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Plan du cours

Introduction: Qu’est-ce-que I’immunité innée?

I.  Les composants microbiens reconnus par les molécules de I'immunité innée
Virus, bactéries , mycobactéries, parasites, champignons, levures

II.  Les familles de molécules ou de récepteurs de I'immunité innée
1. Les protéines de la phase aigiie
La CRP
Les collectines et les ficolines
2. Les lectines de type C
3. Les récepteurs « scavengers » (poubelles)
4. Les récepteurs du complément
5. Les récepteurs « Toll-like »
6. Les récepteurs intracellulaires (NOD)

Introduction

Qu’est-ce-que I’immunité innée?

Définition: L’ immunité innée est un mécanisme de défense non
spécifique contre les pathogeénes et qui est utilisé par ’hote
immédiatement ou dans les quelques heures qui suivent 1’exposition
a un antigéne.

La plupart des cellules du systéme immunitaire expriment des
récepteurs appelés « Pattern-Recognition Receptors »:PRR.

Ces récepteurs reconnaissent des molécules aux motifs structuraux
trés conservés présents sur I’enveloppe des micro-organismes mais
absents des cellules eucaryotes.

Ces structures reconnues sont appelées « Pathogen-Associated
Molecular Patterns »:PAMPs.
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Comparaison entre immunité

innée et adaptative Cellules et protéines impliquées
Evltonay sy | Anciet o insecs, marmas : - . La réponse immunitaire innée implique:
— " ol ot et e - les cellules phagocytaires (neutrophiles, monocytes et
Rocoptars Cooperaion | Encoded n gone sagmets v macrophages);

- les cellules qui sécrétent des médiateurs inflammatoires

Sncrinaton (basophiles, éosinophiles et mastocytes);
Temetoonsel | Immedi - les cellules « natural killer »(NK);
- - les molécules comme les protéines du complément, les

protéines de la phase aigiie (protéines plasmatiques) et les
cytokines pro-inflammatoires.

Fig. 1, Essential features of the imnsie and sdaptive immune resgonses. Alhough difeiences betwsen innae snd adaptive Smmunity can be comveniently boxed, thes
matusl co-svolation mases that By s Rnctionally dependent on each other for optimal antiparasits msponses. This Sigurs is adapied from Rel [1]. Abbrvistion:
PAMPa. pathogen aseossed molecular pafiarms

D’aprés McGuinness D.H. et al. 2003. Trends in Parsitology 19:312

Reconnaissance des PAMPs par les PRR

pathogen-associated
molecular patterns

I. Les composants microbiens
reconnus

pattern-recognition
receptors

1) Reconnaissance TLR-PAMPs
2) Activation des macrophages et autres leucocytes
3) Sécrétion des cytokines pro-inflammatoires tels que le TNF-alpha, I’Il-1 et I'I1-6.

Isabelle CREMER, IF2004 BF-llla, 17/02/2004



Université Pierre et Marie Curie, Immunologie fondamentale

Les PAMP
Les PAMPs ©s S

X . . . Les PAMPs sont:
Les PAMPS o‘nt’ 3 ca’ractérlsques communes qui font d’eux des cibles idéales pour -1e LPS de la paroi des bactéries Gram -,
I'immunité innée: - le peptidoglycane et I’acide lipotéichoique de la paroi des bactéries Gram +
. . X . R - le sucre mannose (commun dans les glycolipides et les glycoprotéines
1) Ils sont produits uniquement par les micro-organismes, et pas par les cellules du soi. microbiens mis rares dans les cellules humaines)
Ceci permet une distinction entre le « soi » et le « non soi » infectieux - le N-formylméthionine trouvé dans les protéines bactériennes
. X . X | - I’ARN double brin des virus
2) lIs s'om invariants entre les micro-organismes d’une classe donnée. ) ) - le B-glucane des parois fongiques
Ce_m pgnnet qu’un nombre ?n}mé de « PRR » détecte la présence d’une mfectlop - les motifs CpG d’ADN bactérien
microbienne. (exemple: le lipide A du LPS étant trés conservé, toutes les bactéries - la flageline, la piline
Gram- seront détectées) - les lipoprotéines
3)  1Is sont essentiels pour la survie des micro-organismes. Des mutations ou la perte d’un Les PAMPs peuvent également étre reconnus par des récepteurs solubles circulant dans le sang
PAMP sont létales, ou diminuent leur capacité d "adaptation; des mutants qui fonctionnent comme des opsonines et initient les voies d’activation du complément.

