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Le Complément

e Découvert au début du XX e siecle comme une sobsta
sérigue thermolabile qui “complétait” I'action des
anticorps.

e \Vocabulaire:

— Activation du complément : une cascade de clivages
enzymatiques initiee par une surface “activatropa’transforme
les protéines constitutives en composants biolagirnt actifs.

— Les protéines du complément circulent dans lenpdasous
forme biologiquement inactive.

— et quelques proteéines biologiguement actives-:deuvent : role
regulateur

o Participe aux réponses innées et adaptatives



Le systeme du Complément

Immunité non spéecifique

*Constitué d’une série de protéines plasmatiques
senviron 30 protéines différentes

sprésentes sous forme inactive

scapables de s’activer sequentiellement en cascade

egénérent des fragments d’activation qui possedenacstes
enzymatiques

*Constitué de protéines régulatrices

*Constitué de recepteurs membranaires
capables de lier les fragments d'activation



La voie Classique
Protéine de reconnaissance : C1q
C1ir, Cls
C2,C4
Régulation: C1l-inhibiteur

La voie des Lectines
Protéine de reconnaissance : MBL (Mannan Bindingtine
MASP-1(Mannan-Associated Serine Protease), MASfM2SP-3)
C2,C4

La voie Alterne
Cs3,
Facteur B
Facteur D
Properdine
Régulation : Facteur H

Inactivation de C3b et C4b

Enzyme : Facteur |

Cofacteurs : C3b : Facteur H
MCP (Membran Cofactor Protein ou CD46)
CR1 (Complement Receptor 1 ou CD35)
+/- C4BP (C4 Binding Protein)

C4b : C4BP

CR1
MCP

Voie Finale Commune
C5, C6,C7,C8,C9
Régulation : DAF (Decay Accelerating Factor ou CP55
HRF (Homologous Restriction Factor ou CD59)
Protéine S

Les récepteurs aux fragments de clivage de C3
CR1 (CD35): C3b
CR2 (CD21) : C3bi, C3dg/C3d
CR3 (CD11b/CD18) : C3bi
CR4 (CD11c/CD18) : C3bi




ROles du Complément

e Mécanismes de défense contre I'infection

— Lyse des agents infectieux (composants C5 a @Safiatrles
complexes d'attaque de la membrane: activité dytoly)

— Opsonisation (dépots de C3b sur la surface acteadx :
Bactéries)

— Activation cellulaire menant a la réaction inflamattoire:
Production de nombreux fragments de clivage auscoes
premieres etapes de I'activation (anaphylatoxi@ss et C5a)

« Transport et elimination des complexes immuns
— permet le maintien des complexes Ag-Ac en solution

* Modulation de la réponse immune: Interface entre 'mmunité
Innee et acquise via les récepteurs membranaires




Voles d’activation

VOIE ALTERNE
VOIE CLASSIQUE

Complexes Ag-Ac  C1 Bactéries, Virus
C3b like
VOIE LECTINES MBL o
Bacteries avec MASP
des structures _ _
carbohydrates Clivage de C3: point de convergence

C5
C6
C7

C8 Voie Finale Commune

C9

Lyse



Voie classique

* Protéines constitutives:
Complexe C1: C1q (C1r)2 (Cls)2
C1q: sous-unité de reconnaissance
Clr et Cls : sérine estérases
Composant C4
Composant C2

e Protéines régulatrices:
C1 Inhibiteur: C1l-inhibiteur
C4 binding protein: C4bp
C3b inactivateur: Facteur |

« Abouitit a la formation de la C3 convertase classiqgue hgyme
capable de cliver C3



Activateurs de la voie classique

 Fc des immunoglobulines complexées
1gG1, 1gG2, IgG3, IgM (domainey2, Qu4)

e Activateurs non immuns

LPS

Virus ARN

Souches de salmonelles, E. Coli, Neisseria
Membranes mitochondriales

Acides nucléiques

Complexes héparine-protamine

C- Réactive Protéine

Protéines d’enveloppe virales (VIH, EBV)



Activation de la voie classique et C1

e Premiere molécule activée

 Complexe macro-moléculaire comprenant une protéine
C1qg et un tétramere (C1r)2 (C1s)2

Clq est I'unité de reconnaissance
Clr et Cl1s sont des sérines estérases




Formation de la C3 convertase classique

C2 est clivé par Cls

C4b2a = C3 convertase classique

—7Au cours d’une activation systémique, le C4 sérique puis le C2
diminuent (par consommation)



Clivage de C3 * C3a

—> C3b

Fixation covalente de C3b
sur la surface activatrice

Formation de la C5 convertase
classigue : Permet la formation du complexe

C4b2a(C3b)n lytique




Régulation de I'activation de C1 :
C1 Inhibiteur

 Inhibiteur spécifigue et exclusif du C1r et du C1s

v Protéine de régulation de la voie classique du
complément.
 Inhibiteur des proteases a sérque génerent les
kinines: kallikreine et les facteurs de la coagaraiXI
et XII.

