Travaux Dirigés IP01 Immunologie Fondamentale 2004

Hypersensibilités/Allergies

Allergenes et syndromes associ€s

Un allergene est une substances responsable des manifestations allergiques de type immédiat
ou anaphylactiques (production d'IgE specifiques)

1.SYNDROMES RESPIRATOIRES (Rhinite,asthme bronchique)
Pneumallergenes

Pollens

Acariens - Blattes

Protéines animales

Animaux domestiques Chat Chien. Cheval

Animaux de laboratoire : cobaye, rat, souris, lapin, hamster
Moisissures

Produits professionnels : farines, poussieres de céréales, moisissures

2.SYNDROMES CUTANES (Urticaire, dermatite ou eczéma atopique)
Trophallergénes (aliments)
Pneumallergenes

3.SYNDROMES SYSTEMIQUES

a)- Choc anaphylactique

- Venins d'hyménoptéres (guépes, abeilles, frelons)

- Aliments

- Médicaments (voie orale ou injections)

b)- (Edeme de Quincke (pas toujours allergique)

- Aliments, médicaments, divers (bactéries, virus, parasites)

4.SYNDROMES DIGESTIFS

Trophallergenes, Médicaments

5.SYNDROMES OCULAIRES
Pollens : conjonctivite saisonniere (pollinose)
Acariens, phanéres d'animaux : conjonctivite perannuelle

6. SYNDROMES ORAL ALLERGIQUE (LESSOF)
Aliments, Pollens
Réaction croisée pollen / aliment

7.ALLERGENES DE "CONTACT"

Ciments Bichromate de potassium
Teintures, colorants capillaires Paraphényléne diamine
Peintures Terébenthine (peroxydes)
Conservateurs Parabenzoates (methyl, éthyl...)
Antiseptiques Chinoforme (quinoléine)
Sparadrap Colophane

Cosmetiques Lanoline

Industrie du caoutchouc Carbamix

Metallurgie Résine epoxy

Baume du Pérou, goudron de bois, formaldéhyde,
sels de Co™™, de N1, lessives, huiles minérales
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LES ALLERGENES RECOMBINANTS.
1- DEFINITION:

Ce sont des allergénes qui ont été identifiés et caractérisés dans leur sources naturelles d'origine et dont la production a
été effectuée, par recombinaison génétique, dans un héte simple : bactérie, levure, plante ou autre animal... afin de
faciliter sa production homogéne, en grande quantité et a plus faible cout. Leur abbréviation estrAlg.

2- POURQUOI

2-1- Les techniques de la biologie moléculaire ont donné la possibilité de faire produire des protéines de toute origine
{plante ou animal) par des bactéries, des levures, des plantes simples et a faible cout. La molécule doit étre trés bien
caractérisée: il faut connaitre sa structure intime, sa séquence en acides aminés ou mieux, la séquence des nucléotides
qui codent dans le génome pour sa production dans son organisme d'origine, plante ou animal.

2-2- Pour des buts de recherches, de diagnostic ou de traitement (vaccination) il peut étre trés important de produire une
grande quantité de protéines,homogeénes.La technique de production des allergénes par recombinaison génétique
peut étre une bonne solution, surtout si cette molécule est rare dans le mélange complexe d'ou elle provient ( ex.
allergénes de venin d'insectes,...) et donc couteuse a produire.

2-3- Il peut étre souhaitable de modifier certaines molécules naturelles ou d'en produire des fragments bien définis dans
des buts thérapeutiques (ex. production d'allergoides ou allergénes modifiés moins dangereux que les allergénes
naturels ou encore des vaccinations combinées associant plusieurs molécules différentes ou des fragments de ces
molécules).La recombinaison génétique est alors la méthode de choix.

3- COMMENT:

3-1- Il faut d'abord détecter les allergénes a partir de leur source naturelle. Un extrait brut de telles sources comprend
entre 1000 et 3000 protéines différentes (ex.la levure contient environ 6000 génes dont 3000 expriment des protéines).
En généralil n'y a que 10 a 20 molécules allergéniques différentes dans chaque source d'allergénes telles que le pollen
de plantes, les acariens,...ll faut cependant tenir compte des petites modifications de chacune de ces molécules en
isoformes ou isoallergénes.