d’échappement a la réponse immunitaire ne pourront étre générés.
Il est supposé que le systéme de I’immunité innée peut reconnaitre environ 103 sructures

moléculaires différentes.

Bactérie Gram -
Les PAMPs:questions . _ o

- La reconnaissance des PAMPs est un systéme trés ancien. La plupart d’entre eux sont
¢également reconnus par les plantes et les invertébrés.

Pegtriogycan

- Les PAMPs ne sont pas spécifiques des micro-organismes pathogénes, ils sont également
produits par les micro-organismes non-pathogenes (commensaux).

En conséquence, les PRR ne peuvent pas distinguer entre les micro-organismes pathogénes
et commensaux.

ma mamoan

d Stuches of Bpkd A

-Or, ’organisme est en contact constant avec une micro-flore commensale, sans qu’il
n’y ait d’inflammation continue, ce qui serait létal pour I’organisme hote.

D-apecac crain

-Les mécanismes qui permettent la discrimination entre PAMPs des micro-organismes
pathogenes ne sont pas connus, pas plus que les mécanismes permettant la tolérance des
micro-organismes non pathogénes (hypothéses étudiées: compartimentalisation, cytokines
anti-inflammatoires dites « tolérogenes » comme le TGF- et I'[L-10).
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Paroi des bactéries
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D’aprés McGuinness D.H. et al. 2003. Trends in Parsitology 19:312
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J4 9 o J4 J&3 s e
Les récepteurs de I’immunité innée (3) 1. Les protéines de la phase aigiie
E,c,:, Définition Protéines plasmatiques dont la concentration est augmentée (x 1000)
LPS LS Legionella? MM cliss 1| Mok els par les cytokines pro-inflammatoires.
Shigella  Crohn's disaass transcripgian synaroma
Blau syndrome = =
- - =] = = Les cytokines pro-inflammatoires stimulent les hépatocytes qui synthétisent et
= = = H H = _ séerétent le§ protéings de la phase aigiie. Cétte réponse est la premiére défense
= = =] = = eS| =] du systéme immunitaire et permet la reconnaissance de substances étrangéres.
MBS eS|  [NBS (A0) NES]
EArD) @ar) €0 \P.j (py Er) @2 [L’/' Les protéines importantes sont - la protéine C réactive (CRP),
. L . .. ..
@ar) - - - les collectines (dont la protéine de liaison du
OO NOD-Z CARD-12 MALP-1  MALP-2 AR CITA MATER Eryopyrin
| ] mannose, MBP).
-G - les ficolines
’ - - Swfiching on of Immung|
I'.EJI Trarscriplion FOSPONSe QUNes: )
RICK Elles fonctionnent comme des PRR solubles.
RENTIS in Farsindogy

Les collectines et les ficolines
La CRP

-Protéines plasmatiques qui lient les résidus carbohydrates présents

a la surface des bactéries et des virus, et activent la phagocytose.
La CRP se lie aux phospholipides membranaires microbiens. Elle

fonctionne comme une opsonine, collant les microorganismes aux -Elles ont des structures similaires:

phagocytes, et active la voie classique du complément (voir cours C.

Fridman). Elles sont formées de sous-unités trimériques contenant des régions

« collagen-like » et des domaines C-terminaux globulaires. Ces
domaines sont des domaines de lectines de type C pour les
collectines et des domaines « fibrinogen-like » pour les ficolines.

La CRP est formée de 5 sous-unités polypeptidiques identiques
groupées autour d’un site de fixation du calcium, pour former la
pentraxine.