= Contrble de la voie endogene de la coagulation, la
fibrinolyse et la libération de kinines



C1 inhibiteur
(Inhibiteur de la C1 estérase )

Glyco-protéine sérigue monocaténaire (260
mg/L) de 105 kDa.

synthétisée par le foie (90%) et les monocytes.
composée de 478 AA, hautement glycosylée.

appartient a la superfamille des serpines
(molécules inhibitrices de protéases a sérine)

chr 11g11-13.2



Cls-Cl inhibiteur Cla '

C3

e & C4bC2a
D C2b

Auto-activation spontanée de C1 :
clivage permanent de C4 par Cls,
+ clivage de C2

Impossible de former
une C3 convertase
classique en

absence de surface
activatrice

C3 antigenique normal.




Vole des Lectines

Role dans 'immunité naturelle ++
Activée par les structures carbohydrates des hastér

Mannose binding lectin (MBL) : Membre de la famille
des collectines

Région collagene et site lectine

Caracteristigues fonctionnelles C1qg-like, 1gG e¥lig

like

Associee a 2 pro-seérine protéases, MASP-1 et MASP-
(40% analogie avec Clr et C15s)

Aboutit a la formation d’'une C3-convertase clagsiq
C4db2a



Réqgulation C3 convertase classigue
C4 Binding Protein

Protéine plasmatique (200mg/l) polymerique (570KDa

Plusieurs isoformes: 6 a 8 chaimest 1 chaingd
(a6B1,a7B1,a7p0)
Fixation de la protéine S sur la chap)e




C4BP
Fixation de C4b et régulation de la voie classique

prévention de la formation de la C3 convertase itjass
acceléeration de sa dissociation
Cofacteur du Facteur | pour inactivation de C4lCdd et C4c




No Caption Found

Blom, A. M. et al. J. Biol. Chem. 2003;278:43437-43 442



Voile alterne

La voie alterne est un mécanisme de surveillance

o Systeme de resistance naturelle a I'infection :
— utilise les protéines C3, B et D
— formation d’'une C3 convertase alterne, qui clivee@33b

— C3b se lie de maniepevalentea la surface activatrice

e Premiere barriere contre les infections

— C3 convertase “initiale” : libération en permanedegetites
guantités de C3b dans la circulation.

— C3 convertase amplificatrice au contact d’'une sertativatrice.



Activateurs de la volie alterne

Structures polysaccharidiques

bactéries, virus, cellules transformées, surfaces arifelles dont la
composition chimique favorise I'assemblage de C3b, B au
détriment de C3b, H

La voie alterne est activée en I'absence d'Ac

Mécanisme de défense naturelle qui a précédé I'appaon des
Anticorps

Cependant, la présence d’Ac spécifigues peut augmentereau
d’activation de la voie alterne

Des molécules de C3b déposées par activation dedalasisique peuvent
servir de point d’assemblage de la C3 convertase alterne



C3 convertase alterne

- Composants: C3, B, D, ions Mty

*C3 convertase initialeen phase fluide dans le plasma
Hydrolyse spontanée du pont thiolester 5 “C3b like molécules”

Q
D: serine esterascé‘\\
™. Ba

“C3b” B “C3b”, B

*C3h, Bb: C3 convertase alterne
clive C3 en C3b et C3a
Bb est la sous-unité qui clive le C3



Activation de la voie alterne et properdine

ORI
N

Properdine

C3 convertase
alterne

Demi-vie C3 convertase x 3 ou 4
Protection du clivage par le facteur |



Structure de la properdine

[0 442 acides aminés
[16 modules TSR
[1 Synthése par les monocytes

Extrémité
N-terminale

N-CHO: glycosylation C3Db




Formes oligomérigues de la
properdine

10 fois plus active que la forme dimérique



LE SYSTEME DU COMPLEMENT |

: : C3b Voie Alterne
Voie Classique \ T / Ci%bBb
/ C4b2a\C3 Facteur D
Voie des lectines ¢
C3b