3-2- Les allergénes détectés, a l'aide des IgE des sérums de malades allergiques, sont extraits, purifiés, caractérisés et leur
structure en acides aminés décryptée. De la séquence de ces acides aminés il est possible d'en déduire la séquence des
nucléotides codant pour ces protéines dans I'ADN.

3-3- Cette séquence nucléotidique est produite et insérée dans un vecteur de transfection puis injectée dans l'organisme
héte choisi pour la production "artificielle” et en masse des molécules recombinantes.

3-4- Si ces molécules sont activement excrétées par l'organisme producteur il convient de les purifier des autres
protéines cosynthétisées provenant de I'hote et aussi de celle du milieu de culture...

4- QUAND:
4-1- Les Ters essais de production d'allergénes recombinants datent du milieu des années 80.L'allergéne majeur rDer p 1

d'acarien a été le premier produit (W.R. Thomas). Il était trés peu hydrosoluble et trés peu reconnu par les IgE spécifiques
des malades allergiques.

4-2- Un choix judicieux des allergénes a produire, de leurs isoformes, des vecteurs et des hotes de transfection, des
techniques de post purification... a permis la production de rAlg trés proches dans leur structure des allergénes naturels
et donc utiles pour le diagnostic et la vaccination.

5- PROBLEMES :
5-1- Les rAlg sont-ils représentatifs des allergénes naturels pour le diagnostic et la vaccination ?

5-2- Quel ensemble d'Alg naturels ou recombinants est représentatif, remplace, un extrait brut utilisé jusqu'a présent
pour le diagnostic et la vaccination ?

5-3- La vaccination par ADN introduite en 1990 (Wolf) courcircuiterait-elle la production des rAlg ?

6- AVANTAGES:

6-1- Les rAlg sont des sources "propres" et bien définies de molécules biologiquement actives, accessibles en grande

quantité, a un cout (parfois) acceptable. Par rapport aux mélanges d'extraits bruts il est possible de connaitre les effets de
molécules isolées,

purifiées en recherche, diagnostic et vaccination. On élimine ainsi les interférences de molécules actives, non allergénes,
parfois toxiques (ex.Venins, LPS, lectines, enzymes,...) présents dans certains extraits bruts.

6-2- Les rAlg sont facilement modifiables: peptides T, allergoides, polyméres sont accessibles pour 'expérimentation et
l'utilisation & grande échelle.

7- PERSPECTIVES:

7-1- En diagnostic les micro et nano technologies a venir feront appel a un grand nombre de molécules bien définies afin
de remplacer les extraits bruts complexes.

7-2- En vaccination la stimulation des lymphocytes T, sans déclencher les symptomes induits par la sécrétion des IgE par
les cellules B devrait conférer une efficacité et une sélectivité indispensable a un traitement curatif, voire préventif de
l'allergie
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— DUALITE FONCTIONNELLE DES LYMPHOCYTES TH

Différenciation vers TH1
pas d'IL-4 IL-2
— beFI\I?

. RTNW
-—J=?. \\\§IL3
RE GM-CSF
Virus, J L)
Bactéries @ _/

intracellulaires

d'aprés Romagnani

Différenciation vers TH2 L4
IL-5

peu d'IFNy / IL-6

o *IL-10

%IL-13
\.L.g
L4 GM-CSF

Allergénes,
Helminthes
d'apres Romagnan
Mastocyte/Basophile
REPONSE REPONSE
THI1 THZ2

Peptide

THI1 produit de I"FN-Y
qui active les
macrophages, favorise la
commutation des B vers
lgG2a (chez la souris),
et inhibe la synthése des
lgG2b et des 1gG3.

TH2Z produit de I'IL-3, 1I-
4 et IL-5 qui entraine la
praliféeration et la
différenciation des
mastocytes et des
eosinophiles, et favorise
la commutation des B
activation / H \ prolifération et vers IgG1 et IgE. Chez

DIFFERENCIATION différenciation 'homme, II-4 renforce la

proeduction des 1gG4 et
I,‘/{ {% & des IgE

d'aprés A.S. Hamblin,
Cytokines and cytokines
receptors, IRL Oxford
University Press, pp 45-54

