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L’étude de 1’évolution du systeme immunitaire permet :

- de définir I’origine des principaux €léments du systeme

immunitaire (S.I.)

- d’analyser I’€volution des principaux €léments et mécanismes

du S.I.

- de mieux comprendre le fonctionnement du S.I. des mammiferes



L’étude de I’€volution du systeme immunitaire permet
de tenter de répondre a certaines questions :

- Pour quelles raisons (pressions de sélection) le S.I. est -1l apparu?
- Pour quelles raisons (pressions de sé€lection) le S.I.A. est -1l apparu?
- Quels ont €été les éléments qui ont permis I’€volution du S.I.A?

- A quot sert le S.I.A.?

-Pour quelles raisons les invertébrés ne possedent-ils pas de S.I.A.?



- C': Complement

- C1, C2, V Ig domain types %m
- Dlg : Ig superfamily members involved in defense UI\I”RAMIA (H[e[M[Muc] C]  [H[E[M[C2 Cr VIMHCT, 11, ll] C[Reg[ 1] Dlg)
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Modeles amphibiens

L’Axolotl du Mexique Le Xénope




Cette €tude se heurte a plusieurs problémes :
- Enorme diversité du régne animal :
» chaque embranchement a choisi des solutions spécifiques
adaptées en fonction de leurs caractéristiques et de leur biotope
- A Iintérieur de chaque embranchement, il y a également une
hété€rogénéité au niveau des différentes especes
- Les embranchements étudi€s ne sont que les rares survivants

d’une faune antérieure beaucoup plus importante



Apports de ’immunologie comparée

- Phagocytose découverte chez 1’étoile de mer par Metchnikoff

- Etude du S.I. des oiseaux : . €tude des fonctions des LT et LB
. diversité des répertoires des Ac

- Récepteurs Toll chez la drosophile

- Peptides anti-microbiens

- Immunité innée chez les invertébrés



1/ Systeme immunitaire = systéme ancestral



Pressions de sélection qui ont abouti a I’apparition
d’un systeme de défense ?

Les deux hypotheses en présence :

- Résistance aux microorganismes (parasites) devenus de plus en plus
divers et pathogenes

- Préservation de 1'espece : compétition pour I’espace, lutte contre
le parasitisme intra-espece

=> apparition de 1’alloreconnaissance



L’alloréactivité

Universalité du phénomene de rejet

Travaux récents chez 1’ascidie (protochordé€) Botryllus Schlosseri
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Reproduction sexuée et asexuée
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Présence d’un réseau vasculaire commun terminé par des ampoules (ampullae)

Plusieurs catégories de cellules circulantes (hémocytes) :

hémoblastes, macrophages, granulocytes, cellules pigmentaires,

cellules de la morula.




Soit fusion pour former un parabionte vasculaire

Soit développement d'une zone de nécrose



Ampoules : sites de réaction d’histocompatibilité (rejet ou fusion)

Intervention des cellules de la morula (phenoloxydase, quinones)



L’alloréactivité est contrélée par un seul géne tres polymorphe et

co-dominant appelé FU/HC (fusibility/histocompatibility)

FurC AAx AB

\ La fusion nécessite que les colonies aient

wenotsmeae |1 au moins un allele en commun

FuHC AAx BB




FU/HC code pour une protéine de la super famille des Ig

Polymorphisme associ€ a la totalité de la région extracellulaire

B = (et} =
SS EGF ‘ g (5] ™ ¢

Expression de FU/HC au niveau de I’ampoule,
des vaisseaux sanguins et de certaines cellules

circulantes




Fester, nouveau gene polymorphe et co-dominant situé a 200Kb

de FU/HC — Ligand (Récepteur?) de FU/HC

Quels types d’interactions FU/HC-Fester? De type NK-CMH?



Quelle est 1a signification biologique de 1’alloreconnaissance

chez Botryllus Schlosseri ?
—  Eviter le parasitisme intra-espéces

Les cellules souches peuvent
migrer d’une colonie a ’autre

Les tissus peuvent étre récupéreés
par une des deux souches

— Compétition entre les cellules souches
somatiques génétiquement différentes
(reproduction asexuée)

— > Compétition entre les cellules souches
germinales génétiquement différentes Orange colony Orange colony
(reproduction sexuée)

L’un des deux génotypes est dominant



2/ Le systeme immunitaire chez les invertébrés



Pas de S.I. adaptatif (spécifique)

- Pas d’Ig, pas de TcR, pas de lymphocytes, pas de CMH,

pas de mémoire immunitaire (?)
- Protection uniquement par 1’intermédiaire de la réponse

