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Master 1l Immunologie Dr. D. MESSAOUDI
PREFACE

LE PRESENT MANUSCRIT CONSTITUE UNE IMPORTANTE REFERENCE POUR LES
ETUDIANTS INSCRITS EN MASTER Il IMMUNOLOGIE APPLIQUEE, IL PERMET
INCONTESTABLEMENT UNE COMPREHENSION PLUS POUSSEE ET UN APPRENTISSAGE
PLUS FACILE DES DIFFERENTES INTERACTIONS CELLULAIRES ET MOLECULAIRES ENTRE
LES AGENTS PATHOGENES ET LEURS CELLULES HOTES HUMAINES. CE DOCUMENT
EXPLIQUE LES GRANDS CONCEPTS DE L’IMMUNITE ANTI-INFECTIEUSE AINSI QUE LES
MECANISMES D'’ECHAPPEMENT DES BACTERIES, DES PARASITES ET DES VIRUS.
TOUTEFOIS, IL NE PEUT PAS REMPLACER LE COURS MEME ; SI SANS DOUTE LES
INFORMATIONS DE CE MANUSCRIT SONT TRES DETAILLEES PAR RAPPORT AU COURS
ENSEIGNE.
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Objectifs de I’enseignement

L'objectif de cet enseignement est de faire comprendre aux étudiants les interactions cellulaires lors des
défenses immunitaires contre les divers pathogenes (virus, bactérie, parasite, toxines etc. .). Les
mécanismes d'échappement viral aux réponses immunitaires ainsi que les principes de la vaccination
seront traité sur la base d'exemple.

Contenu de la matiere

Chapitre 1 Les grandes classes d’agents infectieux et les mécanismes effecteurs impliqués
Chapitre 2 Trafic intracellulaire des protéines et subversion par les pathogénes

Chapitre 3 Cytokines, communication et activation cellulaire et subversion par les pathogénes
Chapitre 4 Infections bactériennes/les mécanismes de pathogénicité

Chapitre 5 Mécanismes d'échappement des bactéries

Chapitre 6 Les toxines bactériennes

Chapitre 7 La réponse immunitaire au BCG

Chapitre 8 Evasion et subversion du systeme immunitaire par les parasites
1. Infections par les Plasmodium (paludisme): immun pathologie et échappement
2. Immunologie des infections par trypanosome - Immunologie des infections par Leishmania

Chapitre 9 Lutte antivirale

1. Mécanismes d'échappement viral aux réponses immunitaires
2. Infection par HPV

3. Infection par HTLV

Chapitre 10 Les vaccinations

Connaissances préalables recommandées : Immunologie, microbiologie, parasitologie.
Mode d’évaluation : Epreuve écrite, présentation d’exposés sur des thémes choisis.
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Cours 1 : Grandes classes d’agents infectieux

I. Introduction

Les maladies infectieuses sont déclenchées par des agents biologiques qui sont des micro-
organismes susceptibles de provoquer une infection, une allergie ou une intoxication.

Selon les arrétés de la loi de travail, les agents biologiques se subdivisent en plusieurs
groupes. Le groupe 1 comprend les agents biologiques non susceptibles de provoquer une maladie
chez I’homme. Le groupe 2 comprend les agents biologiques pouvant provoquer une maladie chez
I’homme et constituer un danger pour les travailleurs; leur propagation dans la collectivité est peu
probable; il existe généralement une prophylaxie ou un traitement efficace. Le groupe 3 comprend
les agents biologiques pouvant provoquer une maladie grave chez I’homme et constituer un danger
sérieux pour les travailleurs; leur propagation dans la collectivité est possible, mais il existe
généralement une prophylaxie ou un traitement efficace. Le groupe 4 comprend les agents
biologiques qui provoquent des maladies graves chez I’homme et constituent un danger sérieux
pour les travailleurs; le risque de propagation dans la collectivité est éleve; il n’existe généralement

ni prophylaxie ni traitement efficace (tableau 1).

Tableau 1 : Caractéristiques des groupes de risques infectieux

Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Groupe 4

Possibilitt de provoquer une Non Oui Grave Grave
maladie chez I’homme
Danger pour les travailleurs / Oui Sérieux sérieux
Propagation dans la collectivité / Peu probable Possible Elevée
Existence d’une prophylaxie ou / Oui Oui Non
d’un traitement efficace

Bactéries Pas de liste Listeria Mycobacterium

réglementaire monocytogenes tuberculosis

Exemples Virus Virus grippal ~ HIV Virus
Ebola
Parasites Toxoplasma Leishmania
gondii donovani
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I1. Agents infectieux et leurs relations avec 1’hote

Cing types d’agents infectieux sont distingués : les bactéries, les virus, les parasites, les
champignons et les prions. L’infection est une maladie occasionnée par une bactérie, un virus ou un
champignon. Alors que, I’infestation est une maladie occasionnée par un parasite.

Selon Sender et ses collaborateurs (2016), les bactéries résidentes sont équivalentes aux
cellules somatiques et germinales du corps humain et représentent, combinées, un métagénome dont
le nombre de génes est 100 fois supérieur a celui du génome humain. En effet, le génome bactérien
moyen comporte 1 000 & 4 000 génes codants. Etant donné la diversité du microbiote (200 a 250
especes par individu), le métagénome microbien totalise plus de 3 millions de genes non
redondants.

La relation hote pathogene est mieux connue avec les bactéries. Deux modes de vie sont
distingués : le saprophytisme et le parasitisme

11.1. Saprophytisme

Les bactéries saprophytes ne se développent pas dans I'organisme vivant et se nourrissent
des déchets générés au sein de celui-ci. En effet, les micro-organismes saprophytes vivent a I'état
libre dans la nature (eau et sols). Ils puisent leurs éléments nutritifs en dégradant les matiéres
organiques. Leur réle est tres important dans le cycle de la vie. lls permettent la dégradation des

déchets organiques et la fertilisation des sols par I'humus, le compost etc.

11.2. Parasitisme

Les bactéries parasites ne peuvent vivre qu'au contact d'un étre vivant dit "supérieur”. Elles
sont rencontrées soit a la surface de la peau, soit au niveau des muqueuses, exp : les mycoplasmes.
Les micro-organismes parasites pénetrent dans un héte pour s'y développer. Il existe alors trois cas

de figures suite au développement du micro-organisme.

11.2.1. Commensalisme

C’est un type d’association conduisant deux especes différentes d’organismes a vivre
ensemble, sans que ’une nuise a 1’autre et ou parfois [’une des espéces se procure de la nourriture,
une protection ou d’autres avantages. Une bactérie est commensale lorsqu’elle vit au contact du
revétement cutanéo-muqueux d’un hote sans entrainer de désordres. Les bactéries commensales

proviennent soit de I’environnement (bacteries saprophytes), soit d’autres hotes.

11.2.2. Symbiose
La relation de symbiose est une association durable entre deux étres vivants et dont chacun

tire bénéfice.
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11.2.3. Parasitisme vrai

Dans cette relation, la bactérie est nuisible a I’hote ; ce qui confére a la bactérie 1’adjectif de
pathogene. Les bactéries pathogénes sont des bactéries qui induisent la maladie. La bactérie parasite
peut devenir pathogene stricte, ex : Rickettsies et Chlamydias, soit pathogene opportuniste, ex :

Mycoplasmes. La bactérie parasite fait partie de la flore dite “résidente".
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Relations hotes - bactéries
Cours 2 : Immunité antibactérienne

I. Introduction

Les stratégies de défense développées par le systeme immunitaire pour combattre les agents
pathogenes sont variées et peuvent étre séparées en immunité innée et immunité acquise.
L’immunité innée consiste en une série de systémes de défense non spécifiques et représente la
premiére barriere de défense, toujours active et sans mémoire immunologique. Cependant,
I’immunité acquise est un systeme de défense spécifique capable de lutter contre des micro-
organismes avec lesquels il a déja été mis en contact. Ce systéme se caractérise par une réponse
durable et évolutive dans le temps et grace & sa mémoire immunologique permettant une protection
a long terme. Cette immunité n’est pas transmise a la descendance.

L’immunité anti-infectieuse a pour but d’empécher I’entrée des germes, de les éliminer le
plus rapidement possible et de contréler leur multiplication, et cela par trois moyens : les barrieres
cutanéo-mugqueuses, la réaction inflammatoire et la réponse immunitaire adaptative. Les deux
premiers correspondent aux mécanismes de I’immunité innée tandis que le dernier mécanisme

correspond a I’immunité acquise.

I.1. Immunité non spécifique

L’immunité non spécifique est représentée par les barricres mécaniques (la peau, les
muqueuses, les épithéliums ciliés et ’action de drainage par les sécrétions telles que les larmes), les
barrieres chimiques (lysozyme, acide chlorhydrique des sécrétions gastriques...). De plus, les
polynucléaires et les monocytes qui sont des cellules phagocytaires agissent sur les germes apres
phagocytose en partie grace a I’activité bactéricide des radicaux libres oxygénés. En effet, lors du
processus de la phagocytose et la formation du phagosome, une oxydase de la membrane de celui-ci
réduit une molécule d’O, en anion superoxyde O par captation d’un électron et conduit a la
production de radical hydroxyl OH" (figure 1). La fusion avec le lysosome aboutit a la synthese de
produits toxiques. Les autres activités bactéricides dépendent de protéines cationiques, d’enzymes
lysosomaux (dont le lysozyme qui digere le peptidoglycane de la paroi bactérienne), et de la

lactoferrine (qui capte les ions de fer et en prive les bactéries).
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Figure 1: Assemblage et activation des sous unités cytosoliques et membranaires de NADPH oxydase.

La surface bactérienne, spécialement celle des Gram négatif active les voies alterne et des
lectines du complément. Cette stimulation conduit & la destruction de ces bactéries. Les
anaphylatoxines C3a et C5a résultant de I’activation du complément induisent une vasodilatation et
une augmentation de la perméabilité vasculaire. De plus, C5a est un puissant chimioattractant pour
les polynucléaires neutrophiles. Ces dernieres reconnaissent les bactéries par I’intermédiaire des
PRR (Pattern recognition receptors) et induisent leur englobement dans une vacuole de phagocytose
ou elles sont tuées par divers moyens.

Les dérivés de la protéine C3 du complément, C3b et C3bi jouent un rble majeur dans
1’opsonisation des bactéries Gram positif et Gram négatif en Se déposant a leur surface et en se liant
aux récepteurs correspondant présents sur les polynucléaires neutrophiles (CR1, CR3) facilitant la
phagocytose des bactéries.