O Facteur B



C3 convertase alterne d’'amplification

Formation sur une surface sur laquelle C3b est déposé de facon covalente

C3

<

l

C3 convertase initiale

C3a .

v
C3b

f B, D, Mg++

C3b, Bb

<

surface acceptrice possedant - OH ou
- NH2

C3 convertase
d’amplification

sur une surface activatric e
de la voie alterne




Facteur H : Regulation de la voie
alterne

e Initiation de la C3 convertase alterne

Compétition avec le Facteur B pour la fixation cbC

eDissociation de la C3 convertase alterne
C3bBbh — C3b + Bb

C3bi
eActivité cofacteur du Facteur I: Facteur |

Inactivation de C3b : > @Bb

protéolyse enzymatique de C3b en C3bi,C3b FaCte“r H P:acteur D

O\ Facteur B




Le facteur H : la protéine

- B1H Glycoprotéine

- Synthese hépatique, concentration plasmatique : 500pg/ml

- Protéine de 150KDa, glycosylée

- 20 unites repetitives (SCR) : 60 acides aminés, 2 ponts

disulfure (cystéine I-1ll et lI-1V)

Clv

COOH

2N £ S NS
ARy agd 2R



Le facteur H : le gene ‘

_ Géne en 1q32 LeLocus RCA

- locus RCA Centromere 21.45cM Telomere
< A‘ > >
14.59cM A
[w & > L /é?vé?% S )
Q‘Q Q?‘ Q‘?‘ Q‘?‘ Q‘?‘ Ob‘ Qb‘ OV OQ~ OQ~ ®O

< > < >

650kb 900kb

- 96Kb, 23 exons, 1 par SCR (sauf SCR 2),
-2ARNM :4.3Kb —» 1213AA —- FH

1.8 Kb — 427 AA (423 + 4) - FHL1(Reconectine
- Polymorphisme génétique (SCR 1, 5, 7,8, 11, 15,1 6, 18)



Facteur H : les domaines fonctionnels

REGULATION DU COMPLEMENT AUTRES INTERACTIONS

 Fixation C3b : » Séquence RGD

SCR 1-4, SCR 6-10 et SCR 16-20 au niveau du SCR 4 : FHL-1
o  Fixation CRP :

» Activité Cofacteur du Facteur | SCR 7. 8-11

SCR 1-4 ’

* Fixation Héparine et
Ac sialique :

 Activité “Decay” SCR 7. 13. 19-20

SCR 1-4

GL CRZ_ Héparing
@@@@@@

C3b -HéparineCc3p C3b



(A)

Cofactor | Decay-Activity

Cell Adhesion

C3b Binding

Heparin Binding

CRP Binding
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e Discrimination d’une surface activatrice de la voie al terne

Surface activatrice : m——=> Dépots de C3bBb +++

¢ .$ °F
@

Surface non activatrice m————> Dépots de C3bBb -

é-

= C3b Q% Facteur H L] Facteur B J) Properdine




LE SYSTEME DU COMPLEMENT |

: : C3b Voie Alterne
Voie Classique \ T / CASbBb
e C4b2a\C3 Facteur D
Voie des lectines ¢
/ O Facteur B
Voie finale
commune
C5-C9

rd

Lyse osmotique



Vole finale commune
Formation du complexe d’attaque
membranaire

Formation d’'un complexe moléculaire stable :
C5b,6,7 a la surface

Interaction de C8 (C5b678) et debut d’insertion
dans la membrane

Polymérisation de C9, insertion dans les
membranes cellulaires, création de pores

Entraine la lyse cellulaire
Régulation: Protéine S et CD59



Clivage de C5 par les C5 convertases

C5 convertase
alterne

C5 convertase
classique

C5a anaphylatoxine

/ \
C5 C5b

l + C6, C7, C8, C9

complexe lytique
C5b-9



Réqgulation des C3 et C5 convertases:
DAF (DecayAcceleratingFactor CD55)

Gene localisé dans le RCA,

Protéine membranaire ancrée par un groupement GPI
(glycosylphosphatidylinositol)lignée hématopoietique, épithélium et
endothélium

