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DIFFERENTS TYPES DE REPONSES IMMUNITAIRES

Naturelle = innée Adaptative
Non spécifique Spécifique

o 20 ¥

Immeédiate

Barriére cutanéo-muqueuse Quelques jours
Substances bactéricides Possede une mémoire

pH +efficace lors du 2éme contact
Equilibre de la flore (base des vaccinations)
Interférons

Syst. Complément Lymphos T
Phagocytes (PN, Monoc...) Lymphos B

Cellules NK Anticorps

Cellules dendritiques
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Quelques cellules de I’ Immunité Innée

Polynucléaires neutrophiles:
'33 Cellules a granulations neutro, Noyau polylobé,
v R . . . .
%?é les 1¢r®s @ migrer du sang vers le foyer inflammatoire,
® 98 Action rapide, phagocytaire, tueuse (bactéries a x extracellulaire,
champignons), produisent des médiateurs de I’ inflammation, 2 vie courte.

Mais aussi poly éosino: anti parasite, poly baso: allergie

Monocytes:
Cellules mononucléées, Noyau en U, 2¢me |igne de défense,

tuent bactéries a x intracellulaire, produisent de nombreuses cytokines
et médiateurs de I’ inflammation, C. Présentatrices d’ Ag, se transforment
en macrophages résidents dans les tissus qui possédent des caractéres
dépendants du microenvironnement.

’ Cellules Natural Killer: Non phagocytaires, Tuent des cellules infectées
' et malignes (“soi altéré”). Cellules de veille anti-tumorale.

’ Secrétent IFN-g, TNF-a.




PN/107/Kg/h

PRODUCTION

DES PN OU GRANULOPOIESE

Moelle osseuse

v

12% 22% 20%
— ! - L
an L |
! [}
! iz
| ] o
J i H Pool
* | [ 2 ° °
. i ~ | Tissulaire
' [}
: i
i S
|
, , ; Polynucléaire A Jours ?
Myélocyte Metamyelocyte: neutrophile N
PrO myélo Cyte Myéloeyte Métamyélocyte i G
IMyéloblaste Myélocyte fétamyelocyte i
l ' | l ',
0 10 N
10 Heures

Jours




LE POLYNUCLEAIRE NEUTROPHILE
(PN ou PMN)

- 60-70% des globules blancs (ou leucocytes)
- 3000-7000 PN/pul de sang

- Cellule a demi-vie courte (<10 heures dans le sang et <5 jours
dans les tissus)

- Au microscope optique: noyau polylobé, cytoplasme granuleux:

o



LE POLYNUCLEAIRE NEUTROPHILE (PN):

Au microscope électronique:

STpg

pg:granules primaires ou azurophiles
sg:granules secondaires ou spécifiques
N:noyau; ce: centriole,
m:mitochondrie



Table 1. Content of Human Neutrophil Granules and Secretory Vesicles

Azurophil Granules

Specific Granules

Gelatinase Granules

Secretory Vesicles

Membrane

C06359,289
cD682%%°
V-type H*-ATPase???

Matrix

Acid B-glycerophosphatase’
Acid mucopolysaccharide?9?
a,-Antitrypsin?®3
«@-Mannosidase™’
Azurocidin/CAP37/heparin
binding protein?24-29¢
Bactericidal permeability
increasing protein?®’
B-Glycerophosphatase”
B-Glucuronidase’?%®
Cathepsins'’
Defensins*32%
Elastase3°°
Lysozyme
Myeloperoxidase3°!
N-Acetyl-G-glucosaminidase

7.8298

7

Proteinase-33°2
Sialidase®°®
Ubiquitin-protein>*

Membrane

CD11b%4104

CD15 antigens3°®

CcD663%¢

CcDe673%¢

Cytochrome bggs

fMLP-R 131,307,308

Fibronectin-R3°°

G-protein,.-subunit

Laminin-R3°°

NB 1 antigen®'?