Les monocytes/macrophages interviennent dans un deuxiéme temps en assurant

I’élimination des polynucléaires apoptotiques, et des débris cellulaires ou bactériens.
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I.2. Immunité adaptative

1.2.1. Immunité humorale

La réponse immunitaire humorale est caractérisée par la production d’anticorps par les
lymphocytes B. Elle défend I’organisme principalement contre les bactéries dites extracellulaire, les
toxines présentes dans les liquides biologiques. Lorsque les agents pathogenes (bactéries,
toxines...) pénétrent dans I’organisme (sang, lymphe), ils sont directement phagocytés et dégradés
par les monocytes/macrophages. Les protéases au niveau des phagolysosomes dégradent les
protéines en peptides qui vont se lier aux molécules de CMH classe Il qui ensuite seront exprimés
au niveau de la surface de la cellule phagocytaire. Un lymphocyte T auxiliaire est activé suite a sa
reconnaissance spécifique du complexe antigéne-CMH Il. Le lymphocyte T auxiliaire activé
reconnait le méme complexe Ag-CMH |1 sur le lymphocyte B. Le lymphocyte B est activé par le
lymphocyte T auxiliaire. Une fois activé, le lymphocyte B se transforme en plasmocyte (cellule
sécrétrice d’anticorps spécifiques a I’agent pathogene de départ). Malgré que I’immunité humorale
soit basée sur les immunoglobulines, les lymphocytes Th2 jouent un réle trés important dans la

commutation isotypique et la maturation d’affinité.

Les bactéries extracellulaires (Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
Vibriocholerae, Clostridium botulinum, Escherichia coli...) sont responsables des affections aigués
causées par les toxines. L’organisme se protége contre ces bactéries par les anticorps, le
complément et les LTh17. Ces bactéries selon leur voie de pénétration peuvent induire une réponse
anticorps (IgM et IgA sécrétoires) soit générale, soit locale au niveau des muqueuses digestives et
bronchiques principalement. Les anticorps ont un réle de défense dans :

e Le cas des anticorps antitoxines (immunité antitoxique). Les anticorps neutralisants
favorisent 1’¢limination accélérée des substances toxiques en se combinant avec elles. Ce
type d’anticorps se lie aux structures responsables de la toxicité des toxines, notamment des
exotoxines: diphtérie, tétanos, botulisme.

Corynebacterium diphtheriae est une bactérie strictement humaine responsable de la

diphtérie. C’est un bacille Gram positif résistant a la phagocytose. Cette bactérie a
croissance extracellulaire produit une exotoxine protéique responsable des signes de la
diphtérie. L’inactivation de cette toxine (anatoxine) est la base de la vaccination anti-
diphtérique.

e Le cas des bactéries extracellulaires, des anticorps dits opsonisants en favorisent la
phagocytose par I’intermédiaire des récepteurs de surface pour le fragment Fc des Ig, leur

action étant renforcée par la fixation secondaire du complément.
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e Quant aux IgA sécrétoires, leur activité antibactérienne s’exerce surtout en inhibant
I’adhésion des bactéries aux épithéliums de surface.

e Les LTh17 sont spécialisés dans I’immunité des barriéres muqueuses notamment au niveau
cutané, pulmonaire et intestinal. Ils assurent la défense de 1’hote contre les pathogénes
extracellulaires bactériens (Staphylococcus aureus et Klebsiella pneumoniae et Citrobacter
rodentium). Dépourvus d’activité cytotoxique directe, les Th17 coordonnent la réponse
inflammatoire via la sécrétion des IL-17, I'IL-22... L’IL-17 induit le recrutement et
I’activation des neutrophiles par stimulation de la production de chimiokines CXCLI,
CXCL2, CXCL8 par les cellules stromales. Tandis que, I’'IL-22 agit sur les cellules
épithéliales pour promouvoir la réparation tissulaire et induire ’expression de peptides

antimicrobiens de la famille des défensines.

1.2.2. Immunité cellulaire

Les bactéries, parasites intracellulaires facultatifs (Mycobacterium tuberculosis responsable
de la tuberculose, Salmonella enterica (typhi) induisant la fiévre typhoide...) ou obligatoires
(Mycobacterium leprae ‘leépre’, Rickettsia sp (fieévre boutonneuse) ou typhus...), sont peu sensibles
a I’effet protecteur des anticorps. De ce fait, la protection contre ce type de bactéries est assurée par
les lymphocytes Thl en collaboration avec les macrophages. Contrairement aux bactéries
extracellulaires, ce type de bactéries induit des affections chroniques; elles colonisent
préférentiellement les cellules macrophagiques. Ces derniéres possédent une activité phagocytaire
accrue et peuvent apres phagocytose du germe I’empécher de se multiplier dans leur cytoplasme et
méme le détruire par une augmentation de leur pouvoir bactéricide. Celui-ci est principalement en
rapport avec des dérivés toxiques oxygénés ou nitrés résultant respectivement de 1’intervention de la

NADPH oxydase et de la NO synthase.

Les lymphocytes TCD4+ surtout les LThl spécifiques de I’Ag entrent en contact avec le
germe et libérent des lymphokines. Certaines de ces lymphokines ont un effet chimiotactique et
d’autres un effet activateur sur les macrophages (les MAF = macrophage activating/armingfactors).
Ce sont I'IFNy, le MIF, I'IL-3 et le GM-CSF. Ces cytokines activent les macrophages dont les
propriétés bactéricide, fongicide, parasiticide et antitumorale (enzymes, les radicaux libres
oxygénés et le NO) seront accrues d’ou la destruction des bactéries réfugiés dans les macrophages.

Le TNFa libéré par les macrophages active et incorpore les polynucléaires neutrophiles.

Les cellules infectées présentent un Ag d’origine bactérienne sur leur CMH de classe I. et
par conséquent, le lymphocyte T cytotoxique s’active et libere la perforine, la granulysine, sFasL.
La granulysine est une protéine cationique cytolytique ; elle lyse directement les bactéries. Le taux

de granulysine est de 2 a 4 fois plus élevé que celui de la perforine, du granzyme B et du sFas-L. En
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tuant ainsi les cellules infectées, les lymphocytes T cytotoxiques privent les agents pathogenes
intracellulaires de I’endroit ou se multiplier et les rendent ainsi accessibles aux AcC et aux
macrophages activés. En effet, les lymphocytes T cytotoxiques peuvent lyser les macrophages
abritant L. monocytogenes, M. leprae, M. tuberculosis, M. bovis ou Rickettsies, car les protéines de
ces agents pathogénes sont libérées dans le cytosol et se lient ensuite aux CMH | du cytoplasme,
puis s’expriment en surface et ceci selon la voie endogéne.

Les cellules NK/LAK auraient une activité lytique directe vis-a-vis de certaines bactéries
(Salmonella, Shigella...). De plus, les cellules infectées par les bactéries intracellulaires sont plus
sensibles a I’action lytique des cellules NK/LAK que les cellules non infectées.

D’autres cellules sont spécifiques aux protéines du stress thermique. Les HSP (heat-shock
proteins) sont des protéines, trés conservées (au moins 50% d’homologie), produites par toutes les
cellules bactériennes, végétales, fungiques ou animales subissant un stress notamment thermique.
Chez les mycobactéries, deux familles d’HSP ont été identifiées : HSP60 et HSP70. La HSP 65,
membre de la famille HSP60, est la cible moléculaire principale des lymphocytes T dont le TcR est
composé des chaines y5. Ces lymphocytes Tyd (double négatif), possedent une activité cytotoxique
pour les bactéries exprimant ces Ag et leur pourcentage dépasse les 5% lors des infections a
mycobactéries. Compte tenu de leur localisation tissulaire, les lymphocytes Tyd qui reconnaissent
ces différentes HSP, seraient une premiere barriere contre les agressions bactériennes ou virales, au
niveau de la peau et des muqueuses.

Le systeme immunitaire ne parvient pas a éliminer toutes les bactéries pénétrant dans
I’organisme. Cependant, il arrive a isolé le foyer infectieux contenant les bactéries par une structure
appelée : granulome. Un granulome est composé de cellules épithélioides (grandes cellules aplaties
d’origine macrophagique) et de cellules géantes multinucléées. Ces cellules participent a
I’encerclement et au contrdle de 1’agent pathogene. Le granulome peut se former dans le tissu ou
celui-ci se trouve de facon prolongée (figure 2). Les lymphocytes TCD8+ et les NKT semblent
jouer un réle favorisant dans la formation de ce granulome. Les TNF seraient un des facteurs

principaux a I’origine du granulome.
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Figure 2 : A/ Micrographie histologique et B/ Composants cellulaires de granuléme.
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Cours 3 : Infections bactériennes et mécanismes de pathogénicité

I. Définitions et notions générales

* Bactérie opportuniste/ occasionnelle

Les bactéries opportunistes sont des bactéries commensales (E.coli, Staphylococcus
epidermidis) ou saprophytes de 1’environnement (Pseudomonas aeruginosa) qui deviennent
pathogenes ; s’ils changent de localisation au sein de I’organisme (ex : les bactéries du célon
colonisant les voies urinaires provoquent une infection urinaire) ou lorsque les défenses de I'hote
sont affaiblies suite & des agressions traumatiques, physiques, chimiques et biologiques
spécialement suite a une infection virale et bactérienne (Clostridies, Helicobacter, Campylobacter).
Généralement, les infections nosocomiales sont toutes dues a des bactéries pathogenes
opportunistes.

* Bactérie pathogeéne "'spécifique"

Une bactérie est dite pathogene, lorsqu'elle est capable ou posséde la capacité d'engendrer
une maladie chez les sujets dont les mécanismes de défense sont normaux. La pathologie doit étre
retrouvée chez un ou plusieurs hotes dits "cibles"”, ex : fiévre typhoide, tuberculose....Cependant, ces
bactéries peuvent étre hébergées sans provoquer des maladies (portage sain). Le pouvoir pathogéne
d’un micro-organisme dépend aussi de la résistance de I’organisme héte.

* Pouvoir pathogéne : Il correspond a I'aptitude a engendrer des troubles morbides.

* Virulence : Elle se définit comme étant I'aptitude d'un germe a se multiplier dans I'organisme
hotes.

* Epidémie : augmentation inhabituelle du nombre de cas d’une maladie infectieuse ou parasitaire
dans un laps de temps court.

* Endémie : persistance d’une maladie infectieuse ou parasitaire dans une région ou elle existe en
permanence chez un nombre plus ou moins important d’individus.

* Pandémie : dissémination d’une maladie infecticuse ou parasitaire a la quasi totalité de la

population du globe (ou d’une grande partie du globe).