Immunitaire innée



Le systeme immunitaire chez les insectes
Le modele drosophile

Septic injury,
bacteria,
fungi,

parasites

| | | ' l

Melanization Hemocytes Antimicrobial Wound Complement
peptides healing proteins

TRENDS in Immunology




Les récepteurs de I’immunité chez la drosophile

Phagocytosis receptors Cytokine receptors Microbial ligand receptors
| 1 1 1

PGRP-SA or
PGRP-SD

- GNBPl or ¢
Eater GNBP3

Domeless

SR-CI
GNBP1 or
GNBP3

PGRP-LC
’ PGRP-LE

PGRP-LE W




Immunité cellulaire

Primary lobe

Secondary lobes

U-shaped ————]
Dorsal vessel
cells
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Cortical zone

Glial cells

missing 1 and 2, g
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Serpent @
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(JAK/STAT)

PVF2/PVR
Ras/Raf
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Melanization

Phagocytosis

Encapsulation



Immunité humorale

Les peptides anti-microbiens (20-40 a.a)

Synthétis€s par les cellules du corps gras en réponse a une infection
-Les peptides a hélice a: Cécropine (GRAM")
-Les peptides a Cysteines :
La drosomycine 8 Cyst (champignons)

Les défensines 6 Cyst (GRAMY)

-Les peptides riches en un acide aminé:

. riches en glycines: Diptéricine et les attacines (GRAM")

. riches en prolines: Drosocine (GRAM")

Metchnikowine (GRAM?T* et champignons)



Les peptides anti-microbiens

5

Attacin %
Cecropm \
% Drosomycin

Diptericin

:L - da
Drosocin Bacteria Lysozyme
/ Fungi

Defensin

Metchnikowin

Current Opinion in Immunology




Expression

Synthese des peptides en réponse a I’infection

Drosomycin (Toll read-out)

Diptericin (Imd read-out)

~ |njury L —
F 4 S

— Gram-positive
bacterial infection
(M. luteus)

- Gram-negative
bacterial infection
(E. coli)

Expression







Conservation des peptides anti-microbiens

au cours de 1’évolution
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Les récepteurs Toll chez la Drosophile

Répétitions riches en leucine (LRRs)

Domaine J
externe

Modele en ruban du
domaine extracellulaire

‘
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Boite 1
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Domaine TIR <
Boite 3




Les deux voies d’activation Toll et Imd

Gram-positive Gram-negative
bacteria bacteria
Yeast C o
Fungi Lysine-type DAP-type
peptidoglycan peptidoglycan
Necrotic B

= {
Monomeric Polymeric
\ GNBP3 peptidoglycan peptidoglycan
PGRP-SD
o NBP1 “
\b

Persephone PGRP-SA

PG
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HEMOLYMPH
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Conservation des voies de signalisation(NF-KB)

The mammalian
Toll-like receptor
signallng pathway

The Drosophifa
Toll signaling
pathway

TLR

IRAK ‘ TRAFS

IKK

NFNB

g oy

NN

cMyDEE ’

Pelle

Ca:lus —
Dm'Re <h

=AY

Fortes homologies structurales

entre protéines. Exemples:

— Récepteurs : partie
intracellulaire TIR

— Protéines kinases : Pelle et

IRAK

— Inhibiteurs : Cactus et I-kB
— FT : NFKB et Dorsal



Immunité anti-virale chez la drosophile

Exemple du virus DCV (drosophila C virus)

—»  Implication de la voie JAK-STAT

Viruses Parasites

Microbes *“ II

Immune
tissues
Receptors | Domeless Toll PGRPs |
Mediators JAK-STAT NF-xB, JNK
Effectors Vir-1 Tep-1, Tot-A Antimicrobial

peptides



Implication de Dicer-2 dans I’'immunité anti-virale chez la drosophile

— Importance des siRNA

iy
A\

IRF7@» IRF3 €@

Gene expression TN e



La coagulation chez la drosophile




Les mécanismes de défense de la drosophile

(® Coagulation

Complemenl-likc
cascade




3/ L’1mmunité adaptative



a/ Emergence de I’'immunité adaptative

- Présence de lymphocytes T et B

- Présence de récepteurs spécifiques (Ig et TcR) codés par
des génes qui se réarrangent

- Présence du CMH

- Présence d’organes lymphoides secondaires

- Sélection clonale

- Mémoire immunitaire

> Apparition chez les premiers vertébrés a machoires
(Gnathostomes) il y’a environ 500 millions d’années



Deuterostomes

Chordates

Echinoderms
Urochordates

Vertebrates
Gnathostomes

Bony fish derivatives
Sarcopterygian derivatives
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Les deux hypotheses de 1’apparition du S.I. adaptatif