19-kD protein3'®

155-kD protein3'*

Rap1, Rap2315,316

SCAMP'?

Thrombospondin-R3"7

TNF-R3®

Urokinase-type plasminogen
activator-R3"?

VAMP-217°

Vitronectin-R3°°

17,62,106

310,311

Matrix

G2-Microglobulin®2°

Collagenase3??
Gelatinase?1322
hCAP-18""7
Histaminase®23
Heparanase324
Lactoferrin3??
Lysozyme’ 298
NGAL'™?®
Urokinase-type plasminogen
activator31932%
Sialidase®?
SGP284°
Vitamin Bi2-binding
protein3?¢

Membrane

CcD11 b64,109,327-33)

Cytochrome bggg?®

Diacylglycerol-deacylating
enzyme33

fMLP_R109,131

SCAMP'®

Urokinase-type
plasminogen activator-R3'?

VAMP-2170

V-type H*-ATPase??’

Matrix
Acetyltransferase
B.-Microglobulin?®
Gelatinase?%21.107
Lysozyme?®

332

Membrane

Alkaline phosphatase?326.6¢

CR1°%®

Cytochrome bgge®23=

CD11b%2-84

CD1433¢

CcD1 663,334 *

fMLP-R™?

SCAMP'?

Urokinase-type plasminogen
activator-R3"?

V-type H*-ATPase??!

VAMP-2'7°

CD10, CD13, CD4533 =

C1g-receptor’3® =

DAFSO *

Matrix

Plasma proteins?*?® (including
tetranectin)

* This localization is based on kinetics of upregulation in response to stimulation with inflammatory mediators, but has not yet been demon-
strated by subcellular localization by immunocytochemistry.



CONTENU DES GRANULATIONS DU PN

Azurophiles Spécifiques/ Secrétoires
Gelatinases

- Cyt-b 558/Rap1a
Mb  H'-ATPase Récepteurs: Récepteurs:
] fMLP-R CR1
" Myéloperoxydase CR3 (CD11b/CD18) | CR3 (CD11b/CD18)
Lysozyme TNE-R
a BPI . Fibronectine-R
t Défensines a
r Azurocidine Cytokines Gélatinase
i Elastase Lactoferrine PR3
C  Cathepsine G DY EOZYIG Azurocidine
e PR3 Collagenases Phosphatase
Hydrolases acides  Gélatinase alcaline

hCAP18



LES FONCTIONS DES NEUTROPHILES
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ll- Les differentes fonctions des neutrophiles:

1- Adhérence

2-Chimiotactisme ou migration tissulaire

3-Phagocytose

4-Production des Formes réactives de I’'Oxygene (FRO/ROS)
5-Dégranulation ou libération des enzymes et des peptides
6-Libération des NETs (Neutrophil Extracellular Traps)
7-Synthese et libération de cytokines

8- Apoptose, Nécrose, Netose.



Les PN sont les premieres cellules a migrer de la
circulation au niveau du site inflammatoire

o *
2 i Gri” monocyes Leukocyte recruitment pattern
2
0
-
:

Phagocytosis ) Phagocytosis .
;; ROS Mm (microbes, apoptotic cells, Subset function
] Chemokine and modified lipids)
= cytokine synthesis ROS, RNS release

Endothelial permeability Chemokine and

cytokine synthesis
..m;':.'.'.".,.. P nthesls 'find me’ singabs Mechanisms of PMN-mediated

adomration | esunaling  of apoptotic PMN monocyte recruitment

1h 12h 24h ... days.... time

Soehnlein, Blood2009




Le polynucléaire neutrophile: De I'état « repos » a I’activation

0)-Repos

1)-Adhérence PN-
C.Endothéliale

endothélium

Gradient de substances 2)-Migration
chimioattractantes

A

FMLP: Formyl-Met-Leu-Phe inflam m T_
PAF: Platelets Activating Factor el at |
LTB4: leukotriéne B4 oY 0/, SElE