I1. Mécanismes de pathogénicité

Vibrio cholerae sauvage est non pathogéne (bactérie saprophyte vivant dans 1’eau), une fois
infecté par le bactériophage CTXe, elle devient pathogene. Donc, ’acquisition des génes de
virulence permet aux souches non pathogénes de devenir pathogene. Ces geénes de virulence
peuvent étre localisés sur le génome bactérien que ce soit sur un plasmide ou bien sur des ilots

dispersés sur le chromosome bactérien (figure 3).
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Figure 3: Mécanismes d’acquisition des facteurs de virulence chez E. coli

Les génes précédemment cités codent pour les facteurs de virulence lesquels se subdivisent
en deux types: les effecteurs et les toxines bactériennes. La toxine est sécrétée par l'agent
pathogéne a forte concentration et acheminé dans le cytoplasme de I'héte par divers mécanismes,
notamment I'endocytose ou via des pores protéiques formés par la toxine bactérienne elle-méme.
Tandis que, I’effecteur est une protéine qui est directement transférée de la bactérie vers la cellule
hote par des systémes de sécrétion, en forme d'aiguille, de type Il et de type IV (T3SS et T4SS,
respectivement) (figure 4). Les effecteurs sont produits dans la bactérie, mais semblent inactifs en
raison de leur association avec des protéines chaperonnes, de lI'absence de substrat approprié et/ou
de l'absence d'activateurs eucaryotes. Apres leur transfert dans la cellule héte eucaryote, les
effecteurs déploient des activités trés puissantes qui manipulent les voies de transduction des

signaux.
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Figure 4: Molécules de virulence bactériennes

La virulence est le résultat des facteurs propres au germe et des moyens de défense que
I'n6te développe pour se défendre contre cette agression. Pratiqguement, la mesure de la virulence
s’effectue par 1’évaluation de I’effet d'une espéce bactérienne sur un lot d'animaux sensibles. Ainsi,
la dose minima mortelle (d.m.m.) et la dose létale (DL50) a 50% sont définit; ou la d.m.m.
correspond a la dose minimale responsable du déces de tous les animaux et la DL50 responsable du
déceés de 50% des animaux de I'expeérience.

La virulence d’un micro-organisme dépend de son pouvoir invasif et de son pouvoir toxique.

Le pouvoir pathogéne des bactéries s'exerce par 3 groupes de moyens :

11.1. Adhésion

Certaines bactéries pénétrent au niveau des muqueuses et elles adherent grace a des
protéines localisées a I’extrémité des pili : les adhésines ; ainsi, ils ne sont pas chassés par la
miction, la déglutition ou le transit intestinal. Ces adhésines agissent spécifiqguement avec des
récepteurs présents sur les cellules de I'h6te (partie osidique d'une glycoprotéine) ; cette interaction
explique le tropisme de certaines bactéries pour un site donné ou une espéce animale donnée.
D’autres bactéries se fixent sur des protéines de la matrice extracellulaire telles que le collagéne et
la fibronectine. Ce qui leur permet d'adhérer par la suite a des cellules ayant des récepteurs pour ces
protéines.

Prenons I’exemple de la bactérie Escherichia coli qui peut ainsi coloniser les voies urinaires
et occasionner une cystite.

e UPEC (uropathogenic Escherichia coli) est responsable de plus de 80% des infections urinaire.

Au niveau de la vessie et des reins, cette bactérie utilise son adhésine localisée a I’extrémité de
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ses cils pour s’adhérer sur les cellules constituant ces deux organes (figure 5). En effet,

I’adhésine interagit avec un disaccharide spécifique lié a un glycolipide membranaire.

Structure of major fimbrial adhesins
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Figure 5 : Facteurs de virulence du pathotype UPEC (uropathogenic E.coli).

e Helicobacter pylori est responsable du développement de 1’ulcére gastrique. Cette bactérie
possede 5 adhésines différentes dont I’une interagit avec le Lewis b exprimé par I’épithélium de
la muqueuse gastrique (figure 6). La bactérie sécrete I’uréase qui catalyse la transformation de

I’urée en ammoniac et dioxyde de carbone. L’ammoniac a pour but de neutraliser le pH acide

de I’estomac.
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Figure 6 : Processus d'ancrage de H. pylori facilités par BabA et SabA.
(A) Cellule épithéliale gastrique saine. (B) Cellules épithéliales gastriques enflammées.

e En tant qu'agent pathogene respiratoire causant la coqueluche, Bordetella pertussis (bactérie
Gram négatif) colonise les voies respiratoires supérieures a l'aide d'une série d'adhésines dont
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les plus importants sont le filament d’hémaglutinine (FHA), pertactine, Fimbriae 2 et 3. Ces
adhésines peuvent se fixer sur les glycolipides des cellules ciliées (figure 7). La toxine de
pertussis et le lipooligosaccharide (LOS) induisent de maniére synergique la production des
especes réactives de I'oxygene dont le, qui provoque des lésions ciliaires. qui tue les cellules

hotes empéchant ainsi 1’organisme de s’en débarrasser de 1’infection.

Submucosa

Figure 7 : Interaction entre Bordetella pertussis et I'épithélium respiratoire.

E. coli est une bactérie commensale qui colonise le tractus intestinal. Cependant au cours de
I’évolution, I’intégration d’¢léments génétiques a permis la génération de nombreux pathogeénes
diarrhéiques dont E. coli entéropathogene (EPEC). Ces pathogenes ont acquis des facteurs de
virulence capables de favoriser la colonisation et la survie des pathogénes dans de nouvelles
niches, de contourner le systéme immunitaire de 1’hote et de perturber les fonctions normales
de la cellule intestinale afin d’induire une diarrhée. EPEC (enteropathogenic Escherichia coli)
colonise I'intestin gréle et cause des diarrhées aqueuses sévéres chez I’homme et la mort de
milliers d’enfants chaque année dans les pays en voie de développement. L’adhésine Intimine
interagit avec le récepteur Tir (Translocated Intimin Recepteur), d’origine bactérienne. EPEC
est en effet capable via le T3SS d’injecter son propre récepteur dans la cellule héte, ou celui-Ci
est intégré dans la membrane de la cellule hote afin d’interagir avec son ligand Intimine. La
phosphorylation s’effectue par la petite protéine G (Rho) modifiant ainsi le cytosquelette. Ce

réarrangement induit la création d’un prolongement cytoplasmique : protrusion (figure 8).
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Figure 8 : Mécanisme de pathogénicité de I’EPEC.

e Formation de biofilm

Les biofilms sont définis comme des agrégats organisés de microorganismes pouvant
contenir jusqu’a 100 millions (10%) & 10 milliards (10'°) cellules par gramme de matiére
déshydratée. Au sein de ces structures, les cellules bactériennes sont entourées d’une matrice,
produite par les bactéries elles-mémes et qui joue un rdle majeur en assurant la cohésion de
I’ensemble, voire la fixation a la surface du substrat. Les agrégats de microorganismes sont séparés
par des espaces libres, dépourvus de bactéries et parcourus par des courants aqueux ; ceux-Ci y
assurent la circulation de fluides et permettent a la fois I’apport de nutriments aux bactéries et
I’élimination de leurs produits de dégradation. Le développement de 1’architecture des biofilms
bactériens est en grande partie lié a la production de la matrice extracellulaire par les bactéries du
biofilm. Elle est essentiellement composée d’eau (jusqu’a 97 %), de polymeres polysaccharidiques
secréetés par les microorganismes, de produits de dégradation et de substances provenant du milieu
extérieur. Néanmoins, d’autres composants, tels que de I’ADN, de I’ARN et des lipides peuvent

également étre trouves.

Le développement tridimensionnel du biofilm conduit a la création de gradients physico-
chimiques. Ainsi, le biofilm n’est pas un environnement homogéne car il présente des zones a
teneurs variables en oxygéne ou en nutriments, qui présentent des valeurs de pH différentes. Les
régions au centre des agrégats bactériens sont genéralement anaérobies et pauvres en nutriments,

alors que celles situées pres des canaux ou de I’interface entre le biofilm et le liquide sont mieux
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oxygenées et plus riches en nutriments. Cette hétérogénéité physico-chimique s’accompagne d’une
hétérogénéité métabolique qui permet la coexistence organisée d’especes bactériennes aux
propriétés métaboliques différentes et souvent complémentaires. Il en résulte une répartition
biologique organisée de nombreux microorganismes dans le biofilm ou peuvent cohabiter bactéries,
champignons, algues et protozoaires. Les biofilms sont constitués en cing étapes : adhésion
réversible des bactéries de la phase planctonique a une surface, irréversibilité de 1’adhésion
correspondant a la synthese de structures a la surface des bactéries, formation de microcolonies,
puis développement de ces microcolonies traduisant le stade de maturation du biofilm et

colonisation de nouvelles surfaces (figure 9).
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Figure 9 : Etapes de constitution de biofilm bactérien.

11.2. Invasion

Les bactéries intracellulaires exercent leur pathogénicité via la pénétration a I’intérieur des

cellules. Cette invasion concerne les cellules phagocytaires et non phagocytaires.

11.2.1. Cellules phagocytaires

Les macrophages sont les cellules de la premiére lignée de défense de I’organisme. Ils ont
I’aptitude de phagocytose des débris cellulaires et des pathogenes (figure 10). Entre autre, ils
peuvent également présenter des antigenes aux lymphocytes T et induire une réponse immunitaire
adaptée. Toutefois, le macrophage représente la cellule hote de certaines bactéries telles que
Mycobacterium tuberculosis et Legionella pneumophila. Ces deux bactéries résistent au pouvoir
bactéricide exercé par le macrophage induisant ainsi la tuberculose et la legionellose qui sont deux

affections pulmonaires.
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La tuberculose représente I'un des plus graves problemes de santé dans les pays en
développement et, avec 1’augmentation de la prévalence de I’infection par le virus de
I’'immunodéficience humaine (VIH), elle est en train de devenir également un probléme important
dans les pays développés.

La legionellose a été identifiée pour la premiere fois en 1976 apres une épidémie. Legionella
est souvent présente dans le sol et I'eau douce. Les amibes présentes dans I'eau douce sont un
réservoir naturel de ces bactéries. Legionella pneumophila peuvent étre présente dans les biofilms
qui se forment a l'intérieur des conduites et des réservoirs d'eau. L'infection est habituellement
contractée par l'inhalation d'aérosols provenant deau contaminée (fontaines décoratives, bains

chauds ou des tours de refroidissement de climatisation...).
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Figure 10 : Processus de phagocytose effectué par le macrophage.

11.2.2. Cellules non phagocytaires

Certaines bactéries peuvent pénétrer a I’intérieur de leurs cellules hotes méme si elles ne
possédent pas d’activité phagocytaire. En effet, ce type de bactérie oblige sa cellule hote a former
des pseudopodes selon deux mécanismes différents
A. Zipper mechanism

Les interactions moléculaires qui se suivent entre la paroi bactérienne et la membrane
plasmique de la cellule hote permettent la pénétration de la bactérie a I’intérieur de la cellule cible
(figure 11).

