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Mycobactéries de | 'environnement Mycobactéries pathogénes

(M.avium, M.kansasii...) (M.tuberculosis, M.leprae, M.ulcerans)
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Les mycobactérioses humaines

> PHYSIOPATHOLOGIE :

— Maladies chroniques
— Composante tissulaire granulomateuse

— Avec un spectre clinico-immunologique

+ VARIABILITE INDIVIDUELLE D’EXPRESSION
CLINIQUE

« Facteurs de causalité discutés

1. MYCOBACTERIES :
CLASSIFICATION PHYSIOPATHOLOGIQUE

~ 70 ESPECES DE MYCOBACTERIES

3 SEULEMENT SONT PATHOGENES / HOMME

— Mycobacterium tuberculosis : latuberculose

— Mycobacterium leprae : lalépre

— Mycobacterium ulcerans : | 'ulcére de Buruli

AUTRES => SAPROPHYTES

OCCASIONNELLEMENT OPPORTUNISTES

« =>sjimmunodépression locale ou systémique

L ’histoire naturelle des infections par mycobactéries est différente
s'il s’agit de mycobactéries pathogenes ou opportunistes

Histoire naturelle de la Tuberculose
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Spectre clinico-immunologique La tuberculose
dans laléepre SPECTRE CLINIQUE ET IMMUNOLOGIQUE ?

Mycobacterium tuberculosis
Variables - J
AFB E
Mitsuda INFECTION INFRA CLINIQUE

Anticorps

[ MALADIE LOCALISEE |
ThUTH2 - 2 = [ GUERISON] [ MALADIE DISSEMINEE ]

Guérison .
— TRANSMISSION
Zone de variabilité

INFECTION - <— Microorganismes
pathogenes

IMMUNITE= INNEE+ADAPTATIVE

Les mécanismes de la résistance immune

GUERISON 4———— IMMUNOPATHOLOGIE
PROTECTION SPECIFIQUE (Symptomatique)

| Ce!lulalre | Humora\e

« REPONSES IMMUNITAIRES (bactéries a multiplication
intracellulaire )
— innée ( non spécifique )
— acquise ( spécifique )

IMMUNITE INNEE | mmunitéinnée /adaptative

* IMMUNOPHYSIOPATHOLOGIE DES INFECTIONS

Ry - Ladistinction essentielle entre I'immunité innée (I1)

et I'immunité adaptative (I A ou spécifique) est
l objectivée par les mécanismes et |es récepteurs utilisés
pour la reconnaissance du danger potentiel.

Orientation - Le nombre de génes codant pour les récepteurs

impliqués dans I’1l sont trés< aceux del’lA et sont
trés peu polymorphes.

Elimination Réponses - Les structures reconnues sont en nombre limité.
adaptatives




Immunitéinnée mmunitéinnée

Récepteurs Structures
(Pattern-recognition (Pathogenassociated

receptors) molecular patterns) e Trois classes de récepteurs

1 | : |

o . . o — Sécrétés (MBL, LBP, BPI,..)
Leucine -rich repeat domain PS, Peptidoglycane, Lipoteichoic acid

Calcium-dependant lectin domain Mannans, Lipoproteins, DNA — Cellulaires: membranaires (CD14 DC
Scavenger -r eceptor protein domain !
SIGN,...)

— Signaux (Toll-like receptors, MR, ...)

| mmunitéinnée humorale L., )
Immunitéinnéecellulairel

COLLECTINES
MBL
Mannan Binding Lectin
(calcium-dépendant)
MASP1,MASP2
(C1r,C1s)

Récepteurs cellulaires
(C4,C2) CD14, DC SIGN
et autres...
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Induction de la réponse adaptative  ,




Les récepteurs cellulaires

* Quid de ceux des cellules dendritiques ?
» Etudes comparatives
— cellules monocytaires d’'un méme individu
— différenciées suivant 2 protocoles
* M-CSF => monocytes / macrophages
* GM-CSF+IL-4 (ou IL-13)=> cellules dendritiques
immatures
— Récepteurs et Comportementales
* Localisations intracellulaires et vacuoles
* Croissance des mycobactéries
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*  Specificto DCs
— iDCs > mDCs>> Mo
— CD68'MHC-I'CD14 ™ in
LNs
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ICAM -2 and ICAM-3
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Cellulesrecombinantes HeL a : ligand spécifique