Elles fonctionnent comme des opsonines, collant les
microorganismes aux phagocytes, et activent le complément par la
voie des lectines. Les produits issus de la voie d’activation du
complément, en réponse induisent 1’inflammation, la cytolyse par
les macrophages et attirent les phagocytes.
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Structure des collectines et des ficolines
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Figure 2 The subunit structures of collecting and ficolins. The moleeules are drawn ap-

proximately to scale, except for CL-PL, which has a long a-helical coiled-coil next to the

membrane. Interruptions in the colligen structures are indicated. [Modified from (6).]

D’aprés Holmskov U. ez al. 2003. Annu. Rev. Immunol. 21:547

2. Les lectines de type C

Famille de protéines qui lient des résidus glucidiques spécifiques sur des
glycoprotéines ou des glycolipides. Certaines lectines comme la PHA ou la
conA sont mitogéniques.

Les lectines de type C sont des lectines membranaires caractérisées par un
domaine de reconnaissance des carbohydrates (CRD : « Carbohydrates
Recognition Domain »).

Le CRD interagit avec des glycoprotéines possédant un mannose ou un
galactose, et cette interaction est dépendante du Ca?".

Elle sont exprimées essenticllement par les macrophages et les cellules
dendritiques. Elles induisent la phagocytose et la présentation antigénique.

Membres de cette famille:
Dectine (récepteur au -glucan)
MMR « mannose macrophage receptor » (endocytose)
DC-SIGN
Dec 205 (endocytose)

Dectine (récepteur au f-glucane)

Zymosan: particule insoluble de la
paroi des champignons dont le -
glucane est un des composants.

WGRA

hfsGR

B-glucan: polymeéres de glucose
composants majeurs de la paroi de la
plupart des champignons, (certaines
plantes et bactéries).

MyDEE
" “"'1 / l — La dectine posséde un motif ITAM dans
TNF-a axidative burst sa partie cytoplasmique, qui est
Mald g i A phosphorylé aprés fixation du -
glucane.

D’aprés Brown G. D. ef al. 2003. Immunity 19:311
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MMR « mannose macrophage receptor »

MMR: Récepteur d’endocytose. Contient plusieurs domaines de liaison
des carbohydrates.

11 fixe des oligosaccharides avec différentes affinités:
mannose = fucose > Nacétylglucosamine = glucose.

Ces ligands sont présents sur des bactéries, champignons, cellules infectées
par des virus et parasites.

Apreés fixation du ligand sur ce récepteur, le micro-organisme est phagocyté,
et le récepteur recyclé a la surface cellulaire.
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DC-SIGN 3. Les récepteurs « scavengers »

DC-SIGN: « Intracellular adhesion molecule (ICAM)-3-grabbing non-integrin
receptor ». - Famille de 3 classes de récepteurs membranaires multi-domaines:

SR-A, SR-B et SR-C. Pas de structure commune aux 3 classes

- récepteur exprimé spécifiquement par les cellules dendritiques -Liaison a des ligands polyanioniques et a des lipoprotéines de faible densité

- ligands: ICAM-2 exprimé par les cellules endothéliales
ICAM-3 exprimé par les lymphocytes T naifs
Glycoprotéine d’enveloppe (gp120) du VIH
Glycoprotéine B d’enveloppe du cytomégalovirus
Lipoarabinomannan de mycobactérium tuberculosis

-Récepteurs exprimés par les cellules myéloides (macrophages et cellules
dendritiques) et certaines cellules endothéliales

-Réle dans la clearance des corps apoptotiques
-Role dans la fixation et la phagocytose des micro-organismes