Listeria monocyogenes posséde deux types d’internaline qui interagissent avec les E-
cadherines pour pénétrer dans les cellules épithéliales, notamment celles de la barriere intestinale.
Les E-cadhérines sont des protéines impliquées dans la formation des jonctions d’adhérence

cellulaires.
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Yersinia pseudotuberculosis posseéde I’invasine qui se fixe sur les récepteurs des integrine bl
des cellules épithéliales intestinales. Les intégrines constituent une grande famille de récepteurs
hétérodimeéres aff transmembranaires qui interviennent dans les interactions cellule-cellule et

cellule-matrice matrice extracellulaire.

"Zipper" mechanism

Figure 11 : Mécanisme de fermeture éclair (zipper).

B. Trigger mechanism

En utilisant un systéeme de sécrétion de type Il (T3SS), les effecteurs bactériens de
Salmonella (SipA, SipC, SopB, SopE, SopE2) sont directement injectés dans les cellules
eukaryotiques. SopE, SopE2 et SopB activent les RhoGTPases Rac/Cdc42/RhoG afin de permettre
le remodelage du cytosquelette d'actine via des protéines cellulaires telles que
WASP/Scar/WAVE/WASH, qui activent le complexe Arp2/3. En revanche, SipA et SipC se lient
directement a l'actine. Les effecteurs SipC et SopE manipule le complexe protéique pour induire la

formation de plis membranaires et I'internalisation (figure 12).

"Trigger" mechanism

Figure 12 : Mécanisme de la gachette (trigger).

11.3. Devenir des bactéries intracellulaires

Aprés I’internalisation d’un agent étranger, le phagosome formé va subir une maturation
menant a la destruction de 1’agent. Dans un premier temps, le phagosome fusionne avec les
endosomes précoces et acquiert la petite GTPase Rab5 qui induit la fusion avec des endosomes
précoces. A ce stade, le phagosome précoce est encore peu acide avec un pH 6-6.5. La protéine
Rab5 recrute la kinase Vps34 (phosphatidylinositol-3 Kinase vacuolaire de classe Il tri-protéine
34) et d'autres molécules qui entrainent I'accumulation de phosphatidylinositol-3 phosphate (PI3P) a
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la membrane phagosomale. Ce processus est essentiel a la progression de la maturation des
phagosomes. Le PI3P intervient dans le recrutement de I'antigene endosomal précoce 1 (EEA1) a la
membrane du phagosome, qui permet la fusion avec les endosomes. Progressivement, le phagosome
perd Rab5 et acquiert la petite GTPase Rab7 qui favorise la fusion des phagosomes avec les
endosomes tardifs et finalement avec les lysosomes. Rab7 permet ensuite le recrutement de
protéines effectrices comme RILP (Rab7-interacting lysosomal protein), entrainant la fusion du
phagosome tardif avec les lysosomes pour former le phagolysosome. Le phagosome tardif acquiert
des marqueurs comme les protéines membranaires LAMP-1 qui facilitent sa fusion avec les
lysosomes qui contiennent certaines hydrolases comme la cathepsine D. Tout au long de sa
maturation, le phagosome s’acidifie grice a I’accumulation de la pompe H+ V-ATPase a la

membrane, pour atteindre un pH de 4,5 (figure 13).
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Figure 13 : Marqueurs de maturation des endosomes.

Les pathogenes intracellulaires utilisent des stratégies variées afin d’éviter la maturation de
la vacuole en phagolysosome qui leur serait fatale. Ils favorisent ainsi 1’¢laboration d’une niche de
survie et de réplication. Certaines de ces stratégies consistent a lyser la vacuole avant sa maturation
permettant une multiplication dans le cytoplasme, ou a arréter le processus de maturation de la

vacuole, ou encore bloquer la voie endocytaire.

11.3.1. Echappement vers le cytosol

Aprés avoir envahi directement les cellules, Listeria monocytogenes échappe aux vacuoles
acides en sécrétant la listeriolysine O (LLO) et la phosphatidylinositol-phospholipase C (Pl PLC).
La LLO s'insére dans la membrane de la vacuole et crée des pores qui permettent a la PlI PLC
d'accéder aux phospholipides membranaires et par conséquent Listeria s’échappe au cytosol
(tableau 2).
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Tableau 2 : Facteurs de virulence impliqués dans 1’échappement (sortie) des bactéries de la vacuole

Stratégie Nom Organisme Fonction d’échappement

Protéine formant des pores  Listériolysine Listeria monocytogenes  Vacuole primaire : acces de la PI-PLC

Vacuole secondaire : perforation et lyse de
la membrane externe

IpaB, IpaC Shigella flexneri Lyse de la vacuole
Phospholipase PI-PLC Lyse des vacuoles primaires et secondaire
PC-PLC Lyse de la vacuole secondaire

Dans un deuxiéme temps, et suite a la propagation de la bactérie de cellule en cellule, L.
monocytogenes échappe aux vacuoles secondaires en deux étapes : la Pl PLC et la phospholipase C
a large spectre préférant la phosphatidylcholine (PC-PLC) dégradent la bicouche membranaire
interne et la LLO perturbe la bicouche membranaire externe (figure 14).

La listériolysine renferme la séquence Pro- Glu-Ser-Thr, signal de protéine déstinée pour la

dégradation par le protéasome.
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Figure 14 : Mécanisme d’échappement vers le cytosol utilisé par Listeria monocytogenes.

11.3.2. Modification de la voie endocytaire

Certaines bactéries intracellulaires qui ne s’échappent pas vers le cytosol peuvent modifier
ou bloquer la voie endocytaire.

L'infection a Mycobacterium impliqgue la formation d'une vacuole pathogéne
mycobactérienne (MPV) qui ne mrit pas apres le stade d'endosome précoce tout en étant associée
aux marqueurs correspondants tels que EEAL et Rab5. Cet arrét au stade d'endosome précoce
empéche la fusion de la MPV avec le phagolysosome et donc I'élimination de I'agent pathogéne. De
plus, il a été montré en 2017 que M. tuberculosis réprime 1’acidification du phagosome en induisant

la dégradation la pompe H+ V-ATPase. Le mécanisme n’est pas bien illustré, mais les auteurs
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proposent que M. tuberculosis induit I’expression d’une protéine qui régule négativement la réponse
cytokinique appelée CISH (Cytokin-Inducible SH2-containing protein). Elle favorise
’ubiquitination de la pompe H+ VV-ATPase entrainant sa dégradation par le protéasome.

Un autre exemple est celui de Salmonella enterica qui quant a elle choisit I'option la plus
couramment privilégiée, qui consiste a former une vacuole intracellulaire appelée vacuole contenant
la salmonelle (SCV). Cette vacuole est caractérisée par la présence des marqueurs de I'endosome
tardif, tels que les pompes H'ATPases et la LAMP1 ; toutefois, le récepteur du mannose-6-
phosphate et d’autres marqueurs de surface sont perdus, ce qui la différencie de I'endosome tardif.
Par la suite, la SCV se juxtapose au noyau en utilisant le réseau de microtubules de la cellule héte et
tire sa nutrition de I'appareil de Golgi. Donc, Salmonella arréte la voie endosomale de I'hdte au
stade de I'endosome tardif.

11.3.3. Mise a I’écart de la voie endocytaire
A/ Cas de Legionella

Les légionelles pénétrent dans la cellule soit par phagocytose conventionnelle soit par
phagocytose par enroulement assez typique des légionelles (figure 15). Au cours de ce type de
phagocytose, la cellule héte vient enrouler la bactérie grace a un pseudopode. La vacuole contenant
Legionella (LCV) porte des marqueurs associés a l'autophagosome tels que Atg7 et Atg8 et mdrit
ensuite pour former un organite semblable a un réticulum endoplasmique rugueux et se positionne
finalement, entourée de ribosomes, dans la région périnucléaire. Les protéines Icm/Dot, impliquées
dans la virulence bactérienne, élaborent un appareil de sécrétion de type IV assurant 1’exportation
de facteurs de virulence dans le cytoplasme des macrophages infectés. DotA, une protéine de la
membrane interne de Legionella joue un role essentiel dans I’inhibition de la maturation de la
vacuole en phagolysosome : en I’absence de DotA, la bactérie se situe en effet dans un

compartiment enrichi en Rab7 et LAMP1, des marqueurs des membranes lysosomales.

B/ Cas de Chlamydia

Juste aprés son internalisation, Chlamydia qui est une bactérie intracellulaire stricte se
localise dans une vacuole appelée inclusion de Chlamydia. Cette inclusion est complétement isolée
de la voie endocytaire de la cellule hote.

Les inclusions récentes s'associent aux microtubules et sont acheminées vers le centre
d'organisation des microtubules (MTOC) de maniére dépendante de la dynéine. Le cytosquelette de
la cellule hote est composé de microtubules polaires, dont I'extrémité négative est située au MTOC.
Cette configuration permet au complexe moteur dyneine de transporter le fardeau endosomale le
long des microtubules vers ce site central. Les vacuoles contenant la bactérie interagissent alors

avec la chaine légere de la dynéine via la protéine CT850 de Chlamydia trachomatis (figure 16).
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Figure 15 : Cycle intracellulaire de Legionella pneumophila

Figure 16 : Role des effecteurs de Chlamydia trachomatis dans la manipulation des processus cellulaires.
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La protéine CT850 peut coordonner a la fois le cytosquelette et la signalisation dépendante

des kinases de la famille Src afin de favoriser un transport efficace des inclusions. Au niveau de
MTOC, la protéine d'inclusion pour l'assemblage de I'actine (InaC) (CT813) agit comme un
régulateur important du positionnement des microtubules et de 1’appareil de Golgi autour de
I'inclusion. Certaines souches de Chlamydia s’associent quant a elles aux mitochondries dont elles

pourraient tirer leur énergie.

C/ Cas de Brucella

Suite a leurs phagocytose par les macrophages, les Brucelles résident pendant les 8 a 12
premiéres heures suivant I'infection dans une vacuole (Brucella-containing vacuole ; BCV) liée a la
membrane qui subit une maturation endosomale via des interactions séquentielles avec les
endosomes précoces et tardifs et les lysosomes pour devenir un eBCV acidifié.

La petite GTPase Rab7 de I'néte contribue a la maturation de I'eBCV, fournissant des
signaux physicochimiques favorisant I'expression du T4SS VirB. Cet effecteur bactérien transloque
les protéines effectrices responsables d’une part, des interactions de I'eBCV avec le réticulum
endoplasmique et d’autre part, de lI'acquisition des membranes dérivées de réticulum endoplasmique
et de l'appareil de Golgi. Ces événements conduisent a la biogenése de BCV permissifs a la
réplication, appelés rBCV dont des protéines de 1’hote (Sarl, IREla, YiplA, Atg9 ...) contribuent a
la biogenése de ces rBCV.