4 SCR

Accélere la dissociation des C3 et C5 convertagéed sur une
surface



Insertion du complexe terminal et lyse

A csa @ e H[CQ] n

C5
€3 Cablezm canal transmeprfbranaire
poly C9
C5 convertases complexe d'attaque inhibiteurs du MAC
C4b,C3b, 2a membranaire (MAC) protéine S ou vitronectine

C3b, Bb, C3b mC5b-9 CD59 (HRF)



Régulation de la voie finale commune

 Vitronectine/ protéine S :
— Liaison a C5b-7, C5b-8 et C5b-9

— Prévient la formation du complexe d’attaque a la
membrane.

e CD59;

— Protéine liée aux lipides membranaires, par unesan
GPI.

— Empéche la liaison de complexes C5b-8 autologues o
homologues a la membrane.

— Exprimée sur toutes les cellules sanguines, ladee
endothéliales et épithéliales.

— Protection intrinseque contre I'activation du
complément par les cellules autologues.



MNormal ¢l



HPN : mutation somatique du géne PIG-A dans une (ou
plusieurs) cellules souches hématopoiétiques, résultant:

- dans une faible synthese de GPT

- et dans un déficit, partiel (type II) ou complet (type
ITI), des protéines a ancrage GPI - CD55, CD59, CD14,
CD16b, CD5B2 - a la surface des cellules souches mutées
mais aussi de leur descendance.

- Coexistence avec cellules présentant une expression
normale de ces protéines (type I)
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CMF sur hématies (d'aprés Parker et al, Blood, Dec 2005)




LE SYSTEME DU COMPLEMENT |

i i C3b Voie Alterne
Voie Classique \ T / CASbBb
/ C4b2a\C3 Facteur D
Voie des lectines il
O Facteur B
/ I

Voie finale Facteur |
commune Cofacteurs

C5-C9 *

rd

Lyse osmotique C3bi



Cell membrane



Inactivation de C3b par le Facteur |

C3 convertases
QU | |

| ' - S -

C3

C3a
Formation de C3b

Cofacteur : Cofacteur :
Facteur H, CD46, CR1 CD46, CR1

A\ Protéases

Inactivation de C3b



Etude de la fonction cofacteur du Facteur |

Facteur H(b a : 45/43 Kda + 65KDa

o : 110 KDa []

B: 75 KDa C3f B: 75 KDa

C3b Biotinylé + Facteur H + Facteur | + IgG anti-Fac teur H : 1heure 37C, SDS Page

" Témoin Patient1 C3b
———— s <« (0 : 110KDa
o B 2--—- < [3:75KDa

: < 0 : 45/43KDa




Organisation génétique et protéique du Facteur |

I
N° Exon 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

4925, 63 kb

| Peptide signal

B séquence non traduite ] ]
B Domaine spécifique i

B CD5 module S

[0 Module récepteur aux lipoprotéines

B Module récepteur aux lipoprotéines

[1 séquence transition

[l séquence transition

B Domaine sérine protéase




Factor |

e A 3

Inactivation de C4b : Cofacteurs : MCP (CD46), C4bR1



Membrane Cofactor Protein, CD46

C C
Géne— - — - - — — — —|—|—|~ -

Gene : Locus RCA
14 exons, 43Kb
Protéine : Poids moléculaire entre 48-68 Kda
Plusieurs isoformes
(épissage alternatif région STP et segment
Intracytoplasmique)
Expression ubiquitaire sauf hematies




OCHO-- '—-OCHO OCHO-- '—-OCHO

OCHO-- -OCHO OCHO-- -OCHO
OCHO-- --OCHO OCHO-- -OCHO OCHO-- -OCHO  OCHO-- -OCHO

BC1 BC2 Cl C2
. SCR %>>Site de N-glycosylation ocHo- Site de O-glycosylation
l STP domaine de type B A STP domaine de type C
(VSTSSTTKSPASSAS) (GPRPTYKPPVSNYP)
B segment juxtamembranaire g Domaine transmembranaire

% Domaine intracytoplasmique de type C1
(RYLQRRKKKG TYLTDETHREVKFTSL)

, Domaine intracytoplasmique de type C2
(RYLQRRKKKG KADGGAEYATYQTKSTTPAEQRG)