-Réle dans le métabolisme lipidique

SR-A,BetC / ,
4. Les récepteurs du complément
LDL LDL LDL
LTA HDL LTA . . . .
Récepteur Ligand E Fonction
Ligands LPS Cellules apoptotiques LPS peu & Xpression
Bacte:rz:ex gram +  Plasmodium falciparum Bactcfrz:es gram + CR1/CD35 C3b,C4b Macrophages, Phagocytose, clairance
Bactéries gram - Bactéries gram - monocytes, des complexes immuns,
__ ADN bactérien ADN bactérien polynucléaires
Lymphocyte T et B
CR2/CD21 C3d,C3dg Lymphocyte B Corécepteur de I’activation
Membrane cellulaire B, récepteur de 'EBV
B - 7 . CR3/Mac-1/  C3bi, ICAM-1 Macrophages, Phagocytose
Récepteur SR-AT SR-AIl MARCO  CD36 croquemort CD68? CDI11b Micro-organismes  monocytes, NK,
neutrophiles
Classe SR-A SR-B SR-C
CR4/CDl11¢c C3bi Macrophages, Phagocytose
monocytes, NK,
neutrophiles

Isabelle CREMER, IF2004 BF-llla, 17/02/2004 7



Université Pierre et Marie Curie, Immunologie fondamentale

5. Les récepteurs « Toll-like »

Toll est un géne de drosophile essentiel pour ’ontogénése et la
résistance antimicrobiennne.

Plusieurs homologues de 7o/l ont été identifiés et clonés dans les
vertébrés et ont été nommés les « Toll-like receptors » (TLR).

La famille des récepteurs « Toll-like » comprend des protéines
transmembranaires phylogénétiquement conservées qui sont
essentielles pour I’immunité innée.

Caractéristiques des TLR

1) Les TLR sont une famille de récepteurs transmembranaires

2) 10 récepteurs ont été identifiés chez les mammiferes ayant des
fonctions distinctes dans la reconnaissance des PAMPs

3) Les TLR reconnaissent souvent plusieurs ligands différents
4) Certains ligands ne sont toujours pas identifiés

5) Certains TLR requiérent des protéines accessoires pour
reconnaitre leur ligand

Structure des récepteurs de la famille IL-1R/TLR

Domaine 1épété riche en
leucine

Domaines « Ig-like »
LRR « Lepicine Rich Repeat »

Domaine TIR
IL1-R Toll
IL-18R TLR1 a 10 MyD88 et TIRAP

Domaine cytoplasmique TIR: Toll/Interleukin-1R domain. Domaine d’interaction
protéine/protéine

Adaptateurs moléculaire

Le récepteur Toll chez la ronrsa ||| oHEP1
. 5y /
drosophile Acamon ot /M
crcadeeand G, /Persephors
Clesmge of '.‘ ‘ protass
L Bpetris
) ===
e , ||
Apres fixation des ligands sur le récepteur — —
Toll, la voie de transduction faisant o]

intervenir I’adaptateur moléculaire MyD88
est activée, induisant la translocation de dif l
(Drosophila Immunity Factor) (famille des

L. pl fxninr—J
protéines NF-«kB) dans le noyau et P
> gl L. . aif "
I’activation de la transcription de peptides -
antimicrobiens comme la drosomycine et
la défensine. I i
dif o
" Drosomyh
D’aprés Hoffmann J.A. et al. 2003. Nature 426:33 Toll pathevey
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Les récepteurs « Toll-like » des cellules de
mammiféres, et leurs ligands

{‘euldoglyura:(‘.v]
! i
Llwamumunalr an

Unmeliylated
dsRNA Fiagaliin CpG O

¥ ¥ v
' TLRA I TLRS Tlm
0 0 0

D’apres Medzhitov R. et al. 2001. Nature Rev. Immunol. 1:135

Les voies de transduction du signal par les TLR

H TLR2, TLRY

9 MyDEE

TCLLIP IRAK

O Y\ /N
l TAK1 MKEE TAK1
[F=E mkpm]| [F8] [ 08| INF, p38

D’aprés Medzhitov R. et al. 2001. Nature Rev. Immunol. 1:135

MyD88
TOLLIP: « Toll Interacting Protein » ,

TIRAP «: Toll/IL-1R domain-containing Adaptor Protein »
IRAK: IL-1R Associated-Kinase;protéine kinase

TRAF6: « TNFReceptor-Associated Factor 6 »