Les bactéries subissent ensuite une réplication intensive dans les rBCV entre 12 et 48 heures
apres l'infection, les rBCV sont capturées dans des structures de type autophagosomes d'une
maniere dépendante du VirB T4SS pour devenir des aBCV. La formation des aBCV nécessite les
protéines cellulaires de I’hote dites protéines d'autophagie (beclinl, ULK1 et Atg14).

Les aBCV présentent les caractéristiques des autolysosomes et sont nécessaires a la sortie

des bactéries et aux nouveaux cycles d'infections intracellulaires (figure 17).

Figure 17 : Cycle de vie intracellulaire de Brucella et modification de la vacuole contenant la bactérie.
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11.4. Stratégies de sortie utilisées par les bacteries intracellulaires

Une fois que les cellules hotes sont épuisées, les bactéries intracellulaires quittent leurs

cellules cibles pour réinfecter d’autres. Différentes stratégies de sortie sont décrites ci-dessous
(figure 18, tableau 3) :
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Figure 18 : Stratégies de sortie des bactéries intracellulaires de leurs cellules hotes.

Tableau 3 : Facteurs de virulence impliqués dans 1’échappement (sortie) des bactéries de la cellule hote.

Stratégie Nom Organisme Fonction d’échappement
Cytolyse Cystéine Chlamydia Lyse de la vacuole et de la cellule
protéase
Protrusion ActA Listeria monocytogenes Imite le N-WASP ; Activation du
complexe Arp2/3
VirG (IcsA) Shigella flexneri Imite le Cdc42; Activation de N-
WASP et de complexe Arp2/3
Extrusion 7? Chlamydia Sortie des bacteéries liées & la membrane
Bourgeonnement ?7? Orientia tsutsugamushi Sortie individuelle d’une seule bactérie
liée & la membrane
Expulsion 7? Cryptococcus neoformans Exocytose des phagosomes contenant le
pathogene.
Pyroptose IpaB Shigella flexneri Activation de I’inflammasome IPAF
Flagelline Salmonella
flagelline Legionella pneumophila
Apoptose 7? Francisella tularensis Activation de la voie intrinseque de

I’apoptose
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11.4.1. Cytolyse
La cytolyse correspond a la rupture destructrice et séquentielle, de la vacuole et des

membranes cellulaires. Cette rupture est effectuée a cause des protéases et des protéines formant

des pores.

11.4.2. Protrusion basee sur la polymérisation des filaments d’actine

Plusieurs bactéries, y compris Listeria monocytogenes, Shigella flexneri et Mycobacterium
marinum, exploitent la protrusion & base d'actine qui conduit a la sortie d’une seule bactérie en
utilisant la force de polymérisation de I'actine pour percer la membrane cellulaire et forcer son

intrusion dans une cellule adjacente.

11.4.3. Bourgeonnement
Le bourgeonnement est une stratégie de sortie utilisé par Orientia tsutsugamushi, ou une

seule bactérie est entourée par la membrane plasmique.

11.4.4. Extrusion
La libération de Chlamydia spp. se produit lorsque la grande vacuole renfermant Chlamydia
se contracte et se libére hors de la cellule ; la vacuole ainsi extrudée est entourée par le cytosol et la

membrane plasmique.

11.4.5. Expulsion
L’expulsion phagosomale de Cryptococcus neoformans s’effectue par la fusion de la

vacuole volumineuse avec la membrane plasmique par un mécanisme exocytaire non spécifié.

11.4.6. Apoptose

L'apoptose est induite par certaines bactéries dont Francisella tularensis en utilisant la voie
intrinséque d'activation. Cette voie implique la libération du cytochrome ¢ des mitochondries et
I’activation de la caspase initiatrice 9 et de la caspase effectrice 3. La molécule bactérienne (ou les

molécules) responsable de I'induction apoptotique est inconnue.

11.4.7. Pyroptose

La pyroptose pro-inflammatoire est définie par la detection de molécules bactériennes
(flagelline de Legionella pneumophila et Salmonella spp. et molécules inconnues de Shigella
flexneri, Listeria monocytogenes et Francisella tularensis) par l'inflammasome de [I'hote.
L'inflammasome active la caspase 1 par protéolyse, conduisant a l'activation et a la sécrétion de
I’IL-1P et de I'IL 18. La sécrétion de ces cytokines se produit initialement par un pore dépendant de

la caspase 1, puis est libérée lors de la lyse des cellules nécrotiques.
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Cours 4 : Toxines bactériennes

I. Introduction

En plus de 1’adhésion et de I’invasion, certaines espéces bactériennes exercent leur pouvoir
pathogene en secrétant des toxines. Le pouvoir pathogéne peut étre du uniquement a 1’effet de la
toxine sans intervention du germe.

L’¢étude du mode d’action de ces molécules posseéde un double intérét. Elle s’intégre d’abord
a I’étude des interactions entre les bactéries et leur hote. Par ailleurs, les toxines constituent des
exemples spectaculaires de détournement du fonctionnement des cellules eucaryotes au profit des
bactéries. Les toxines sont également plus ou moins immunogénes : elles sont capables d'induire
une réponse immunitaire. Les toxines se subdivisent en deux catégories : les endotoxines et les

exotoxines.

1. Endotoxines

I1.1. Localisation et structure

Les endotoxines dont les lipopolysaccharides se localisent sur la face externe de la
membrane externe des bactéries Gram (-) (figure 19a). Le lipopolysaccharide est constitué par une
chaine O-oligosaccharidique hautement variable, et qui est a I'origine de la spécificité sérologique.
Cette partie constitue la cible principale pour les réponses immunitaires. Un noyau préservé
renferme des sucres particuliers tels que le Kdo (3-désoxy-D-manno-oct-2-ulosonique). Enfin, la
partie lipidique fortement conservée, représentée par le lipide A sert a I’ancrage de la molécule dans

la membrane. Le lipide A est a l'origine de la toxicité (figure 19b).
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Figure 19 : (a) Localisation de lipopolysaccharide au sein de la paroi bactérienne. (b) Structure moléculaire de
lipopolysaccharide .

Relations Hotes - Pathogénes 26



Master 1l Immunologie Dr. D. MESSAOUDI

11.2. Effets des endotoxines

Les endotoxines sont libérées suite a la lyse des bactéries qui peut intervenir lors d'une
septicemie a bacille Gram négatif traitée massivement par des antibiotiques. Une fois les
endotoxines sont libérées dans le sang, elles provoquent un choc toxique, (ou choc endotoxinique
ou choc septique).

Les endotoxines sont trés pyrétiques comme elles peuvent induire des atteintes vasculaires,
avec vasodilatation et augmentation de la perméabilité des vaisseaux, d'ou la formation d'cedéme et
une chute générale de la pression artérielle. Entre autre, des atteintes de I'némostase telle que la
dégranulation des plaquettes activée de fagon anarchique dans les vaisseaux, provoquant une
coagulation intravasculaire disséminée sont observees.

Les symptdmes précedents sont la consequence de I'hyperactivation des macrophages ; ou
I'endotoxine se lie a une protéine appelée LBP (pour Lipopolysaccharide Binding Protein) et ce
complexe se fixerait sur le CD14 (co-récepteur de TLR4). Ceci aurait pour conséquence la
libération de nombreux médiateurs de I'inflammation par le macrophage.

Les endotoxines ont une activité toxique qui ne s'exprime qu'a forte dose : il faut une
libération massive d'endotoxines pour observer un choc toxique. A faible dose, elles ont
globalement un effet bénéfique (figure 20).

I11. Exotoxines

Une exotoxine est une toxine produite par une bactérie lorsqu'elle est encore vivante,
contrairement a une endotoxine qui, elle, est produite lors de la croissance ou lors de la lyse
cellulaire. L'exotoxine est de nature protéique, et n'est généralement produite que par les bactéries a
Gram positif. L'exotoxine est pathogene et trés immunogene pour des doses plus faibles (de I'ordre
du pg/L) qu'une endotoxine (de l'ordre du mg/L) (tableau 4). Les genes de virulence codant pour
les exotoxines sont souvent portés par des plasmides. Ces exotoxines interagissent avec des
récepteurs membranaires localisés sur les cellules cibles eucaryotes ; ou elles peuvent induire une

lyse cellulaire, une perturbation des fonctions cellulaires et ce méme a distance du foyer infectieux.

I11.1. Classification des exotoxines

Les exotoxines sont classées en trois types selon leur localisation ; il s’agit d’exotoxines
vraies, d’exotoxines cytoplasmiques et d’exotoxines mixtes. Les exotoxines vraies: elles sont
sécretees hors de la bactérie telles que les toxines diphteriques, staphylococciques....Tandis que, les
exotoxines cytoplasmiques sont quant a elles localisées dans le cytoplasme et libérées uniquement
lors de la lyse de la bactérie, c'est le cas de la toxine cholérique. Finalement, le dernier type
d’exotoxines sont présentes dans le cytoplasme et sécrétées hors de la bactérie. L’exemple de ce

type d’exotoxine est les toxines des Clostridium.
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Figure 20 : Effets des endotoxines sur I’organisme.

Tableau 4 : Comparaison entre endotoxine et exotoxine

Endotoxine

Exotoxine

Nature

Effet de la chaleur

Immunogeénicité

Source de la toxine

Localisation de la toxine

Dose

Lipidique (lipide A du LPS)

Peu sensible (pas d’inactivation)

Peu immunogenes
d’anticorps anti endotoxines)

(pas

Uniquement Gram négatif

Membrane externe de la bactérie

Pour étre active : forte dose

Protéique

Thermosensibles
dénaturées)

(facilement

Trés immunogénes (anticorps anti-
toxine) anatoxines: par traitement
thermique  (40°C, pendant 2
semaines) ou chimique (formol ou
glutaraldéhyde)

Gram positif et négatif

Extracellulaire (plutdt Gram positif)
Intracellulaire (plutdt Gram négatif)

Pour étre active : faible dose
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Les exotoxines peuvent également étre classees selon le tissu ou la cellule qu'elles altérent
en neurotoxines (toxine botulinique ou tétanique) ou en entérotoxines (toxine cholérique, toxine
staphylococcique)... Comme elles peuvent étre classées selon leur effet biologique en toxines
dermonécrotiques, toxines cedématogenes (cas de la toxine de Bacillus anthracis) et cytolysines ou
hémolysines. Une derniere classification peut étre effectuée selon leur mécanisme d'action au
niveau moléculaire. En effet, il s’agit de toxines désorganisant les membranes, toxines a activité

ADP-ribosyltransférase, des métallo-protéases et des superantigenes...