M. tuberculosis
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Comportement intracellulaire de M. tuberculosis dans les cellules Mf et C
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Les différentes voies d 'activation

* Monocytes- macrophages
 Cellules dendritiques
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Persistance ou
|atence

Différents
Compartiments

nutrients

L’ IMMUNITE ADAPTATIVE A MEDIATION
CELLULAIRE

Approches méthodologiques classiques
(années 1970-1990)

1. Immunodéficience provoquée : Conséquences sur I'infection
\ CFU/organes

-_chimiques : cyclophosphamide... corticostéroides...

-_biologiques :

-Anticor ps polyclonaux, monoclonaux
anti lyt2, anti Iyt 1, anti CD4, anti CD8
nti cytokines: INF g TN Fa)
-Adénovirus recombinant ( TNFa récepteur)

2. Transfert adoptif de cellules sélectionnées provenant d'animaux immuns
- Origine polyclonale
- Origine clonale (+/- cytokines)

L'IMMUNITE CELLULAIRE ET L'IMMUNOPATHOLOGIE
POST-INFECTIEUSE

plus récentes concernant les
(A partir desannées 19
1. Les modéles animaux transgéniques

2. La polarisation des lymphocytes CD4 et CD8

3. La présentation antigénique non restreinte au CMH

L'IMMUNITE ADAPTATIVE / MYCOBACTERIES

IMMUNODEFICIENCE: SOURCE DE CONNAISSANCE

» Deux modalités d ’ approche pour analyse

< Chimiothérapie expérimentale et anticor ps monoclonaux
* Souristransgéniques avec un géneinactivé

L’ IMMUNITE ADAPTATIVE A MEDIATION
CELLULAIRE

Conclusions

1. Role majeur deslymphocytes T CD4
- reconnaissance (MHC classe I )
- production cytokine ( IFN-g )

2. Recrutement et activation des monocytes sanquins

-rolemajeur del'INFg
- dérivés toxiques microbicides (O,, NO)

3. Formation d'un granulome avec prévention de |a dissémination

-rolemajeur par leTNF a
- cicatricesimmunopathologiques (granulomes)

1.Lesmodélesde souris trangéniques
Recombinaison homol oguesssss=| nactivation d’un gene codant

- Cytokine, ou leur récepteur

Récepteur sdes Sous populations lymphocytair es

-M olécules effectrices cytotoxiques et antibactériennes



A. Genes codant les cytokines ou leursrécepteurs

Influence Majeure

INF-g TNF4a, IL-12

Faible ou sans influence

IL-4,1L-6

Lq
N
Macrophage
TNF a
- Cellule dendritique

CHOLECALCIFER{L |R¢ ¢

ble 2 : Consequenceson aerosol or 1.V. infection with M. tuberculosis in “knock-out”
micefor lymphocytes
Gene Bacteria Survival DTH IFN g Granuloma formation
inactivatin growth (weeky (PPD)  production

Necrosis(IH)
Cellular lysis

TCRab ++(2log) - very low levels
(spleen)
(D+30)

TCR gd normal normal normal Necrosis no MN
(early death) Abscess
(heavy inoculum)

low levels granuloma

necrosis

b2m (CD8)+ (0.8 log) 4 normal
(spleen)
(D+30)

wuloma, lympho
roph

ICAM -1 normal normal = normal

B cells normal normal no differ

MM O P00 X E
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Table1: Consequences on aerosol infection with M. tuberculosisin “knock-out” mice
for cytokines

Survival DTH IFN-g Granuloma formation  References

production

Gene Bacteria
inactivationgrowth (weeks (PPD)

absence accumulation of cells Cooper et al
no granuloma (1993)

IFN-g  ++(2.5 log) 4 normal

(lungs)
(D+28)
Necrosis Flynn et al
1993)
No Epithelial cells (1999

TNFa R+ (1log)
(spleen)
(D+14)
Flynn et al
normal + (1995)
(>50)
+(1log) Normal
(lungs) (>50)
(D+30)

normal

delayed
Cooper et al

(1997)
Ladel et al

" 1997)
+++ verylow accumulation of MN (99

(3.5l0g) levels no lymphocytes

(lungs) Cooper et
(D+30) (1997)