INK: « c-Jun N terminal Kinase » Kinases

TAKI: «TGF Activated Kinase »
P38: MAP kianse

Activation de NF-kB
TNF " Agents
IL-1 IL-17 LPS virus PMA oxydatifs

NEMO: Klnases
cytoplasme @
NF- :BJ — NF“‘BJ
//k’ pe
A Protéolyse de 1B (par
- le protéasome)
| NF«B
noyau

Comparaison des voies de transduction des TLR et de Toll

6’0’ O AP s espona guns
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Activation des cellules phagocytaires par le LPS des bactéries Gram -
TLR4 LB [Les]

LPS Binding Protein L
- ler récepteur Toll caractérisé chez I’homme @

" g

- Exprimé par plusieurs types cellulaires dont les macrophages et les cellules
dendritiques

-
-Fonctionne comme un récepteur de transduction du signal pour le LPS

-Plusieurs moleculés accessoires requises: m
LBP (« LPS Binding Protein)
CD14 (récepteur de forte affinité pour le LPS) soluble ou ancré dans la
membrane
MD-2: petite protéine dépourvue de région transmembranaire et exprimée a Translocation dans le noyau
la surface cellulaire en association avec TLR4.

ubiquitination

Activation transcriptionnelle

E—> Expression de génes codant des protéines pro-inflammatoires

Mutations dans la voie de réponse au LPS TLR2

- Particularité de reconnaitre de nombreux PAMPs
La mutation /ps affecte le récepteur TLR4 peptidoglycane des bactéries Gram+

Souris C3H/HelJ: mutation ponctuelle dans le domaine TIR du géne TLR4 Lipoprotéines bactériennes

Souris TLR4-/-

Lipoarabinomannan des mycobactéries
Souris CD14 -/-

Glycosylphosphatidylinositol de Trypanosoma Cruzii

Zymosan

T—> Ces souris présentent une forte susceptibilité aux infections par les
bactéries 4 gram négatif -TLR2 coopére avec au moins 2 autres TLR: TLR1 et TLR6
Résistantes au LPS (absence de choc septique)

- L’hétérodimérisation TLR2/TLR1 et TLR2/TLR6 oriente une spécificité de

reconnaissance des ligands

Isabelle CREMER, IF2004 BF-llla, 17/02/2004 10




Université Pierre et Marie Curie, Immunologie fondamentale

Les récepteurs TLR2 et TLR4 permettent de discriminer
entre les infections bactériennes a Gram- et a Gram+

Réponse au Susceptibilité accrue aux
LPS PG infections bactériennes
TLR4-/- non normal Gram-
TLR2-/- normal  non Gram+
MyD88-/- non non Gram- et Gram+
H normal  normal non

TLRY9

- Particularité de reconnaitre des séquences d’ADN bactérien contenant des
dinucléotides CpG hypo- méthylés. Ces séquences sont abondantes dans I’ADN
bactérien, et peu fréquentes dans I’ADN des vertébrés.

- Les séquences CpG hypo-méthylées ont des propriétés immunostimulantes.

- La signalisation par le CpG nécessite son internalisation dans des endosomes
tardifs ou dans des compartiments lysosomaux.

Effets du LPS et de ’ADN CpG sur les
cellules dendritiques

Table 1. Effects of LPS and CpG DNA on BM DCs2®

[origin of BM DCs* Stimuli Cytokine Costimulatory Allostimulatory NF-xB and MAPK
production? molecules activity' induction
(CD40, CD30, CDBB)°

Wildtype LPs + (inducible) + (upregulated) + fenhanced) +
CpG DNA + . + +
WyDEBKO LPs - . + 48
€pG DNA - - - -
TLRAKO LPs - - - -
CpG DNA + . + ND
CaHiHe) LPs - - - -
€pG DNA ND ND ND ND
TLRIKO LPs + . + +
CpG DNA - - - ND

1. Kaisho etal. unpublisher,

®ARbreviations: BM, bone marrow; DG, denditic cell; LPS, lipepolysaccharide; MAPK. mitagen-activated protein kinase; MyDBBKO, myeloid
tactor B <MD, ot done; M-+, TLRAKD, tolklike receptor 4-knockout

“BMDCs were generated by culturing BM cellswith granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GCSF). Six days later the DCs were
stimulated with LPS or CpG DNA and cultured for afurther 48 b At day B of the culture, cells and cell supernatants wers subjected to the amalysis.
“levels of tumer necrosis factor  or interleukin 12 pA0 inthe cell culture supernatants were measured by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA).