Structure de MCP et régulation du Complément

1
STP region

QIUULLILIL | | ST

W

Cytoplasmic tail ‘



LE SYSTEME DU COMPLEMENT |

Voie Alterne

Voie Classique

I

/ C4b2a\C3

Facteur D

/ O\ Facteur B

Voie finale Facteur |
commune Cofacteurs
C5-C9 *

/

Lyse osmotique

Voie des lectines

C3bi ——p Récepteurs Membranaires
CR1 (CD35), CR2 (CD21),
CR3 (CD11b/CD18) ,
CR4 (CD11c/CD18)

1

Modulation réponse immunitaire



C3:Interaction avec les récepteurs Membranaire:

Principale

Recepteurs  pgpartitioncellulaire Fonctions
C3b m====p> CRI1 Erythrocytes Clairance des CIC
C3f Facteur | P.neutrophiles Phagocytose
3kDa'/_l (Cof: FH, CR1, MCP) Monocytes
C3bi mEm==d> CR3 Monocytes_ Phagocytose
‘ 186 kDa, P neutrophlles: Cytotoxicité
¥ ¥ ‘ Cellules de Kupfer
Facteur | Cellules dendritiques Tolérance?
C3c '/_i (Cof: CR1,
145 kDa MCP) P neutrophiles Phagocytose
Cellules de Kupfer
M C3dg Cellules dendritiques Tolérance?
* 41kDa u\
l Enzymes tissulaires Lymphocytes B Prolifération B
Lymphocytes T Régulation réponse Immune
/ Régulation synthese des IgE
C3d «
Q 31 kDa



Les récepteurs cellulaires pour les
fragments de C3

Adherence et ingestion par les phagocytes des giabpsonisees »

CR3; CD11b/CD18 Récepteurs C3
CR4; CD11¢/CD18 CR2; CD21

CR1; CD35

CR1; CD35
Phagocytes ) Lymphocytes
/ B
| |
\ Y
Phagocytose Présentation de I'Ag

Inflammation Activation B



Opsonisation et phagocytose

Opsonines: Recepteurs
C3b (directement sur la cible) » CR(1,2,3,4)
C3b (via Ag-Ac) » CR(1,2,3,4)
Immunoglobulines (IgG) » RFoy
Conséguences : Adhérence (C3b — CR) : Phagocytesemation

Internalisation (IgG-RRg

Systemes synergiques



RoOle du Complément

Mécanismes de défense contre I'infection

— Lyse des agents infectieux (composants C5 a C9 folemnt
complexes d'attaque de la membrane: activité cydoig)

— Opsonisation

— Activation cellulaire menant a la réaction inflamatoire: Production
de nombreux fragments de clivage au cours des presmedapes de
I'activation (anaphylatoxines: C3a et C5a)

Transport et elimination des complexes immuns

— permet le maintien des complexes Ag-Ac en solution
Modulation de la réponse immune: Interface enimaunité
Innee et acquise



Elimination des complexes Ag-Ac

CCCCCCCCCCC

Bl

l
)

e




Compléement et Inflammation

C3 convertase
classique

e 3

C3 convertase

CR1 «— C3b

Opsonisation
CR3 C5 convertase

PNN : Relargage O, -

v
C5b9 >

\’C5a —>

Activation plaquettes

Recrutement cellules inflammatoires, éosinophiles et
mastocytes

Production cytokines (IL-6, TNFa, IL10)

Récepteurs : CD88, C5L2 (voie des protéines G)

Sécrétion cytokines pro-Inflammatoires (1I-6, TNF-a, IL-1)
Recrutement cellules inflammatoires (PNN, Mono, Macrog LT et
LB activés, éosinophiles et mastocytes)

Activation cellules endothéliales

C3a—

sLyse cellulaire

sApoptose cellules nucléées
*Activation plaquettaire :

expression P sélectine

sécrétion granules a

Activation des cellules endothéliales :
expression P sélectine

sécrétion multimeres de Ht PM du FVw
Activation de la pro-thrombinase
seécrétion IL-8, MCP-1

*Apoptose des cellules endothéliales



ROles du Complement

Déficits en protéines du Complément et pathologies |

Maladies rénales

\Voie Classigue | CEdéme angioneurotique Cfbi

Clq, C1r, Cls Facteur | SHU. GNMP Voie Alterne

<+ C1-Inhibiteur T
C3b 4 C3bBb
CD46 4 T
o4 ™ C2 ™ capza Facteur H
/ . . C3 ‘ Properdine
Maladies auto-immunes \ FaCW
MBL, MASP Facteur B