C5a: Facteur 5 du complément & ®

IL-8: Interleukine 8 Agent pathogéne 3)'Phagocytose



MIGRATION TRANS-ENDOTHELIALE DES PN

¢ 7, 7+ L-sélectine soluble
Roulement

liaison de forte affinité

L-Sélectine: PN
ialyl-LeX
E et P- Sélectines: Endothélium
+ + Gradient de
IL-1, IL-17, TNF, LPS.... oy *} chimioattractants
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i
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Migration orientée du PN vers sa cible

GRADIENT DE CHIMIOATTRACTANTS

C5a, LTB4, PAF, fMLP, IL-8....

Matrice extra-cellulaire
Adhérence et Chimiotactisme



PRINCIPAUX FACTEURS CHIMIOATTRACTANTS

Peptides signaux des protéines bactériennes
N-formyl-peptides : fMLP
« C5a produit par activation du complément

 Méediateurs produits par les cellules du
foyer inflammatoire:

- PAF (PN, monocytes, C. endothéliales,)
- Leucotriene B4 (PN, monocytes, mastocytes)
- Chimiokines : IL-8, GRO, NAP-2..

(PN, mono/macro¢, CE, fibroblastes, lymphocyte

. amplification de la migration phagocytaire



LA PHAGOCYTOSE:
Différentes étapes de la phagocytose

Attachment
of neutrophil
to opsonized
bacterium

1-Reconnaissance et attachement

Discharge of
granule contents
into phagosome
("degranuiation”)

3-Fusion des lysosomes avec le
phagosome : formation du
phagolysosome

Engulfment of
bacterium (and
convergence of
granules toward

phagosome)

2-Englobement de la particule

Killing and
digestion of
bacterium inside
phagocytic
vacuole

4-Bactericidie et digestion du
microorganisme



Reconnaissance de I’ agent pathogéne
par les neutrophiles pivot de I' immunité innée

lI-1 Pattern Recognition Receptors = PRR: récepteurs de
reconnaissance de

- Motifs d’ agents pathogénes conservés au cours de | * évolution:
Pathogen-associated molecular patterns (PAMPs)

» Sighaux de dangers émis par cellules endogénes stressées ou
abimées (DAMPS)

Par ex:
TLR4 B. gram-, LPS, Mycobacterium tuberculosis, glycolipides

TLR2 B. gram+, mycobacteéries,
lipoarabinomannan, lipoteichoic acid, lipoproteéines,
glycolipides, HSP60, zymosan, c. nécrotiques



RECONNAISSANCE DES PAMPS ET DAMPS PAR LES
« TOLL-LIKE-RECEPTORS » ET « NOD-LIKE RECEPTORS »

Mycoplasmal

Peptidoglycan,  |ipoprotein  Enterobacterial

Lipoprotein, zymosan, LAM (bacteria) LPS (bacteria) Flagellin
unconventional (bacteria, fungi) 3 T (bacteria)  profilin
LPS (bacteria) TLR& ‘ (protozoa)
TLR4- TLRS- e
e v J—'--“:_.- m O _
TLRT - s
—SSRNA —
dsRNA ! (V”’US) - CpG DNA
(virus) (bac teria)
MDP WA g
=S ) TLR7 TLR8
TLRS

DAP

>
>

o

/] — Signalisation
. . Activation de kinases
Synthese de cytokines

Nature Reviews | Microbiology




ADHERENCE FACILITEE PAR LES OPSONINES

A- Les Immunoglobulines de classe G (IgG1 et IgG 3)

FcYRI
FcYRIIL, FYRIIL

B-Les protéines dérivés du C3 du Complément

C3b CRl
B C3bi
I CR3)

CR3= CD11b/CD18



lll- ADHERENCE ET ENGLOBEMENT
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Adhérence > Signalisation - Englobement
L, - Fin de la dégranulation
- Activation des fonctions effectrices