111.2. Mécanismes d’actions moléculaires des exotoxines

I11.2.1. Toxine cholérique

La toxine cholérique est une toxine sécrétée par Vibrio cholerae. C’est une entérotoxine de
type AB ; elle est formée par 5 sous unités B responsable de la reconnaissance du Glycolipide
membranaire ganglioside GML1 ; et 1 sous unité A avec deux domaines Al et A2 dont le domaine
Al est douée d’activité toxique. Une fois la toxine interagit avec son récepteur, le complexe
protéique subit I’endocytose ; et est ensuite transporter vers le réticulum endoplasmique ou la sous
unité Al est libérée dans le cytoplasme. Cette protéine Al (la toxine proprement dite) est douée
d’une activité ADP- ribosyltransferase ; elle active d’une fagon inappropriée la sous unité alpha de
la grande protéine G par ADP-ribosylation. Ainsi la sous unité alpha activée incite
I’adenylatecyclase a synthetiser une grande concentration du second messager AMPc. Ce dernier se
fixe sur la protéine kinase A qui a pour conséquence 1’ouverture des canaux membranaires faisant
sortir les ions Cl-. La sortie de CI- est associée avec la sortie de H,O induisant ainsi une diarrhée

sévere (figure 21).

Late Endosome 3
— Early Endosome
COPI Coated Vesicle
N\ W ;
\A crra

H.,0

N\ cr —
ER = Cis Golgi PKA
—
= Trans Golgi
+
\-——"’ i S E
/ ™

e 61p AC =

\ ADP Ribose ¢ B

— Parmenenty
actvated

Proteasome’ A CD/E

Figure 21 : Mécanisme d’action de la toxine cholérique.
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111.2.2. Toxine tétanique
al Structure

La toxine tétanique est sécrétée par Clostridium tetani, qui est une bactérie Gram positif
anaérobique stricte. La tétanospasmine est constituée de deux chaines polypeptidiques : une chaine
légere et une chaine lourde reliées entre elles par un pont disulfure. La chaine légere (la toxine
proprement dite) posseéde une activité enzymatique endopeptidasique. Tandis que la chaine lourde
est renferme deux domaines (domaine N-terminal (HN) et domaine C-terminal (HC)) (figure 22).
Le premier domaine assure la libération de la chaine légere ; tandis que le deuxiéme domaine assure

quant a lui la reconnaissance de recepteur localisé sur les cellules hotes.

disulphide bond cleavage point by enzymes

|

) &
1
s ! N
endopeptidase translocation receptor binding
activity domain

Figure 22 : Structure et fonction de la tétanospasmine.

b/ Mécanisme d’action

La tétanospasmine agit au niveau de deux cellules hotes : le motoneurone et la cellule de
Renshaw. Cette toxine se lie a un ganglioside membranaire de type GTbl au niveau de la
membrane plasmique de la terminaison axonale d’un motoneurone par l'intermédiaire de son
fragment HC. Par la suite la toxine associée a son récepteur est internalisée par endocytose. Elle se
retrouve dans une veésicule qui migre dans I'axone du motoneurone, par transport rétrograde, vers le
corps cellulaire. La toxine est ensuite libérée par exocytose dans le milieu interstitiel du centre
nerveux, la moelle épiniére.

La tétanospasmine libérée dans la moelle épiniere peut alors se fixer a la membrane
plasmique d'une terminaison axonique d'un neurone de Renshaw par l'intermédiaire de son fragment
HC. La toxine fixée est ensuite internalisée par endocytose et se retrouve dans le compartiment
endosomique de la cellule de Renshaw. L’acidification pourrait induire un changement de
conformation de la molécule qui deviendrait alors capable par l'intermédiaire de son domaine HN
de participer au transfert de sa chaine L vers le cytosol du neurone (figure 23). Une fois dans le
cytosol du neurone de Renshaw, la chaine L catalyse I'nydrolyse, via son activité endopeptidasique,
d'une liaison peptidique de la synaptobrévine 2. Cette derniere est une petite protéine intégrée a la

membrane de la vésicule synaptique. Ainsi coupée, la synaptobrévine 2 ne peut plus s'associer avec
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la syntaxine et la snap-25 pour former le complexe impliqué dans le rapprochement

veésicule/membrane présynaptique (figure 24). La formation de ce complexe est indispensable pour
permettre ensuite I'exocytose des neurotransmetteurs inhibiteur tels que la glycine et 1’acide

gamma-aminobutirique (GABA) au niveau de la jonction synaptique.
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Figure 23 : Mode d’action de la tétanospasmine.

Figure 24 : Interactions moléculaires de complexe SNARE.
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La levée d’inhibition entraine une hyperactivité des motoneurones a, traduite par une rigidité
musculaire généralisée et une paralysie spastique. La toxine altere completement la commande
motrice de la contraction des muscles induisant des spasmes, des convulsions dont les effets

peuvent conduire au déces, le plus souvent a cause de troubles respiratoires.

111.2.3. Toxine botulique

La toxine botulique est une neurotoxine produite par Clostridium botulinum qui est une
bactérie anaerobique. L’ingestion de cette neurotoxine provoque une intoxication alimentaire grave
parfois mortelle : le botulisme (paralysie généralisée). 7 sérotypes de cette neurotoxine (A a G) sont
décrits mais seuls les sérotypes A et B sont actuellement utilisés en clinique. Le botulisme humain
est essentiellement associé aux toxinotypes A, B, E et F.

Les toxines botuliques sont des polypeptides neurotropes thermolabiles composées d’une
chaine lourde et d’une chaine légére. Indépendamment du mode de contamination, la toxine diffuse
par voies hématogene et lymphatique puis se fixe de maniere irréversible sur les neurones pré-
synaptiques au niveau des jonctions neuromusculaires.

La toxine botulique est constituée d’une seule chaine polypeptidique, qui ne devient
biologiquement active qu'une fois scindée en une chaine lourde et une chaine Iégére liees entre elles
par un pont disulfure. Contrairement a la tétanospasmine, la toxine botulique clive la protéine Snap
25 bloquant ainsi la libération d’acétylcholine au niveau des synapses cholinergiques (figure 25).
Ce blocage se traduit par une paralysie flasque des muscles.

La durée de demi-vie intracellulaire des neurotoxines est de I’ordre de plusieurs semaines a
plusieurs mois en raison de leur capture par les terminaisons nerveuses, et ainsi de leur protection

des des mécanismes extracellulaires d’élimination et de neutralisation par les anticorps.
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Figure 25 : Mécanisme d’action de la toxine botulique.
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111.2.4. Toxine du charbon

Lors d’une infection par voie pulmonaire, Bacillus anthracis induit en quelques jours une
toxémie associée a un état septique avec détresse respiratoire d’évolution rapide vers la mort en
I’absence de traitement. Bacillus anthracis sécrete trois protéines et donnent par combinaison
binaire deux toxines, I'une cedématogéne et 'autre 1étale (figure 26). Les trois génes sont portés par

le plasmide pXOL1.
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Lethal Factor Prote

live Antigen Edema Factor
(LF90 kDa) (EF, 89kDa)
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NS NS

Lethal Toxin Edema Toxin

Figure 26 : Structure de la toxine de charbon.

L'antigene protecteur (PA) est le composant commun ; il se fixe sur un récepteur spécifique,
protéine ubiquiste située a la surface de toutes les cellules de I'hdte. Apres fixation, PA est clivé par
la furine, étape nécessaire a lI'association de sept molécules de PA en un heptamere permettant son
interaction avec chacun des deux autres composants, eux-mémes doués d'activités enzymatiques : le
facteur cedématogene (EF) et le facteur 1étal (LF). Le complexe toxique est alors internalisé dans la
cellule atteinte via une vésicule d'endocytose, puis un changement de conformation de I'neptameére
de PA conduit a la translocation de EF et/ou LF dans le cytosol de la cellule hote.

La toxine EF est une adénylate-cyclase dont I'activité dépend d'une protéine exclusivement
eucaryote, la calmoduline. L'activité intracellulaire de cette toxine se traduit par une élévation
incontrélée du taux d'’AMP cyclique, entrainant de nombreux désordres, dont une modification de la
perméabilité cellulaire. Cela conduit a la formation d'cedémes.

LF est une métalloprotéase a zinc qui hydrolyse spécifiquement des protéines cellulaires
impliquées dans des cascades de signalisation telles les MAPKK, MKK...aboutissant & la nécrose
(figure 27). Les macrophages se sont révélés sensibles a l'action de cette toxine in vitro. Par
ailleurs, les deux toxines agissent de maniere synergique dans I'ndte en potentialisant leurs effets

respectifs
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Figure 27 : Mode d’action de la toxine de charbon.
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Cours 5 : Mécanismes d’échappements bactériens

L’infection bactérienne résulte du déséquilibre entre les facteurs de virulence de la bactérie
et ’efficacité de la réponse immunitaire. Pour pouvoir survivre et persister dans 1’organisme héte,

les bactéries ont développé plusieurs mécanismes d’échappement :
|. Echappement & I’immunité naturelle

I.1. Echappement au complément

Certaines bactéries peuvent s’échapper a I’action lytique du complément (figure 28) ; et ceci
a travers plusieurs mécanismes y compris : I’inactivation du complément, la prévention de son
action et encore ’utilisation des composantes du complément pour faciliter leur pénétration a

I’intérieur des cellules hotes.
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Figure 28 : Voies d’activation et de régulation de complément.

L’inactivation du complément est assurée par la capsule bactérienne formée le plus souvent
par des polysaccharides. Cette capsule protége la bactérie de 1’action du complément en inhibant
I’activation de la voie alterne. En effet, les entérobactéries inhibent la formation de la C3
convertase. De méme, la protéine M de Streptococcus et la protéine Erp de Borrelia sont capable de
fixer le facteur régulateur H et ainsi d’inactiver le facteur B. Borrelia burgdorferi exprime sur sa
membrane une protéine "CD59-like" qui se lie a C8b et C9 en complexe et inhibent la formation de

complexe d’attaque membranaire (figure 29).
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Figure 29 : Effet inhibiteur des protéines de virulence de Borrelia burgdorferi sur le complément.

Le deuxiéme mécanisme est la prévention de 1’action du complément. Les pneumocoques
qui sont des bactéries Gram + et possédant une couche épaisse de peptidoglycan ont la capacité de
géner la fixation du complexe d’attaque membranaire C5b-9. Alors que Neisseria qui est une
bactérie Gram - a la capacité de fixer I’acide sialique sur le lipopolysaccharide bactérien (LPS) ;
empéchant ainsi la formation de C3 convertase et par conséquent 1’activation du complément. Pour
comprendre 1’effet de 1’acide sialique et son utilit¢ & empécher la formation de la C3 convertase ; il
est nécessaire de discuter la relation entre les facteurs du complément de la voie alterne (B et H).II
existe en effet une compétition pour la liaison a C3b entre B et H, protéine inhibitrice plasmatique
qui empéche la formation de la C3 convertase. Le caractére activateur ou non activateur d’une
surface dépend donc de I’affinité du facteur H pour le C3b déposé sur cette surface. Certaines
caractéristiques chimiques comme une forte teneur en acide sialique renforcent I’affinité de cette
interaction et conférent un caractére non activateur a la surface considérée.