Voie des Lectines

C3b

Voie EinaleGormine Cf Méningites & méningocoque

C9




Association déficits en complément et
LED

Clqg, C1r, Cls

\

C2 _. C4 _. Caboa
3

Maladies auto-immunes O

Voie Classique




Complément et LED

Déficit en protéines précoces de la voie
classigue

Syndrome de consommation par la voie

classigue
v Diminution du CH50, C4, C2 + C3

v’ Déficit acquis en protéines du complément
v' Aggrave le défaut de clairance des complexes

Déficit en CR1 érythrocytaire
Auto-anticorps anti-Clqg



Souris knockout C1g

e Titres élevés de FAN: 50% des cas
iIndependamment du contexte génetique

o Glomeérulonéphrites a depots immuns chez
25% des souris agées de 8 mois (vs 4% chez
les animaux controles)

e Corps apoptotiques +++ dans les
glomérules atteints

Botto et al, 1998



Assoclation déficits en
complément et LED

 Protection croissante
Clg>Clr>Cls > (C4> C2

* ROle de ces protéines dans I'élimination des
complexes immuns et role de C1qg dans la
clairance des corps apoptotigues



Map of the Class Ill Region of the Human MHC

1p21.3

Tel
© MHC Cen

Class 1

CYP21A CYP21B

10 kb




Déficit en MBL (1)

« Diminution des concentrations de MBL sérique en cas
de polymorphismes sur le gene :

— 3 substitutions nucléotidiques ponctuelles (codsi)s
54 et 57 de MBL2, exon 1) definissant 3 alleles
(respectivement D, B et C), I'allele sans mutatiéah
définissant la forme « sauvage ».

— plusieurs polymorphismes localiseés dans le proanote
associes a une variation de production de la pretéi

* retrouves dans de nombreuses populations avec des
fréguences variables selon I'ethnie,

e Les etudes de ces différents marqueurs génétiquears

le LED : un réle modulateur de la voie des lectines
dans la séveérité de ces maladies



Compléement et MAI

Ami

 Permet | 'élimination .
des immuns-complexes
(bactéries recouvertes

d 'anticorps) et des .
cellules apototiques

* Inhibe la précipitation

« Elimination des
complexes -C3b par le
CR1 érythrocytaire ou
phagocytose

Ennemi

Contribue aux Iésions
tissulaires : afflux de
cellules de | ’'inflammation
libération
d’anaphylatoxines

dépots de C3b au niveau
des tissus




Voie Alterne et Pathologies Rénales

3Dbi Maladies rénales
Facteur| | Voie Alterne SHU, GNMP
CD46 C3b C3bBb

Facteur H

f
C3\f Facteur D
O Facteur' B




3 : Etude du polymorphisme génétique du Locus RC4

A/ Dans le SHU atypique

FH

l c.2089 A>G c.2881 G>T
C.-257 C>T synonymous, 672 Gln Glu 936Asp

CD46 | r)—w D O - - T

IVS8+23 T>G C. 2232T =C
C.-547 A>G
SHUa Controles p

(J Med genet, 2005) (%) (%)

n 84 77

Génotype FH

FH -257C>T 80 55 <0.001

FH 2089A>G 84 70 <0.001

FH 2881G>T 84 66 <0.001

Génotype CD46

CD46 C.-547 A% 76 39 <0.001

CD46 IVS8+23 T>G 73 54 <0.001

CD46 C. 2232T>C 70 43 <0.001




B/ Dans la Dégénérescence Maculaire Liee a 'Age ()

Sromoteu) 1)

SHUa

ﬂ

OOVOO : (892022 axX i 1 2 aolz0

Tyr 402 His SHUa

DMLA

SHUa

Lien génétique avec le polymorphisme Tyr 405 (Etigards, Science, Mars 2005)

A RR
DMLA Controles
[95% IC]

n 141 91
Génotypes
CC 34 % 12.1%  6.93[3.11-15.46]
CT 44.7% 36.3% 3.00[1.60-5.62]
1T 21.3% 51.6%
p patientsversusControles <0.0001

Edwards, 2005

31.4 %
47.1%
21.5%
<0.0001

} 2.7 [1.9-3.9]

(Molecular vision, in press)



Roles du Complément

e Mécanismes de défense contre I'infection

— Lyse des agents infectieux (composants C5 a @Safialr
les complexes d'attaque de la membrane: activité
cytolytique)