2. Genes concer nant les sous populations
lymphocytaires

Les populations de cellules T impliquées
Influence Majeure
CD4 et CD8
TCRab

Absence ou roéle mineur
LymphocytesB
CD8gdTCR

TUBERCULOSSIN GENEDISRUPTED MICE

Lymphocyte

Monocyte

Alveolar space

Alveolar Macrophage ¥3 T cell




Table 3: Consequencesof aerosol infection with M. tuberculosisin “knockout

3. Génes concer nant les molécules effectrices fofeticaognoleciics

Gene Bacteria Survival DTH IFNg Granuloma References
inactivation growth (weeks) (PPD) production formation

Role majeur joué par
normal normal normal normal Cooper et al

Perforine normal
(1997)

Granzyme B

NO synthase

1.NO ot
EYQIGESS (25a35lo0g)
(lungs spleen)

normal normal Mac Micking
]
(1997)

Aucun role
Perforine et Granzyme B
(alaphase initide de I'infection)

Les facteurs des susceptibilité: régulation génétique

Les associations non validées: liaisons a certains genes

o Les résultats obtenus
A =[PeesiilEs:
induitepar IFNg. . . -
aecSTATL NRAMP1 (> populations canadiennes, africaines)
non foncionnel)

Récepteur Vit D3 (indiens végétariens Londres)

MBL et Surfactant A
Toll-Like Récepteur 2

Perforine + \ .
= —douteuses :

granulysine™s,
" Relargage des q a
mycobactéries HLA DR2 (TB graves, traitement peu efficace)

milieu extra-
cdlulaire TNFalpha (promoteur)

Les associations validées : LESINFECTIONSA MYCOBACTERIES CHEZ L'HOTE
NON IMMUNODEFICIENT

anomalies génétiques démontrées

Défauts génétiques chez I'homme

o AxeINF-?/IL-12  =>activation des macrophages et immunité TH1

—PHENOTYPES OBSERVES
Maladie disséminée mortelle malgré les AB e Eudescliniques:
« Mycobactéries non virulentes ( BCG, M.avium) « BCGOSS (Casanova etal, Lancet 1995)
« Granulomes tissulaires variables a 9 o . s
* Disseminated familial atypical mycobacteriosis Levin etal.
— GENOTYPES RETROUVES L ancet 1995)
«Anomalies des génes codant pour les récepteurs * Aucun déficit immunitaire associé
=IL=2 (R (60) « Etiologiesgénétiques
—INF? (Rl, RZ) défici No organized granuloma,no antibiotic efficacy
: / * INF-gR1 déficience disseminateddisease before 3 yearsof age
. Anomalies des génes codant. IL-12, STAT1 « INF-g R2 déficience
e IL-12 Rb 1/IL-12 déficience

Well organized granuloma, better prognosis




2. POLARISATION ET DICHOTOMIE FACTEURS RESPONSABLESDE
FONCTIONNELLE DESLYMPHOCYTES T LA VARIABILITE

1. Lestravaux de Mossmannet Coll. (J. Immunol. 1986, 136 ; 2348-2357) BACTERIE ENVIRONNEMENT]
clones CD4* : S Th1(IFNg, IL-2, TNF a)
Th2(IL-4,1L-5) INFECTION (LI ?)

2. Lesréponses lymphocytaires et les conséquences physiopathologiq ues e e e
(exemple: lalépre)

3. Les mécanismes cellulaires et moléculaires de |la polarisation “

* LlL12etl'lL-4 LLP LLS BL BB BT TT

+ lesmolécules de co-stimulation
F.insables
(études immunogénétiques) @

PCR analysisof mRNAS and cytokine production PCR analysis of IL-12 mRNAs in |eprosy lesions
from leprosy lesions

CYTOKINE Tuberculoid  Lepromatous Tuberculoid Lepromatous

L2 IL-12p40 I
No CMI
weps L0

riL 12 CcD4/ Th, CD4Th,=0
CD8 Th,=0

RR : Réaction Réverse d'aprés Modlinet al (1994) d'aprés Modlinet al (1994) &
apres Modlinet al 4