Les bactéries intracellulaires exploitent le fait que les composantes du complément ont des

récepteurs sur la membrane plasmique pour envahir leurs cellules hétes.

|.2. Echappement aux phagocytes
Certaines bactéries développent des stratégies pour contourner 1’effet des cellules
phagocytaires ; lesquelles jouent un role primordial dans 1’immunité antibactérienne. Ce

contournement s’effectue a travers plusieurs mécanismes :
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1.2.1. Inhibition du chimiotactisme

La plupart des bactéries extracellulaires sécrétent des toxines. Ces toxines bactériennes ont
la capacité d’inhiber le processus du chimiotactisme. La toxine cholérique, la toxine pertussique et
la toxine de Streptococcus (streptolysine O) représentent 1’exemple typique des toxines ayant un
effet inhibiteur sur le recrutement des phagocytes.

Les bactéries Gram + dégradent I’anaphylatoxine C5a dont la fonction est le recrutement des

cellules phagocytaires.

1.2.2. Evitement de la phagocytose

Certaines bactéries extracellulaires qui ne peuvent pas inhiber le chimiotactisme forment des
agrégats bactériens qui les protége de la phagocytose (exp : Actinomyces). D’autres bactéries telles
que le genre Yersinia empéchent la phagocytose en modulant le signal phagocytaire induisant la

dépolymérisation des filaments d’actine.
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Figure 30 : Mécanisme moléculaire de I’inhibition de la phagocytose utilisé par Yersinia.

VASP

1.2.3. Peu ou pas de phagocytose/phagocytose inefficace

Quelques bactéries comme Pseudomonas aeruginosa induisent la mort des macrophages qui
les ont phagocytés. Les facteurs de virulence bactériens MgtC et OprF interférent dans ce processus
en modulant 1’expression du systéme de sécrétion de type 3 (T3SS) et de son effecteur ExoS, qui
ont un réle clé dans la destruction du macrophage par les bactéries internalisées. D’autres bactéries
peuvent méme induire 1’apoptose des macrophages avant le déroulement du processus de
phagocytose. Salmonella typhi et Coxiella burnetii modulent le cytosquelette des cellules

présentatrices d’Ag.
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1.2.4. Phagocytose non efficace
Les bactéries intracellulaires sont des bactéries qui ont développé des mécanismes pour

pouvoir survivre a I’intérieur des cellules (tableau 5).

Tableau 5 : Exemples sur les bactéries intracellulaires

Bacterie Localisation Cellule(s) hote(s)

intracellulaire

Coxiella brunetti Vacuole Macrophages

Legionella pneumophila Vacuole Macrophages

Listeria monocytogenes Cytosol Macrophages, hépatocytes
Mycobacterium tuberculosis Vacuole Macrophages alvéolaires
Salmonella typhi Vacuole Cellules épithéliales, Macrophages
Shigella flexneri Cytosol Cellules épithéliales

La modulation de la fonction des phagosomes et la neutralisation des radicaux libres
représentent les deux mécanismes majeurs utilises par les bactéries intracellulaires pour survivre a
I’intérieur des cellules.

A/ Modulation de la fonction des phagosomes

Listeria, Shigella et Rickettsia provoquent la lyse de la vacuole et s’échappent au cytosol.
Tandis que, Legionella et Brucella bloquent la maturation des phagosomes de telle sorte que la
fusion entre phagosome et lysosome ne s’effectue pas. Coxiella quant a elle, peut survivre dans le
phagosome a pH acide.

B/ Neutralisation des mécanismes antibactériens

Les bactéries intracellulaires peuvent neutraliser 1’action des radicaux libres générés au
niveau des lysosomes. Coxiella, Legionella et Listeria synthétisent la superoxyde dismutase
responsable de la conversion de 1’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogene (moins agressif que
le premier radical). De méme, Staphylococcus, Coxiella, Listeria synthétisent la catalase qui est une
enzyme antioxydante responsable de la conversion du peroxyde d’hydrogéne en eau (figure 31).

Of~ ——+ Damage

Superoxide
dismutase

-
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H,O0 + O,

H,0

Figure 31 : Réactions chimiques catalysées par les enzymes antioxydants.
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1.3. Modulation de ’inflammasome

L'inflammasome, complexe protéique de I'immunité innée, détecte les infections et

déclenche la pyroptose ainsi que la libération de cytokines inflammatoires (IL-1p et 1L18). Pour

empécher cette défense, certaines bactéries ont développé des mécanismes d’échappement visant a

bloquer, détourner ou suractiver ce complexe a leur propre avantage (tableau 6).

Tableau 6 : Mécanismes moléculaires de détournement de I’inflammasome par certaines bactéries.

Stratégie Mécanisme Molécules Exemples de bactéries Mode d*action
d’échappement [cellules cibles
Répression de I'expression
Camouflage Modification de  Récepteur S. typhimurium, du flagelle en phase
la flagelline NLRC4 L. pneumophila intracellulaire.

Inhibition directe
via les effecteurs
bactériens

Blocage de la
pyroptose

Stratégie inverse
(stimulation de la

pyroptose)

Altération de LPS Caspases-4/5

Blocage des Récepteur
récepteurs NLRP3
cytosoligues

Ciblage des Protéine ASC
protéines

adaptatrices

Inhibition des Caspase-1
caspases

Caspase-4
Modification Protéines a
post- domaine DD
traductionnelle
Inactivation de la Protéine
Gasdermine GSDMD
Stabilisation Flux ioniques
membranaire (K+)
Création de Macrophages
niches et

dissémination

Yersinia pestis

Vibrio
parahaemolyticus,
Pseudomonas
aeruginosa

Ralstonia solanacearum

Yersinia spp.

Yersinia spp

Shigella flexneri

E. coli

entérohémorragique

Shigella spp.

Diverses bactéries

Salmonella spp.

Réduction de I'acylation du
LPS

Empéchement de
I'oligomérisation de
NLRP3.

Interférence avec la
formation des "specks"
d'ASC.

Blocage de la maturation
de la caspase-1 et I'IL—1p.

Liaison spécifique et
blocage de l'auto-activation
(anti-pyroptose).

N-glycosylation des
protéines de I'n6te pour
bloquer la signalisation.

Action ubiquitine ligase :
ciblage et destruction de la
GSDMD via le protéasome.

Réparation des pores ou
inhibition des flux de
potassium déclencheurs de
NLRP3.

Induction d'une pyroptose
précoce pour s'‘échapper,
détruire les tissus et écarter
le microbiote.
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1. Echappement & ’immunité acquise

Les bactéries peuvent échapper a I’immunité acquise par plusieurs stratégies :
11.1. Empéchement de la reconnaissance

Certaines bactéries ont 1’aptitude d’empécher leur reconnaissance via deux mécanismes :
variation antigénique et inhibition de I’expression de CMH.

La variation antigénique, mécanisme utilisé par Salmonella typhi possédant la capacité de
modifier ses antigenes flagellaires, par inversion de segment d'’ADN en utilisant une recombinase.
Cette inversion change I'orientation du segment d'ADN, modifiant ainsi le géne qui sera exprimé.

La modification de I’expression de CMH est utilisee par les bactéries intracellulaires.

* Mycobacterium tuberculosis inhibe 1’expression des molécules du CMH classe 11 sur les CPA ; de
plus Mycobacterium tuberculosis inhibe ’activation de NF-kB, un facteur de transcription central
de la réponse immunitaire innée, la production de cytokines pro-inflammatoires et 1’expression de
molécules de co-stimulation impliquées dans la communication entre les macrophages et les
lymphocytes.

* Listeria monocytogenes diminue I’expression des molécules du CMH classe | rendant la cellule
hote ‘invisible’ aux lymphocytes T cytotoxiques. Paradoxalement, la diminution du CMH classe |
peut activer d'autres cellules immunitaires, comme les cellules NK, qui peuvent alors détruire la
cellule infectée. Cependant, Listeria a développé des mécanismes pour se protéger également de
cette réponse.

11.2. Modulation de la réponse humorale

Borrelia burgdorferi et Treponema pallidum s’échappent a la réponse immunitaire
adaptative en exprimant des Ag de surface peu immunogénes ; ce qui retarde la réponse des LB.

Certaines bactéries résistent a I’immunité acquise humorale en dégradant les anticorps. A
titre d’exemples : Pseudomonas possede des protéases dégradant les IgG. De méme, Neisseria,
Haemophilus et Streptococcus dégradent les IgAs. Ces deux isotypes (IgG et IgAs) sont dégradés
par les bacteroides et les capnocytophaga.

11.3. Modulation de la réponse cellulaire

La modulation de la réponse cellulaire est importante pour les bactéries a développement
intracellulaire. Certaines bactéries induisent un déséquilibre entre les deux phénotypes majeurs de
lymphocytes T helper (Thl et Th2). De plus, l'infection des macrophages par Mycobacterium
tuberculosis incite la production des cytokines anti-inflammatoire (IL-10 et TGFb). Ces deux

cytokines exercent une activité suppressive sur les LT.
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Relations Hotes- parasites

Cours 6 : Immunité anti-parasitaire

I. Introduction

Les parasites sont des étres vivants, animaux ou fongiques, passant une partie ou la totalité
de leur vie a la surface ou a I’intérieur d’un autre étre vivant: I’hote. Les parasites se classent selon
quatre criteres majeurs : localisation, taille, degré de dépendance métabolique et complexité de leur
cycle biologique. Selon leur localisation, les parasites peuvent étre soit des ectoparasites, qui vivent
a la surface de I’hote comme les poux et les tiques, ou des endoparasites qui colonisent I’intérieur
du corps comme le Taenia ou Plasmodium. La taille des parasites distingue les microparasites
unicellulaires a multiplication rapide chez 1’hdte, tels que les virus et protozoaires, des
macroparasites pluricellulaires comme les helminthes. Le degré de dépendance métabolique divise
les parasites obligatoires incapables de survivre sans hote, les facultatifs pouvant vivre libres mais
devenant parasites de fagon opportuniste, et les temporaires qui n’ont qu’un contact bref avec
I’hote. Enfin, la complexité de cycle biologique différencie les parasites monoxenes a cycle direct
sur un seul hote, comme I’oxyure, des hétéroxeénes qui requicrent plusieurs hotes ou un vecteur,
comme Plasmodium.