— Opsonisation

— Activation cellulaire menant a la réaction inflamiattoire:
Production de nombreux fragments de clivage auscoes

premieres etapes de I'activation (anaphylatoxi@Ss et
Cbha)

o Transport et élimination des complexes immuns
— permet le maintien des complexes Ag-Ac en solution

 Modulation de la reponse immune: Interface entmaunité
Innee et acquise



Voies Alterne et finale commune

C3bBb
/

Properdlne

o. =

Cfb Facteur B

C5

Méningites a méningocoque

C9

Recherche d’un déficit indispensable quand :
meningocoque de sérogroupe rare.
Age de survenue > 5 ans.
Antecédents personnels ou familiaux
de méningites

[1 Méningite fulminante.




Déficit en MBL (2)
Susceptibilité accrue aux infections

 Variants de MBL : plus fréequemment retrouves chez le
sujets iImmunodeprimeés(neutropeniques, post-
chimiothérapie), présentant degections bacteriennes.

 Prédisposition aumfections a méningocoques

 Implication dans lasusceptibilité et la progressiordes
Infections virales par

— le VIH,
— les virus des heépatites chronigues

— plus recemment le coronavirus du SARS (Severe
Acute Respiratory Syndrome).




Les angio-oedemes secondaires a un déficit
en C1 inhibiteur: oedeme angio-neurotique

Voie Classigue
Clq, C1r, C1s
\<<—C1-Inhibiteur
c2 — c4 %C4b2a
Tie3
CEdéme angioneurotique O

*Oedemes localisés iteratifs de la peau ou des eusgs laryngees et
Intestinales.

*Gravité de son pronostic spontané

sDéficit héreditaire (Transmission autosomique dante; formes de
novo)

*0uU acquis (contexte lymphoprolifératif frequent)



Increased vascular permeability in C1 inhibitor -dedfidi

mice mediated by the bradykinin type 2 receptor.
Eun D. Han et al J. Clin. Invest.109, 1057-1063 @00

Souris invalidée pour le gene du C1 inhibiteur:

e augmentation de la permeabilité vasculaire révesre
perfusion de bleu evans

« Normalisation apres traitement par C1 inhibiteux88
(kallikrein inhibiteur) et par le récepteur antagsira la
bradykinin de type 2

« Augmentation apres traitement par Captopril
 C1inh-/- et Bk2R -/-: régression de la perméeabilit
vasculaire

Les oedemes sont mediés par la bradykinine via le
récepteur de type 2



C5 et fibrose

Modele : Fibrose hépatique induitec¢l,) chez souris et étude
transmission de marqueur géenétique selon susceibilidevelopper
une fibrose Localisation locus contenant gene codant pour C3Hg)

Stade de fibrose post CCl4

s I
P<0.01

eSouris He-/-:

o)
o
o
=
(Hg/g)

xyproline

Hydro

*Blocage C5R1 : atténuation fibrose

*Etude chez 'lhomme (fibrose post HCV). associatitamcdhaplotype
genetique et dosage antigénique de C5 (augmented atade
histologique de fibrose Hillebrandt, nature genetics, 2005, 37(8)



Ex 4. Polyarthrite rhumatoide induite par ac-an#G6
Isomérase (modele murin)

Antigene ubiquitaire

mais induction d’'une synovite et arthr L) =
Fond génétique Arthrite 3
Lymphopénie +
RFcg -/- _
RFcl-/- +
RFclll-/- +/-
RFclIB-/- +
C5-/- i
ANtl-CS - (et effet curateur) Jretal, Immunity, 2002




Polyarthrite rnumatoide induite par ac-antiG6P
Isomerase chez les souris KO pour le Complement

Protéine Nbre de souris atteintes Score de ligethr
+/+ -/- +/+ -/-

Clqg 4/4 4/4 ++ ++
MBL 8/8 8/8 + +
C4 414 414 ++ ++
C3 414 2/4 ++ +/-
FB 6/6 2/6 ++ +/-
C5 414 0/4 ++ -
C5aR 8/8  0/8 ++ -
C6 4/4 4/4 + +
CR1/2 55  5/5 ++ —
CR3 5/5 5/5

i——> Importance du réle de C5 (++) et de la ,‘,_-

voie alterne l %

Pas d’influence de la voie classique




Mecanismes physiopathologiques :

1/Activation voie classique Ag-Ac avec protectionl'@mplification
par les protéines régulatrices de la voie alteaud gux sites
constitutivement pauvres en ces proteines excuations