PHAGOCYTOSE ET BACTERICIDIE

Bactéries
Second
ecggsary kekskskskskk LPS
Hoal T 3k ok ok
Pitinicroblal o) % ok ok ok ok
A proteins
Azurophilic go 30 tene 2 o 0 H,0, %k kkk
granules y % s sk
k%
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ACTIVITE TUEUSE (OU BACTERICIDIE):

[)-Reconnaissance et Englobement de la cible: TLR, IgG, C3b et C3bi

Il)-Activité Bactéricide (Avant 2004):
1-dépendante de I’ Oxygéne: (FRO/ROS)

2-Indépendante de I’ Oxygéne: pH acide, Lyzosyme, Protéases, Peptides
toxiques...

fensins

Myeloperoxidase

AZUROPHILIC |
GRANULES / @)

Azurocidin (CAP-37 .

in X A £ B |

Bactericidal P(e' meabl’&t{ Ay / ? \ e
Increass.\? Protein (BPI / ! £

Lactoferrin b - Fog-R
Cathelicidin ®, &

Col : G

: SPECIFIC | D 1o

Gelatinase | aranutes | @ @ @& D noc \\ [ Coe
— L \ C*TMVELopenox;oAse :

: |® @ e

Gelatinase | granuLes \ @ g 0> H02 —» O+ |

\ . 0D CATALASE w2 O /
secretory \ @ @ — J
VESICLES ~—~— @

CR1 NADPH

Albumin OXIDASE Oz




DESTRUCTION DE L' AGENT PATHOGENE

1- Phénomenes indépendants de 'oxygene
A- Dégranulation dans le phagosome

Peptides cationiques a activité bactericide:

- BPI : (bactericidal/ permeability increasing protein)
-Défensines o (HNP 1-4)
-Azurocidine
-Cathelicidine (LL37)
Enzymes glycolytiques et protéolytiques
- Lysosyme
- Sérine protéases (élastase, PR3, cathepsine G..)

B- Déegranulation a la membrane
/ expression des récepteurs (fMLP, CD11b/CD18)



Principales protéines microbicides des granules

Components of the primary granules are released into the infection site by degranulation.

® |Lysozyme (primary and secondary granules):
Hydrolyze peptidoglycan of bacteria cell wall.

® Phospholipase A2 (primary granule):
Hybrolyze phospholipids in bacteria membrane.

® BPI (bactericidal permeability-increasing protein, primary granule):
Disrupt bacterial membrane.

® Defensins (primary granule):
Disrupt bacterial membrane.

® Serprocidins (primary granule, a family of serine proteaes):
Disrupt membrane and proteolysis.

® Lactoferrin (Secondary granule): Chelate iron

® cathelicidin (Secondary granule): antibiotic protein



PRODUCTION DES FORMES REACTIVES DE L’OXYGENE

(FRO OU ROS) PAR LES NEUTROPHILES



La phagocytose déclenche I’ activation de la NADPH-

oxydase
Engulfment
Attachment :)rr‘ra;\ag(:(y)nso:r?g‘e

- . ~TH Aprés assemblage, la NADPH-oxydase est
Fe accessible aux substrats des deux versants
00°0 de la membrane : au NADPH par son versant

cytosolique et a I’'oxygéne moléculaire par

@ son versant externe.