(1995)
lgG2a lgM lgG1l
. lgG3 IgE
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EXPRESSION CELLULAIRE DES RECEPTEURS POUR L'IgE
Cellule Type de récepteur Fonction régulatrice et/on de défense Fonction pro-inflammatoire
Mastocyles , Basophiles  RFcegl Présentation de 1" Ag, inflammation anti-parasitaire Médiateurs spasmogénes, interleukines

Cellules de Langerhans  RIcgl, RFcell (CD23) Présentation de 1"Ag

Monocyles, Macrophages RFcgIl (CD23) Présentation de 1" Ag Meédiateurs spasmogénes, evloloxigues, inlerleukines
Lymphocytes B Présentation de 1" Ag, régulation de la synthése des [gl

Lymphocytes T Contréle de la prolifération

Eosinophiles Cyloloxicilé anli-parasilaire Meédiateurs spasmogénes, eyloloxigues, mierleukines
Plaquettes Médiateurs cytotoxiques

Cellules Folliculaires Dendritiques (CFD) Conltréle de la spécificité des récepteurs B, différenciation en plasmocytes, via sCD23

Cellules Epithéliales thymiques Maturation des précurseurs via sCD23

Cellules stromales médullaires Maturation des précurseurs via sC123

—INTERACTION CELLULE B / CELLULE FOLLICULAIRE DENDRITIQUE—

Cellule folliculaire dendritique
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SENSIBILISATION
P

Antigén W

Apprétement
de l'antigéne

Peaptide
[antigénigue

Immunologie Fondamentale 2004

HYPERSENSIBILITE DE TYPE |

REACTION MANIFESTATIONS
Allergéne
Fixation i EFFETS :
des IgE sur o PHARMACOLOGIQUES
les RFcel Activation du

mastocyte

vaisseaux sanguins, bronche
etc., infiltration cellulaire SJ

(" ™

EFFETS CLINIQUES
asthme, eczéma, rhinite

“\‘~\-§5 Médiateurs

préformeés et
néoformes

d igE Libération des
mediateurs et
prcdtuocktaon de RETROCONTROLES
cytokines sur le systéme immunitaire

Cytokines ==IL-4

/ |L-3\

GM-CSF, TNF-a,
IL-8, IL-9

IL-4
IL-5
IL-6

INFLAMMATION

)

o [

IL-13 & ALLERGIE

cellule
musculaire
lisse des voies

RANTES respiratoires,,
25

Allergéne »

IL- 13R

cellule endothélizle \

—5  RANTES

siL-1RII

IL-8 prolifération des cellules B et leur commutation vers IgE.
Mcp-3  La liaison d'IL-13 a I'IL-13R sur les macrophages activés
MIP-1¢t induit un état anti-inflammatoire de ces cellules. Cela se
traduit par la baisse de la synthése des cytokines pro-
@ & @ ~ MIP-1B inflammatoires et de la production des chimiokines, des NO
NO superoxides, et de PGE-2, et dans le méme temps aboutit a la
lS-Iipo-oxygénase X superoxyde Allergéne production d'IL1-Ra, de ILIRIl soluble, et
PGE2 de 15 lipo-oxygenase, qui ont des activités

| IL-13R
cmou\,
CD40 /L
VCAM-1

La stimulation des cellules TH2 spécifiques de 'allergéne par
les peptides allergéniques présentées par les CPA dans le
contexte du CMHII se traduit par la production d’IL-13, qui se
lie & IL-13R. Le signal transduit par cette liaison, associée a
celul qui résulte de I'association CD40-CD40L induit la

IL-1a
IL-1b
IL-6

2 TNF-a

IL-1Ra

anti-inflammatoires.

De plus, IL-13 inhibe la production par les
cellules musculaires lisses des voies
respiratoires, les cellules épithéliales du
poumon (non représentées) de RANTES,
puissant chimiotactique des eosinophiles.
Enfin, IL-13 induit I'expression de VCAM-1
sur les cellules endothéliales ce qui entraine
l'adhésion et  I'extravasation des
éosinophiles, des monocytes, et des cellules
T sur les sites de l'inflammation allergique.
d'aprés J. E. de Vries (J Allergy Clin
Immunol 1998;102:165-9.)

