les APC du receveur devient alors prépondérante
==> Mais la voie semi directe pourrait prendre le relai tres probablement

travaux de Lechler



Présentation directe: mise en évidence
Souris SCID + inj cell CD4*

* Pas de rejet aigu des coeurs CMH classe 1l-/- et rejet des coeurs Cl 11+/+

. CD% suffisants (sans CD8+) pour le rejet et expression Cl Il necessaire sur le
greffon

* Rejet aigu des cceurs CMH full allo mismatch par souris scid Cl 1l-/- (ces animaux
Eece)veurs n‘ont pas d’APC exprimant Cl Il donc pas de voie indirecte pour les LT
D4

* Lavoie indirect n’est pas requise pour le rejet aigu
e =>reconnaissance directe des MHC du donneur est responsable

Mais rejet chronigue+++ => voie indirecte responsable

Pietra J Clin Invest 2000



Prés Indirecte: mise en évidence (2)

e Vella Transplantation 1997
Etude prolifération des cellules

mononucléées de receveur de greffons
rénaux/au moins 1 incompatibilité DR

chez groupes NCA et controle

2 -

—@— POSITIVE PATIENTS

—O—— CONTROL PATIENTS

T

-

—

25
50

3.128
8.25 ~
125 -

PEPTIDE DOSE (pg/ml)

100




Pres Indirecte: mise en evidence (3)

Lee RS PNAS 2001, 98: 3276-81

Immunisation porc par peptides SLA, 3 semaines
avant greffe de coeur/témoins:

- HSR +

- Prolif T en présence peptide SLA+
- Anticorps anti-donneur+

- Lésions coronariennes



* des lymphocytes T de reconnaissance indirecte est
une forme de reconnaissance conventionnelle
et contribue clairement au rejet d'allogreffe.

* Sources de peptides presentés indirectement par
les cellules comprennent les ag cellulaire et des
fragments de membrane , des cellules mortes ou
mourantes du greffon du donneur qui sont
phagocytées par les CPA receveur et présentés
sur le self CMH



Caractéristiques schematigues de chacune des voies
de présentation en transplantation

reconnaissance directe

reconnaissance indirecte

Agent stimulant

CMH du donneur
Avec peptide

Peptides allogéniques (surtout du CMH) et
mineurs sur lesAPC du receveur

Récepteurs T engageés

Tres diversifiés

oligoclonaux

Fréquence des précurseurs

élevée

basse

Sensibilité aux IS

Inhibée par CsA

Mal controlée par CsA?

Population répondeuse

meémoires

Naifs puis mémoire




Dynamique au cours du temps des mécanismes
d’alloreconnaissance

Rejet aigu

%

%
%
et
HI.

Alloreconaissance directe
\ Alloreconaissance indirectg

Rejet chronique

*Nb +++ CPAgdu D
- fréequence +++ precurseurs T alloréactifs
a specificite directe

« possibilité de recrutementde Lc T
alloréactifs a specificité directe
de type eduqués/meémoire

- frequence faible des Lc T alloréactifs
de spécificite indirecte

+ Hyporeactivite de la voie directe
+ Disparition des APC du donneur

- alloantigenicité persistante
du greffon

« Persistance de Lc T alloreactifs a
specificité indirecte
de type eduques




Chronologie des présentations d’allo-antigenes
apres greffe d’'organe

Les premiers jours de la greffe le mode de
presentation est surtout directe.
Il est du au passage de cellules présentatrices du
donneur qui migrent hors de l'organe greffé.

Par la suite la presentation est surtout indirecte mais la
voie directe et surtout semidirecte pourrait persister

La part de la voie semi directe in vivo est
peu connue chez ’lhomme mais important
souris



Cross-talk entre DC receveur T et B dans 1’alloréactivité
=>initiation et Boucle de perpétuation de la réponse immune B anti greffon
et production d’anticorps anti-CMH

® LB activé

Plasmocyte
CD20+ & donpe, ¢

D20 neg

DC receveur

ARl

N

K. o

HLA LT active Ab anti HLA donneur

receveur \ /

Réponse T allogénigue —— Rejet chronique
(médiation B et T)




Modele de rejet aigu cellulaire

Migration / Maturation

DC
immature

\ Greffon

Activation des AT

naifs %

©
Infiltration @ © % S
ymphoide
800 du greffon @ ©© © / secondaire
© — ©©©XT
@ éosinophile

macrophage cellule NK

Antigene présente
directement aux cellules T
du receveur par les CPA du
donneur

\Voie directe:




Modele de rejet chroniqgue (role des Tfh,
des LB, des antl HLA et des LT indirects)

J—

Migration / Maturation

A

DC L ¢
immature  Capture de I’antigéne
Greffon A“
‘\ Activation des
KTA@ DC mature
Infiltration du —
Organe_. eoo )
greffon lymphoid (o)
AT active Sesandaird® O LTth
_ _ A Spécifiques l
evginophile contre le donneur AB
macrophage cellule N actives
Voie indirecte: MO

Ny

Anti HLA



Laréponse immune effectrice contre le HLA du
donneur

e trois types .