*Surface expression of costimulatory molecules was evaluated by Nuorescence-activated cell sorting (FACS) analysis.

TBM DCs (H-2b) were irradiated and incubated with allogeneic BALBie CO4+ T cells (H-21) for 3 days. Mllostimulatory resporses were measured
by 3H-thyrmidine incorporation of CO4* T cells.

9The activation is induced with delayed kinetics

D’aprés Kaisho T. et al. 2001. Trends in Immunol. 22:78
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Les TLR et le contréle de ’'immunité adaptative

- Les cellules professionnelles présentatrices d’antigéne (CPA) sont les cellules
dendritiques

- Elles expriment des PRR et notamment des TLR
- Ces cellules ont un role majeur de couplage entre I’immunité innée et adaptative

- Les cellules dendritiques immatures localisées dans les tissus (en périphérie), qui
sont les portes d’entrée des micro-organismes

- Aprés entrée d’un pathogene dans 1’organisme, il y a une reconnaissance des
PAMPs par les récepteurs des cellules dendritiques, ce qui induit leur maturation

- Les cellules dendritiques matures expriment fortement les molécules de co-
stimulation (CD40, CD80 et CD86) et migrent vers les organes lymphoides
secondaires, ou elles vont présenter les antigénes dérivant des pathogénes aux

lymphocytes T naifs, et les activer.
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Role des TLR dans le controle de I’'immunité
adaptative

PAMP or
O Pathogen

Pathogen

Endocytic
PRA

L —_—
-\
P
//./'-’
g
Augmentation de I’expression de CD80, CD86, CMH g

Induction de I’expression d’IL-12 e

D’aprés Medzhitov R. ez al. 2001. Nature Rev. Immunol. 1:135

Role des TLR dans le contrdle de I’immunité

adaptative
TLR7 DC plasmacytoides
Y N
Pocs NN
™,

W CD4 T cells " :
P P
The imidazoquinolines . @ s
, O

AL-12
: Thi cells

» IFN-y

TLR7 DC monocytoides

MDCs  Augmentation de I’expression de CD80, CD86, CMH II
Induction de I’expression d’IL-12 et d’IFN-a
D’aprés Medzhitov R. et al. 2001. Nature Rev. Immunol. 1:135

6. Les récepteurs NODs intracellulaires

NODs :« Nucleotide-binding Oligomerization Domain proteins »
Récemment caractérisés (2002), ils reconnaissent des PAMPs intracellulaires

NBS: « Nucleotide-binding site »

domaine LRR CARD: « Caspase recruitment Domain »
NBS
domaine CARD |:> NOD-1 et NOD-2 activent NF-xB,
aprés interaction avec la protéine
NOD1 kinase RICK (interaction par les

domaines CARD).
NOD2
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Les récepteurs NODs intracellulaires

- Les génes NOD, comme les TLR sont trés anciens (ont été conservés au cours de
I’évolution), et sont retrouvés dans des organismes divers incluant les plantes, les
insectes et les mammiféres.

-Chez I’homme, 8 membres de la famille des protéines NODs ont été identifiés.

-Pour la majorité des récepteurs NODs, les ligands ne sont pas connus.

-NOD-1 et NOD-2 sont exprimés par les cellules épithéliales et reconnaissent le
peptidoglycane des bactéries a Gram-
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Familles de récepteurs

Tl | | Pattern-recognition receptors
PRA Protein/domain Ligands Function Rsforonces
Tamity

Secreted PRAs

Coll-surface PRRs
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