IL 13

Prolnferatlon Médiateurs de

l'inflammation
allergique

METABOLISME DE L'ACIDE
ARACHIDONIQUE (Production
des EICOSANOIDES)

ENDOPEROXYDES CYCLIQUES

PGF2, PGEp; PGD2  PGl2
Prostaglandines l
et thromboxanes 6-hketo

PGF2

/AN

PHOSPHOLIPIDES

| phospljélipases
il

ACIDE ARACHIDONIQUE

HETE = acide hydroxy-eicosatétraénoigue. HPETE = acide hydroxy-
peroxy eicosatétraénoique. GGTP =gamma-glutamy!
transpeptidase ; CG = cysteinine-glyconase. Les lignes en pointillés
représentent des transformations non- enzymatiques. Les
médiateurs en gras sont ceux qui interviennent dans
I'inflammation

o,

[ 5lipoxygénase || 12-lipoxygénase|
T2 12.HPETE —+ 12-HETE
5-HPETE — 5-HETE

lutathione
TXA2 LTAz- — Binstoraes

1
it

> LTC4 < GGTP |-+ LTD4 —{CG }+LTE4

TXB2
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MOLECULES D'ADHESION ET ACTIVATION CELLULAIRE : ROLE DU MASTOCYTE

,f@‘h_\ Diapédése
& - = Lumigre vasculaire

- @ Roulement - e 5 = Endothélium
Activation {Isﬂ.' S lé;@%%‘] e = Adhésion 2 s e
\_sﬁﬁﬁ g % 8/

Membrane basale

)
Allergéne B N Chimiotactisme
L2 U

Production
de MEC

Production
N MEC

MEC = : Matrice extra-cellulaire
Pl = phospho-inositol

SCF = stem cell factor

PY = Proteine Tyrosine
phosphorylation

cs = Cytosguelette

ma = molécules d'adhésion

.

d'aprés M.M.Hamawy et al

médiateurs de

I'inflammation

Role de l'interaction B -TH2
dans la production des IgkE

Récepteur a IL-4

peptide

@ Activation de la
transcription
du géne €
germinal

@ Controle de la

commutation de
classe

@ Potentialisation de
la synthése d'IgE

@ Synthése d'IgE

EBV anti-CD21 sCD23 ® }%JLA
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ACTIVATION DU MASTOCYTE (I)

Immunologie Fondamentale 2004

ACTIVITES INDUCTRICES,
MODULATRICES ET
INHIBITRICES DES CYTOKINES

IL-1 IL-3
IL-3 RANTES
IL-5 MCP-1
GM-CSF MIP-1
Steel Factor NAP-2
CTAP-III
AMORQ@GE &/ou INDUCTION
AMPLIFICATION

- \
INHIBITION

N
-

ACTIVATION PAR
L'INTERMEDIAIRE
DES RFcéEl:
Antigéne
Allergéne
Lectines
Anti-IgE
Anti -RFcé€l

AUTRES
ACTIVATEURS

LIBERATION DE
MEDIATEURS
Histamine
Prostaglandine
Leucotriénes
NCF-A,ECF-A
PAF, Thromboxanes...

——>Production
=)= Facilitation
== nhibition

C3a,C5a,Catt
lonophores pour Catt
?  Médicaments (codéine,
morphine)

Le mastocyte est une cible et une source
de cytokines. Un certain nombre des
cytokines libérées (figurées en gris) ont
une activité auto activatrice. D'autre part,
IL-4 et IL-13 jouent un rdle trés important
dans la différenciation des lympho-cytes

THenTH2
LIBERATION DE
CYTOKINES

IL-1 GM-CSF
IL-3 IFNYy?
IL-4 IL-13 MCP-1
IL-5 MIP-1
IL-6 TNF o

ACTIVATION DU MASTOCYTE (II)

ACTIVATION

HISTAMINE

G

Vasodilatation

Ca++

el o= . LEUCOTRIENES
~Perméabilité vasculaire ﬂ TR
Bronchoconstriction asodilatation
‘4?.:_5\,& ~Perméabilité vasculaire
,,;;5"'\' j e Bronchoconstriction
ECF-A NCF-A /j L
Facteurs i PROSTAGLANDINES
chimiotactiques THROMBOXANES
et activateurs
th b - -
bl
rﬁ;"érl?ept?ggs [ Anticoagulant ] plaquettes
N s
Bronchoconstriction
TRYPTASE CYTOKINES cedéme muqueux
KININOGENASE IL-1 GM-CSF Sécrétion de mucus
" - IL-3 IFN-y?
( Enzymes protéolytiques ] IL-4 IL-13 MCP-1
IL-5 MIP-1 MEDIATEURS NEOFORMES
MEDIATEURS PREFORMES IL-6 INF-t