= .
RR
Ab producti
|ng;\NituCChlon IL 12 production p 70 ++ 0
CD8CD 28

. , CONCLUSIONS: FACTEURS DE VARIABILITE
Expression des molécules CD1 (a,b,c) dans

les |ésions granulomateuses .
1. Rdledeslymphocytes CD4* IFNg* > TT

Pour centage cellules positives* . Role des lymphocytes CD8* [L4* > L L
CDl-a CDl-b CDlc . Role desmoléculesHLA classe2 > TT =LL

Tuberculoid L 1,35 0.85 0.65 . Rdle des cellules dendritiques CD1*> TT
* pasdedéfaut intrinseque (TT=LL)
LepromatousL 015+ 007+ 003+ * production locale avec M.leprae vivant
- augmentation 1L -10 (LL)
+p <0.002 - réduction GM CSF (LL)

- réduction IL-12 (LL)
. - récepteur [L-12Rb2(LL) ﬂ
* D Siel t al 1999
CD 83" APC aprés Sieling et al CDLb




FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX INFLUENGANT LA POLARISATION
Th1-Th2
(réledel’'IL-12 et del'IL-4)
Maturation induite par GM CSF + TNF a

Produits bactériens CD,;* D.C.

(LPS, SAC, LAM)

Th naive
Th, CD,T \ymphocyxa_'_ I_ Th2+ CD4+ T lympho&fies

Présentation des antigénes CD1 dépendante

CD, = Famillede glycoprotéines de surface (a - b, micro-globuline)

4 chainesa (a,b,c,d) =>5 genesnon polymorphes, trés étroitement
1 chaineb 2 liés chromosome 1.

1. Aprétement Ag => voie des endosomes (pH acide)
(+ macro pinocytose =>exosomey
2. Présentation Ag /chaines a 1-a 2=> domaines hydrophobiques lipophiles

3. Expression majoritaire sur cellules dendritiques(c. Langer hans)
monocytes activés, Thymocytes, cellules B.

=> Régulation positive (GMCSF- 1L 4) CD1b
=> Régulation négative (mycobactéries pathogenes vivantes)

MECANISMES DE RECONNAISSANCE ANTIGENIQUE
Fonction des Antigenes

Ve
N

peptidique non peptidiques

CD8"

peptide peptide isopentanyl
9AA 1030 AA [ | pyrophosphat
e

cytokine cytokine
(12) 12) cytokine (1,2)
lyse lyse lyse

ab
[

CD1 b

DN/ CD4'et
CDs8*

ac.
mycoliques
LAM

cytokine (1)

lyse

™~

AN

aR Liaison chaine Vb
| Vb restriction

CD1d

dase I

) CD4
CD4 NK1.1 (activation

(Souris) polyclonale)

Listeria

entérotoxines
(IL4 +++)

staphylocoques
nucleocapside
V. Rage.
cytokine(2) cytokine ée
(IL-2 TNFa, IFN g)

IMMUNITE ADAPTATIVE

Monocytes
recrutement

APPRETEMENT ET PRESENTATION DESANTIGENES
PARLA VOIE CD1

A
[ LAM

A Carvohydrate
7 Lipid
Mannose
raceptor
ﬁﬁﬂf pH<5 m

Late
endosome

endosome: MIC
: 1996 Curro mmunology

CONCLUSIONS
L es travaux récents montrent :

1. lerdlemajeur jouépar I'immunitéinnée:

- pour I'induction des phénomenes adaptatifs ( développement et orientation
des réponses spécifiques via les récepteurs reconnaissant des structures
bactériennes activatrices (MBL, TLRS)

- dansla connaissance des facteurs de pathogénicité des micro-or ganismes
(modulation de I'expression de ces récepteurs ou des signaux).

2. Lacomplexité des mécanismes cellulaires et moléculairesde I'immunité
anti-mycobactérienne

- qui est variable en fonction du pathogene, de I’ hote et de son environnement
- qui est dépendante de nombreux systémes intégrés de régulation génétique

L a nécessité d’appr ofondissement de |a connaissance des mécanismes de
larégulation des genes de la résistance anti-bactérienne chez I'homme.
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