©James A. Sullivan www.cellsalive.com

Oxidative burst




LES FORMES REACTIVES DE L' OXYGENE (FRO)

Les radicaux libres: atomes ou molécules ayant un électron non apparié ou célibataire

NADPH (SOD ou) MPO
Oxydase Spontanée en+H*
02 > O.-Z > H202 o HOCI
NADPH NADP +H™ Fe2* / Cu?*
OH: 10,

O-, anion superoxyde; H,0, péroxyde d’ hydrogéne ou eau oxygénée; OH radical hydroxyl; HOCI
acide hypochloreux; 10, oxygéne singulet, SOD superoxyde dismutase, MPO myélopéroxydase



Une production excessive ou inappropriée de ROS peut
entrainer des dommages tissulaires

= %;

ADN
) O LIPIDES
Py no< J L PROTEINES

£ OISR}, HOCH, N MNg, Acide sufinique 'CHZ' + OH. 9 'CH' + HZO
@. OoH @ (irréversible)
o b e ROS R-SO,H

OH H _—
: : R-SH <L_—' R-SOH
Guanosine 8-hydroxy 2-deoxyguanosine } g §
Acld’e suf?nlque R-S-S-R
(réversible)
‘—«_—’ .
Mutation génétique * Priversible) Peroxydation
lipidique
‘ Oxydation des protéines ‘

Altération de I’expression génique  Altération des activités enzymatiques  Altération de la fonction
membranaire

~~ | e

INFLAMMATION NON CONTROLEE/TRANSFORMATION/APOPTOSE/ ...
(BACTERICIDIE/SIGNALISATION]



LA NADPH OXYDASE DES PHAGOCYTES / NOX2

2 02 2020- y . .
L explosion oxydative

)

p22phox ]

NOX2 phagocytaire:

EXPRESSION DE NOX2:

P. Eosinophiles > Neutrophiles > Monocytes > Macrophages > C.Dendritiques



NADPH OXIDASE ACTIVATION

Membrane k /
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Stimulus




GRANULOMATOSE SEPTIQUE CHRONIQUE

Déficit immunitaire d’origine génétique
des differents composants de la NADPH oxydase:
infections graves et/ou repeétées a bacteries et champignons

Composant Transmission Fréequence
affecte génétique

gp91phox X 65%
p22 phox AR <5%
p47 phox AR 25%

P67 phox AR 5%




SIGNES CLINIQUES DE LA CGD

Déficit immunitaire avec infections graves et/ou

réepétées a bactéries et champignons
(S Aureus, P. aeruginosa , Salmonelle Serratia, Nocardia, Aspergillus..)

. Abces cutanes, hepatiques, pulmonaires, osteomyelites
. Lymphadénopathie, hépatomegalie, splenomégalie
. Atteintes granulomateuses intestinales

AG : Déficit de production de I’ 02° + Western Blot. Diagnostic génétique

. Développement de lignées B-EBYV déficitaires dans
les composants de | oxydase

Service d’ immunologie biologique du CHU Bichat-Cl. Bernard
Centre de réféerence de Diagnostic des dysfonctionnements
phagocytaires



Formation de NETs par les PN: les PN actives se désintegrent et
émettent des filets extracellulaires qui piégent les bactéries et les
tuent: Moyen de défense post-mortem

Neutrophil extracellular traps (NETs) kill bacteria.
Brinkmann et al, Science 2004,303:1532.

Staph. Salm. Shig.




Les filets capturent les bactéries et maintiennent une concentration
élevée de protéines bacteéricides libérées des granulations.

Anti-Elastase Anti-ADN Anti-Histone-ADN

M. confocal




INDUCTION DES NETS PAR LE LPS
(marquage Elastase et ADN)

Kaplan et Radic, J.Immunol.2012



Scanning electron micrograph of Shigella flexneri trapped in a NET




Les monocytes/macroph (PN) régulent les reponses immunitaires
innées et adaptatives: Production de cytokines et chimiokines

Cytokines proinflammatoires
Remodelage tissulaire TNFo, IL-1a et B, 6-CSF, GM-CSF

VEGF, HGF, protéases...
TNF-related molecules

CD95L, TRAIL
Immunorégulation

IL-12, IFNy / \ Anti-inflammatoires

Blys/BAFF IL-1ra, TGFB, TNF-Rs

LTB4, PAF..

Chimiokines: PN, PE, PB
monocytes
C. dendritiques

LT, LB, NK
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