2/Interaction C5a-RCb5a : recrutement neutrophresstocytes

3/ Interaction C5a-RFc



Compléement : cible de nouvelles thérapeutiques

C1l-Inhibiteur
-OAN

T~

/ |

C3 convertase

-Prévention de I€sions  ¢jassique

ischémie/reperfusion
-Syndrome de fuite
capillaire

Compstatin
Fixation C3

-Allogreffes rénales

-Circulation extra-corporelle

-Activation PNN

A Va I3(CE3']C ASDE(C:
,_f P { ) o: Trp?(N

\.,_r_fy
Li"‘-F c,« 12[3;)
Pt

E: Gly8(Ca)

Pharmacophore 2: A-E-F

Phamacophore 1: A-C-D-F

Phamacophore 3: A-B-E-F

TR 3

CRl «—— (3p

Opsonisation

sCR1 : TP10,
Chim CD46-CD55 : CAB-2
anti-C3 et C5 convertases

aigues
C3 convertase _ Transp|antat|on
alterne
pulmonaire
C3a

- Détresses respiratoires

C5 conv‘e@e/

Anti-C5 (pexeluzimab, eculizimal

CD59¢ |

K’CSa

- Chirurgie cardiaque
- HPN

Anti-CD59

l - Syndrome néphrotique expérimental

C5b9



Nouveau traitement de 'HPN :

Inhibition de C5

* Pexelizumab : anticorps anti-C5 humanise
simple chaine

2004 Feb 5;350(6):552-9

e Aussi testé en

— Chirurgie cardiaque : Essai Phase Il
— (Chen, J Card Surgery, 2005)



Mecanisme d’action Complément-dependante de I'antgorp
thérapeutique anti-CD20 (Rituximab®)

\ // 2B8 : anti-CD20 murin

{ chaine humaine ~ — Pas de déplétion B (primates)

<+

(Ala330Pro33» Ser330Ser331)
IgG1l 1gG4

Chaine lourde/4 humaine

Syndrome de consommation majeure lors de I'induction du
traitement dans les lymphomes et LLC

Pré-injection : 2 H post injection :

CH50 : 100% 0% (70-130)
C3:841 mg/L 600 (660-1250)
C4 . 189 mg/L <13 (93-380)

Facteur B : ND 110 (90-320)



<4 Rituximab et C1q, Souris C1g-/- :

Injection 1V cellules EL4-CD20+ et a J1 injectiondP rituximab

s 100 Souris contrbles

S ,

7 20 — Rituximab +

= Rituximab -
30 60

Temps (jours) Di Gaetano et al, J Immunol, 2003, 171

Induction de I'opsonisation des cellules CD20+:
Fixation covalente de 500.000 molécules de C3bcphmles
opsonisation dépendante de la richesse en proteines dudoembd du sérum

C3bi : co-localisation avec les molécules de Ritukima
(Kennedy, Blood, 2003)

«Augmentation d’expression par G-CSF de CD11b (CK8epteur de C3bi):
augmentation de 'ADCC induite par le rituxim@Bzuczman, Blood, 2002)

Coopération C3bi et Rygpour phagocytose



Régulation de la CDC par CD55 et CD59

Protéines Membranaires GPIl-ancrées: régulation C3 corertases (CD55) et formation MAC (CD59)

Dans les lignées :- corrélation entre sensibilité au nab et expression

membranaire de CD55 (DAF) et CD59

- Augmentation de la lyse en présence d’anti-CD55 et D5
(Golay, Blood, 2000

- Augmentation de la lyse de cellules mutées pour PIGARNH B)

ou ayant subi I'action de la PIPLC (Phospholipase sppaifies

protéines GPI ancrée®agajothi, Leuk Lymphoma, 2004

Chez les patients :- pas de corrélation lyse et expredsi@D55 et CD59

Malis

(pas de facteur predictif)

- Augmentation de la lyse en présence d’anti-CD35%9
- Augmentation de I'expression de CD59 par les cellules
résistantes au rituximabh vivo

(Golay, Blood, 2001, Bannerji, J Clin Oncol, 2003)



Prevention de la Lyse du Complément par
utilisation des protéines de régulation

Bactéries

Parasites

Cellules tumorales

Design de vecteurs de type lentivirus

(Schauber-Plewa, Gene Therapy, 2005)