Apparition des genes RAG

Duplication des génomes (WGD: whole genome duplication)



b/ Origine et évolution des récepteurs spécifiques a 1’antigene

Les anticorps chez les poissons cartilagineux
(requins et raies)

lgX

#% N-linked sugar
-5-S - disulfide bond




Les classes d’anticorps chez les vertébres
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c/ Les genes des Ig et les mécanismes impliqués dans la diversité

des répertoires des récepteurs a 1’antigene chez les vertébrés

VHI VHIL VHN Ds JHi-4 SW Cu T™MS O T Y26 Y2a €
v B o Y AD-IT—€ bbbt |
{Mus, Homo)) Vi Vin " Ce
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— Diversité combinatoire importante




Poissons cartilagineux

Organisation en cassettes

CHONDRICHTHYES
(Heterodontus,
Ginglymostoma,

Raja)

IgNAR
IgW
Ly
La(d)

L3(x)

VN
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—» Restriction de la diversité combinatoire




Les genes d’Ig chez les poissons cartilagineux

H lgW/igW
H IgM
H IgNAR
L Type | (NS5)
or
Type Il (NS4)

L Type Il (NS3)




Les genes d’Ig chez les T€l€ostéens (poissons 0sseux)

VHI 1I-N VHII 1-N VHN 6 DS1-N JH> 4
TELEOSTEI H - —JHE AR AR AR A s ]
(Ictalarus, Gadus, . VN
Oncorhynchus) MR Vi
b =R /A SN, W/RE H i, B
v JL C V2 VN
L Bt —B—+{— N>10

—» Diversité combinatoire équivalente a celle des mammiferes




Les genes d’Ig chez les T€l€ostéens (poissons 0sseux)
IgZ /IgT

Zebraﬁsh igh
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Les genes d’Ig chez les Amphibiens (Xénope)

Apparition de la commutation interclasses

VHI 1-32 VHIL VHNN 11 DS 15 JHS8-9
el A A A H—H
VN JK W
Ly (p=x) —g e/ ?

Ly (o)iL3 (M) ?




Les geénes d’Ig chez les oiseaux (Poulet)

pseudo VHs Cu Cu Ca.
R Y Y
IgH ~100 ~16 U
ViDJ1 Cu Cu Ca

RRER—I— R B ¢
— A

IgL ~00000000-000 ro o000 0—8——+

'
)

—» Diversité par conversion génique



d/ Caractéristiques de la réponse immunitaire chez les vertébrés
a sang froid (poissons, amphibiens et reptiles)
- Réponse lente: Premiers anticorps spécifiques détectés 1 mois
apres I’immunisation
- Anticorps de faible affinité
- Réponse qui dépend de la température

- Pas de réponse anticorps secondaire type mammifere

- Pas de maturation de la « réponse secondaire »

Mammiféres : réponses I et I

Poissons : réponse primaire

ler 2éme 3éme ler 2¢me 3éme



4/ Emergence de I'timmunité adaptative



a/ Apparition des genes RAG chez les vert€brés
(hypothese du transposon)

RAG1 _ RAG2

RAG1 RAG2

b 8
Transposon

RAG1 RAG2

RAG RSS
expression ' binding

lExc:s:on of element

t) SEC
Transposition '/

—— [ Receptor gene exon
- ’ a Ancestral split antigen
receptor gene o
lIVIl IIJII \' . J

V O B C Vibid L vDJ C V DJ C
—-E--N -39 - - - — - -0 — - — -39 S

‘mammalian® “chuster”



An ancient evolutionary origin of the Rag1/2

gene locus

Sebastian D. Fugmann*, Cynthia Messier?, Laura A. Novack*, R. Andrew Cameron*, and Jonathan P. Rast'S

*Laboratory of Cellular and Molecular Biology, National Institute on Aging, Baltimore, MD 21224; *Sunnybrook and Women's Research Institute and
Department of Medical Biophysics, University of Toronto, 2075 Bayview Avenue, Room S-126B, Toronto, ON, Canada M4N 3MS5; and *Division of Biology,

156-29 California Institute of Technology, Pasadena, CA 91125

Common Deuterostome Ancestor:
Prototypic Rag1/2-like cluster
Primitive Rag1/2 function

T

Sea Urchin
Aspects of primitive
Rag1/2 function?

R e

[

Disruption of a primordial
V-type Ig domain gene by an
RSS-flanked DNA element

CrD>—3
Jawed Vertebrates

Rag1/2 function in
V(D)J Recombination



b/ A la recherche du géne ancestral

Les domaines d’Ig

Dimer interface; C,C',C", F, G Dimer interface; A, B, D, E

Different types of immunoglobulin superfamily domains. The sheets are composed of ABDE and
C(C'C")FG in all domains. The CDR of V domains are shown in black. Note that dimers of V and C
domains interact through different sheets. Modified from Du Pasquier (7), with permission.
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A la recherche du geéne ancestral
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Molécules de la superfamille des Ig de type VI-C1
chez les mammiferes