Phospholipase A2 activée

Acide Arachidonique
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INTERACTIONS MASTOCYTES-CELLULES T

Prolifération des
mastocytes,

cellules T, relargage de

Prolifération des
cytokines

dégranulation,
relargage de cytokines

LTC-4 \
Histamine CMH | cps
PAF ept|d;'ﬁ TCR b2
TII‘L'Ff . B7 ¢—=CD28 <mi
’ ICAM-14—5FA-.1%9
CMH lI+ .., TCR ¥
Y peptide ~ ~ CD4 J
\ @ IL16 —
i 2y Lymphotactin himiotag
- JL4 tisme

O E-selectine I - IL-13

& ICAM:-1
Q

O VCAM-1
e
Commutation de classe
augm. synthése des IgE

Endothellum
[ "Rolling" des cellules T, ]
e

augm. Adhésion cellulair

Les mastocytes présentent
I'antigéne soit par le CMH | soit
par le CMH I, et en présence
des molécules d'adhésion aux
cellules T qui sont alors
activées. Les cellules T activent
a leur tour les mastocytes, qui
dégranulent et libérent des
cytokines. Certaines cellules T
produisent également de I'IL-13
et du TGF-b, qui ont des effets
inverses sur le mastocyte. La
dégranulation des mastocytes
attire directement les cellules T
par chimiotactisme via I'IL-16
ou la lymphotaxine, ou
indirectement en induisant
I'expression des molécules
d'adhésion sur l'endothélium
vasculaire. L'expression de
CD40L par les mastocytes, et
leur capacité de synthétiser de
I'lL-4 et de I'IL-13 contribue & la
commutation de classe des
cellules B vers les IgE. De plus,

IL-4 favorise la différenciation des cellules TH vers TH2, qui renforce la
réponse et l'inflammation allergiques. (D'aprés Mekory YA, & Metcalfe DD :

Mast cell-Teell interactions, LAllergy Clin. Immunol. 1999 ; 104:517-523.)

Role de CD30 dans la régulation de la

Cellule B
des centres
germinatifs

Cellule B
naive

Commutation
isotypique

Cellule T
activée

D40L

CD30L

Blocage de la
commutation
isotypique

pas d'antigéne

différenciation des cellules B CD40 dépendantes

Cellule dendritique

% IgM
%

Haut cdu schéma : Une cellule B naive CD30- se différencie dans les centres germinatifs pour donner une B
qui, aprés engagement CD40-CD40L avec une cellule T différenciée et sous l'influence des cytokines adéquates,
peut effectuer une commutation isotypique et donner des IgG, IgA et IgE. La reconnaissance de |'antigéne (sur la
membrane des cellules dendritiques, sous forme d'immun-complexes) par le BCR, I'IL-6 et I'lL-12 secrétée par une
cellule dendritique activée inhibe I'expression de CD30 par cette cellule B.

Bas du schéma: Une B naive activée par une cellule T CD4TCD40L*, mais sans reconnaissance de
'antigene par le BCR exprime CD30. La commutation isotypique dépendante de la liaison avec CD40L est alors
inhibée, par I'engagement de CD30 avec CD30L, présent sur les cellules T CD4 et CD8.

d'aprés A, Cerutti, A. Schaffer, S.Shah, H.Zan, H.-C. Liou, R.G.Goodwin, & B Casali. Immunity, 9, 247-256, August, 1998.
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Activation du géne Ce

S Se Sa
Ve {5 = v Kol o H o dleed o Ho—a 02 -

ADN germinal

Recombinaison

LV Bl s Hae{@2 —

LV Plp—{e |

@ Transcrit productif

| | | Chaine Lourde €

Transcrit stérile de
I'ADN germinal

(le contient un codon stop)