« Une réponse cellulaire T cytotoxigue
(CD8 avec help CD4)

« Une réponse de type HS médiée par des macrophages (stimulés par
des T CD4 et des CD8)

« Une réponse anticorps fixant (ou non) le compléement
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Réponse allogénique
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Effects of anti HLA antibody and complement
components on human endothelial cells

Interaction of antibodies
with cell-surface antigens

Antibody

Complement components
C3a

O

/’ DSUI) |D

N /\ C5|) C9 rl
o O |Comp|e|nem ~ CSa or C3a
MHC [ | J — iactlvauon receptor
class | ) s
(or other / PI3K-
antigens) AKT oo _— MAPK
{ SRC- -
NN NN 7', NZZANNTZENN J
\\,
o
( Endothelial cells |
Chemotactlc
cytokines and 1
chemokines Adhesion molgcules
ccL2andcCL5)  E-selectin)
T Tissue factor T chemotactic cytokines
T PDGF and chemokines (IL-1,
1t BCL-2 v 1 oaF IL-6, CXCL8 and CCL5)
T FGFR TBCL-X, T CD59 ‘
| . = 5 Leukocyte Leukocyte migration
Proliferation| | Resistance  Resistance migmig:,' and a(“]):sionj
to apoptosis = to complement thrombosis. -
proliferation

and resistance
to complement




Les antigenes d’histocompatibilit¢ mineurs

Ags mineurs d’histocompatibilité vont de proteéines codées par 'ADN
mitochondrial a celles codéees n'importe ou dans le genome (par exemple,
I'antigene H-Y code sur le chromosome Y).

lls sont le plus souvent intracellulaires

Bien qu'une seule disparité pour les non self-mHag induit une réponse T
iInfiniment plus faible que celle due a un antigene MHC du non-soi, la
présence de nombreuses disparités pour des mHag pour des greffes
parfaitement appariées au CMH conduit presque invariablement a un rejet
de greffe rapide

Ces observations soulignent le fait que le non-soi allogénique ne se limite
pas aux molécules du CMH étranger mais qu'elle englobe des molécules

non- CMH exprimées chez le donneur mais non partagée par le receveur.



* Les Ag mineurs sont surtout des Ag
intracytoplasmique et sont donc beaucoup moins
accessible a la reconnaissance par les Ig de surface
des LB et sont donc peu capables d’activer les LB
et de plus les LB présentent tres peu les peptides
issus des Ag mineurs donc réponse immmune B et

T tres faible



es Ag mineurs

MHC identical grafts are still rejected acutely by T cell dependent mechanisms.

Minor transplantation antigens are proteins with allelic variation
and where one (at least) of the allomorphs is found in a peptide which binds
to the MHC of the recipient.

Properties of minor antigens
rejection is slower than for MHC

rejection times are variable and strength is allele specific

It is additive, thus many minor differences combine to give rapid rejection



AJ mineurs

Entraine des GVvH en greffe de moelle

les greffes HLA identiques dans la fratrie
necessite une Immunosuppression

n’entraine pas ou tres peu de reponse humorale
ne stimule pas une MLR ou CML primaire
reponse restreinte au selff CMH

les genes ne sont pas lie au CMH



Survie des greffes de peau en fonction de la
disparite antigenigue entre donneur

mismatch

full MHC {only)

haploidentical MHC {no minors)

multiple minors

H-1"=—>1-1°¢

H-15—>H-1P

et receveur

single minors

mean survival time (CI)

11 days (10-13d)
11 days (10-13d)
16 days (14-26d)

25 days (19-35d)

100 days (80-140d)



Entraine des GVvH en greffe de moelle

les greffes HLA identiques dans la fratrie
necessite une iImmunosuppression

n’entraine pas ou tres peu de reponse humorale
ne stimule pas un MLR ou CML primaire
reponse restreinte au selff CMH

les genes ne sont pas lie au CMH



H-Y minor transplantation antigens identified

C HC DY,

URP9Y UTY SMCY

restricting element protein peptide

HLA-Al URP3Y IVDC*LTEMY
URP3IX 5

HLA-AZ SMCY FIDSYIC*QV
SMCX E ¥V EM

HLA-B7 SMCY SPSVDEARAEL
SMCX A Q

HLA-BS& uTyY LPFHHHTDL
UTX E N

C* i o covilently modified (cysdeinylfed) cysbeine