Tapasin MHC 5.5 S-SAS-S [ T™ ]

m C1/2
— N\ -Z_L.'l_tIMJﬂﬁmLMHMH
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(V) () (e2)
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S-S S-S
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Molécules de la super famille des Ig chez protochord€s et la drosophile

Nectin-like S-S Is.es' S-S
| @
S-S

CTX/JAM-like 0
CD166-like L) Q Q Q Q [T™M ] Cyto |
(CD6)
m -
CRTAM-like (Beat) s-s 'M |- Cyto
—o0

o— —o0
\")
CDA47-like S-S
(SIRP)



c/ Duplication du génome au cours de 1’évolution
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Exemple des genes du CMH

TAPBP-like

RXR
PSMB
TAP-like
RFX
CTS

/ Two rounds of WGD
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5/ Diversité de molécules impliquées dans la
reconnaissance des agents pathogenes chez

les invertébrés et les vertébrés agnathes



Biomphalaria glabrata

Les molécules FREP des mollusques
( Fibrinogen-Related hemolymph proteins)

* | IgSF -Sécrétées dans I’hemolymphe par les hemocytes
-Expression augmente lors d’infections parasitaires
il -Permet la précipitation du parasite ou de ses €léments
(activité lectin-like)
-Plusieurs familles de genes (2 a5 genes)
FBG -Diversité du domaine V et du domaine fibrinogéne

obtenues par des mécanismes d’hypermutations somatiques

et conversions géniques



Les molécules Dscams(Down’s syndrome cell adhesion molecule)
de la drosophile

ig ' . -Codés par un seul gene contenant de nombreux exons
' : \1l
: };‘.:1' . . .. , R .
. /4 -Diversité obtenu par RNA splicing d’un mé€me transcrit

. (plus de 100 1soformes).
E’J
% -Chaque hemocyte produit de 14 a 50 isoformes

' '
' ’
L
L

L)

r

Frlll , : .
-Molécules membranaires et sécrétées

{

-Se lient aux bactéries permettant ainsi leur phagocytose
Transmembrane region ==

Cytoplasmic tail (si présence des trois domaines Ig)



Molécules VCBP (Variable région containing Chitin Binding
Protein) chez les protochordés (Amphioxus et Ciona)

- 5 Familles de genes polymorphes

- Fort polymorphisme au niveau des régions
N-terminales des domaines V

- Expression au niveau de 1’intestin

(lieu d’entrée des agents pathogenes)




Les récepteurs VLR (variable lymphocyte receptor)
des verté€brés agnathes (lamproies et myxines)

LRRNT LRR1 LRRV1 LRRV2 LRRV3 LRRVe CP LRRCT
31 18 24 24 23 24 13 60

aa aa aa aa aa aa aa aa

— s
ectodomain structure



highly...
variable



Diversité des VLR obtenu par recombinaison somatique
(RAG indépendant)
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—»  Répertoire potentiel > 10'* récepteurs VLR différents



Agnathan VLR gene Gnathostome antibody genes

Lymphocyte Light chamn

germ line genes 1 7
RAG-mediated l

SLRRESLRARI LAR
§ NT cT cr Stalk
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yrorecye  —Q -QRE-

recombinatorial

genes % J

) Cell-bound anticipatory receptors
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Nombreuses similitudes avec les récepteurs spécifiques
des vertébrés a machoires (Ig et TcR)

- Diversité générée par recombinaison somatique
- Expression clonale par les lymphocytes-like
- Expression monoallélique

- Sécrétée apres stimulation (bacillus antracis)



Hypothese sur 1’apparition des deux types de récepteurs a 1’antigene

Jawed vertebrates Jawless vertebrates

B cells T cells

I eoam 1

BCR/TCR ancestor

VLR ancestor

/4

B-like lymphoid cells T-like lymphoid cells

B-like lymphoid cells T-like lymphoid cells )

A y N

\ [-Differential recruitment of receptors ] /

D

Ig V-like domain closely related
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Quelques conclusions

Existence de trois types de S.I:
-Innée (invertébrés et vertébrés): récepteurs invariants et absence de mémoire
-Innée induite (invertébrés et agnathes) : Molécules et récepteurs diversifiés
par des mécanismes somatiques RAG-indépendants.
Molécules effectrices induites lors d’infections: VBCP, FREP,Dscam,VLR.
Mémoire?
-Adaptative (Gnathostomes): récepteurs spécifiques diversifi€s par

réarrangements RAG-dépendants, mémoire



Quelques questions en suspens

- Les VLR existent-ils chez les vertébrés gnathostomes?
- S1 non, pourquoi ont -ils ét€ remplacés par les Ig et TcR?
- Comment se fait la sélection des répertoires des VLR, FREP..?

(maladies autoimmunes?)

- Evolution du CMH?
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