Fig. 1. - Les trois étapes de la
commultation isotypique vers I'lgE. Les
génes constants sont ordonnés de Clp
4 Co2 sur le chromosome 14, Le géne
Ce est proche de Cyd et Cu2. Le
pseudogéne ($CE) entre Cy et Cal
n'est pas représenté. Hormis Ce, les
génes constants sont précédés par

une séquence switch de longueur variable (seuls Sp, Se et Sa2 sont représentées ici). L'appariement de la séquence
Se avec la séquence Sp proximale forme une boucle dont I'excision entraine la perte de I'ADN intermédiaire et assure
la jonction du géne Ce au géne variable (VHDHJH). Le choix du géne Ce est dicté par son activation transcriptionnelle,
& I'origine d’un transcrit stérile, car I'exon initial le inclut un codon stop. L'exon le est éliminé par la recombinaison,
s bien que le transcrit final est productif, codant pour la chaine lourde e. La commutation isotypique directe illustrée
ici peut, plus rarement, se produire de maniére séquentielle, avec recombinaison d'un géne CH en localisation

intermédiaire.

D'aprés J.P.Dessaint et P.Labalette, Rev Fr. Allergol, 1995, 35 : 554-564

® i 7 CFD = cellule
follicilaire
dendritique

Switch IgE
Activation du géne Ce ->
réarrangement

Potentialisation ciblée
du lymphocyte Be

Fig. 2. - Contréle de la commutation
isotypigue vers I'lgE. L'interaction du CD40
ancré dans la membrane du Lymphocyte B
avec son ligand exprimé par le Lymphocyte
T activé initie la recombinaison, mais c'est
Iinterleukine-4 (ou & défaut 1'IL-13) qui, en
activant le promoteur du géne Ce,
détermine quel isotype sera produit. Le
*modéle d'accessibilité® postule que
I"activation transcriptionnelle du geéne Ce
remanie | ADN pour exposer la séquence
switch Se . La voie CD40 et 1'IL-4 (ou I'IL-
13) agissent en synergie pour mettre en
ceuvre la recombinaison. Linteraction CD21
CD23 amplifie I'effet des signaux CD40 +
IL-4 avant et aprés le switch. La
prolifération et differenciation des

lymphocytes seront ensuite controlées par d'autres signaux, d'abord dans la zone claire du centre germinatif, puis dans la
moelle ou dans les muqueuses, Lors d’une réponse secondaire, un switch direct impliquant un Lymphocyte B "naif® ou un
switch séquentiel impliquant un Lymphocyte By ou Bal "mémoire™ peuvent se produire.

IFN-g
S

Polarité TH1

Cytokines
sans polarité

Polarité TH2

Fig. 3. - Polarisation fonctionnelle des
lymphocytes T. Pris dans leur ensemble,
les lymphocytes T activés peuvent
produire une quinzaine de cylokines
(interleukines, chémokines, interféron-y
TNF, etc.), mais chague cellule a un profil
de sécrétion plus restreint. Aux étapes
précoces de leur activation (cellules T
naives) ou réactivation (cellules T
mémoire) les Ilymphocytes T ne
synthétisent guére que I'IL-2, mais leur
capacité de production peut ensuite se
diversifier s'ils regoivent les co signaux
adéquats, L'analyse des profils de
sécrétion de I'ensemble de lymphocytes T
spécifiques d'un antigéne révéle un
continuum ou certaines cytokines (IL-2, IL-
10, IL-13) semblent peu compartimentées.
D'autres (IFN-r d’'une part, IL-4 et I'IL-5
d'autre part) ont une production plus

polarisée, selon la dose d'antigéne, la

nature de la molécule (B7-1 versus B7-2) qui se combine au récepteur CD28 et |a présence de certaines cytokines émanant
de la cellule présentatrice ou d’autres cellules proches. La régulation de certaines interleukines peut ainsi apparaitre
coordonnée (IL-4 et IL-5 coexistent dans le lavage broncho-alvéolaire dans I'asthme allergique, d'ou 'hypothése d'un *
profil Th2 ™), mais s'avere en fait autonome (dans 1"asthme non allergique I'lL-5 est détectée en I'absence d'IL-4 [22]). Pour
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- diversité des cytokines produites
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IL-12,IFN-g, IFN-a, TGF-b IL-4, PGE-2
B7-1 (CD80) B7-2 (CD86)

DESENSIBILISATION ——

SENSIBILISATION

Interaction

—— Interaction N
Ailergéne
natif  Autres cellules

CPA

- %
Extrait

CPA allergénique A 1tres cellules

1
/IgE

Université Pierre et Marie Curie

12