La majorité des infections parasitaires évoluent sur le mode chronique en raison de I'étroite
adaptation du parasite a son héte, ce qui suppose une relative inefficacité de la réponse immunitaire.
De nombreuses raisons peuvent expliquer la non efficacité de I’'immunité antiparasitaire: mosaiques
complexes d’Ag, produits inhibiteurs d’origine parasitaire, variation antigénique sous 1’influence de
la réaction immune etc... Ainsi dans la grande majorité des cas la réponse immunitaire ne permet
pas I'élimination compléte du parasite mais entraine une résistance acquise a la réinfestation
(leishmaniose, schistosomiase, paludisme). Dans d'autres cas, il n'apparait pas de résistance acquise,
le parasitisme persistant pendant de tres longues périodes (leishmaniose viscérale, ankylostome).
Dans certains cas enfin I'immunité est efficace et aboutit a I'élimination compléte du parasite

(leishmaniose cutanée).
Il. Immunité antiparasitaire

I1.1. Immunité humorale

Les anticorps jouent surtout un rdle pour les parasites extracellulaires

» Les anticorps lytiques en présence de complément éliminent le Plasmodium, les Trypanosoma

et les vers intestinaux.
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« Inhibition de la fixation du parasite par des anticorps neutralisants ayant la capacité de

protéger les cellules cibles en camouflant le site d’attachement du parasite a la cellule
(anticorps anti-mérozoites de Plasmodium).

« Les anticorps inhibant les capacités d’échappement du parasite phagocyté: ils empéchent le
passage du parasite de la vacuole dans le cytoplasme ou favorisent la fusion du phagosome et
des lysosomes (Toxoplasma, Trypanosoma).

= Activation de la phagocytose du Plasmodium et de Trypanosoma brucei par les anticorps
opsonisants.

« Les anticorps induisant une cytotoxicité Ac-dépendante: la membrane plasmique des
macrophages est pourvue de récepteurs pour le fragment Fc des IgG et des IgE, tandis que les
neutrophiles (pour les 1gG) et les éosinophiles (pour les 1gG et les IgE). Les parasites
suivants: Trypanosoma, Schistosoma, sont éliminés par ces cellules. Les éosinophiles agissent
plus sur les larves de trichines et les macrophages sur les microfilaires.

- Le récepteur Fce présent sur les macrophages, les éosinophiles mais aussi sur les plaquettes
interagit avec I'lgE complexee entraine la libération de médiateurs (enzymes lysosomiales, ions
superoxydes, monoxyde d’azote, proteines basiques etc.)

« Activation mastocytaire (IgE) pour les parasites intestinaux, hypersécrétion de mucus et

augmentation du péristaltisme.

11.2. Immunité cellulaire
L’importance de I’'immunité cellulaire varie d’un parasite a 1’autre, dépendant de la
localisation de I’agent pathogene dans 1’organisme, de son cycle évolutif et des caractéristiques de

ses antigénes périphériques.

Une immunité cellulaire particuliére a été décrite au niveau de 1’intestin. Ainsi, les cellules T
de I’intestin stimulées par les Ag vont produire des lymphokines accroissant la sécrétion muqueuse
des cellules caliciformes de 1’épithélium intestinal. Le résultat est une expulsion accélérée hors de

I’intestin des parasites (nématodes) grace au flot de mucus.

L’immunité cellulaire conduit généralement a la destruction des parasites présents dans les
macrophages ou a leur voisinage (Trypanosoma cruzi, Toxoplasma Gondii, Leishmania,

Plasmodium, Schistosoma).

Les LTc jouent un réle quand les Ag parasitaires sont exposés par CMH classe | sur la
membrane plasmique des cellules qui cachent I’agent pathogéne. De méme, I’immunité cellulaire
contre les hématozoaires du paludisme dans leur phase pré-érythrocytaire, a pour support les LT
CD8+ ; lesquelles seraient directement cytotoxiques pour Toxoplasma, Schistosoma, des amibes.

Certains lymphocytes Tyd pourraient inhiber la réplication extracellulaire du Plasmodium
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falciparum. Les NKT sont également actifs sur les infections a plasmodium. Dans le cas des
infections par Leishmania, Toxoplasma ou Trypanosoma, I’'immunité cellulaire dépend, chez la
souris, des LThl sécrétant I’I[FNy. En revanche les LTh2 produisant I’IL-3 et I’IL-4, peuvent

accroitre la susceptibilité des souris a ces infections.

Comme dans le cas des bactéries, le systétme immunitaire participe a la formation d’une
encapsulation. Il se forme autour des parasites une infiltration par des macrophages, puis il y a
constitution d’un granulome dont les cellules vont sécréter des substances fibrogenes sous
I’influence des lymphokines des lymphocytes T. Le résultat est une capsule fibreuse enfermant le
parasite (par exemple: ceufs de Schistosoma). Le TNF et I’'IFNy seraient trés importants comme

initiateurs de ces phénomenes.

Les mécanismes effecteurs associent, de fagon variée en fonction des parasites, la production
d’IgE, I’activation et le recrutement de mastocytes, d’éosinophiles et de lymphocytes. Dans certains

cas, des mécanismes Th1l peuvent étre impliqués aboutissant a une lyse des larves.

I11. Conséquences pathologiques de ’immunité antiparasitaire

Malgré l'intensité de la réponse IgE, une hypersensibilit¢ immédiate n’est que rarement
apparente et entraine exceptionnellement des manifestations graves (choc anaphylactique lors de la
rupture du kyste hydatique). Beaucoup plus fréquente est l'apparition d'auto anticorps et de

manifestations liées a I'existence de complexes immuns circulants.
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Cours 7 : Infestation par Plasmodium falciparum

I. Introduction

Le paludisme (malaria en anglais) est une parasitose due a des protozoaires unicellulaires du
genre Plasmodium, transmise par des moustiques du genre Anopheles (femelle en période
d’ovulation). Il existe de trés nombreuses espéces de Plasmodium (plus de 140), touchant diverses
especes animales mais seulement cing de ces especes sont retrouvées en pathologie humaine. I
s’agit de Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae et
Plasmodium knowlesi, parasite habituel des singes (macaques) d'Asie qui vient de passer chez
I'hnomme (tableau 7).

I1. Structure de plasmodium falciparum

Plasmodium falciparum contient un génome d'ADN de 22.8 Mb de longueur et est disposés
en 14 chromosomes. Comme il contient un complexe apical, qui correspond a un regroupement
d’organites au niveau du pdle apical de la cellule (microtubules, vacuoles, ainsi que des organites
sécréteurs spécialisés, les rhoptries, les micronémes et les granules denses) (figure 32).

Ses caractéristiques morphologiques varient considérablement selon I'étape du cycle de vie.
Les formes les plus pertinentes sur le plan clinique sont les formes de I'étape sanguine de P.
falciparum, notamment les mérozoites, les trophozoites de forme annulaire et les gamétocytes. Les
mérozoites ont un diametre d'environ 1.5 pm sur 1 um et produisent une grande vacuole, ce qui
donne aux cellules une apparence circulaire lorsqu'elles se développent en trophozoites (figure 33).

Les gamétocytes sont allongés et en forme de croissant, mesurant environ de 8 a 12um par 3 a 6um.

Apical Extrome
Palar Ring -3
;::g, | Misronemes
Rhoplries - e L ang
MAEBL | Surt
PPLE 1S | 2
Micromemes—folye0i%
| LsA4 i
f [ L343 <
Apicoplast- o 1 oot iepwite {_s_mp!
Nuchwus..
Mitochondria
2 Parasitophorous s
_ Vacuok
Ribosomes | cs .
SALSA ' .
Endoplasmatic ~ |t STARP .
reticulum '. LSA-S ) Surface 3
SPATR
‘ PxSR
Denge granuls PIEMP3 2
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Figure 32: Structure de Plasmodium .
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Tableau 7 : Comparaison entre les cing espéces pathogenes de Plasmodium.

Phase Incubation Formes cliniques Nombre de mérozoites
hépatique libérés chaque cycle
Plasmodium falciparum 55j 7-12 . Fiévre tierce (48h) de 16 a 32
(neuropaludisme)
Plasmodium vivax 84a9]j 11-13j. Fiévre tierce (48h) de 16 220
Plasmodium ovale 15j-4ans Fiévre tierce (48h) de 8216
Plasmodium malariae 15j 15-21j. Fiévre quarte (72h) de6al2
Plasmodium knowlesi / / Fiévre quotidienne /

I11. Cycle de vie

Le cycle de Plasmodium falciparum fait intervenir deux hétes : moustique anophéle femelle
et Homme (figure 34). Durant la prise d’un repas de sang, I’anophé¢le femelle (en période
d’ovulation) injecte a I’'Homme de la salive (empéchant la coagulation du sang) et des sporozoites :

si le moustique est infesté.
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Figure 34 : Cycle de vie de Plasmodium falciparum.
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I11.1. Schizogonie exo-érythrocytaire (hépatique)

D’abord présents dans le derme, les sporozoites rejoignent le sang puis le foie et pénétrent a
I’intérieur des hépatocytes. Le sporozoite peut utiliser plusieurs molécules pour reconnaitre ses
cellules hotes dont la Thrombospondin — Related Anonymous Protein TRAP et la CSP
(Circumsporozoite protein). Cette derniére interagit avec I’heparan sulfate proteoglycans des
cellules endothéliales, des cellules de Kupffer et des hépatocytes. Une autre molécule ‘phospholipid
scramblase’ interagit avec le carbamoylphosphate synthetase 1 situé sur la membrane des
hépatocytes (figure 35). Ces interactions permettent par la suite de libérer les molécules de

I’invasion dont la thrombospondin-related adhesive protein et les protéines associees aux rhoptries.
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Figure 35 : Marqueurs de surface des différentes formes parasitaires chez ’'Homme utilisés
pour I’invasion des cellules hotes et I’échappement au systéme immunitaire.

Suite a I’invasion hépatocytaire, s’ensuit alors un processus de reproduction asexuée par
schizogonie. Le noyau subit de nombreuses divisions, sans qu’il y ait accroissement de la taille de la
cellule. La forme multinucléée qui en résulte subit alors une division du cytoplasme. Cela aboutit a
la formation de mérozoites uninucléées a I’intérieur de 1’hépatocyte. La structure résultante est

appelée schizonte.

I11.2. Schizogonie érythrocytaire
La rupture du schizonte libére les mérozoites dans le sang, qui infestent les érythrocytes. Les

hématies infestées se transforment en trophozoites immatures (stade de I’anneau). Cette infestation
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dure environ 30 secondes et s’effectue en 5 phases qui se terminent par la formation de la vacuole
parasitophore ; Ca correspond a la maturation de trophozoite ou une reproduction asexuée par
schizogonie se déroule (figure 36).
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Figure 36 : Mécanisme d’invasion des érythrocytes par le mérozoite de Plasmodium falciparum.

En I’absence de traitement, tous les parasites évoluent progressivement au méme rythme,
tous les schizontes erythrocytaires arrivent a maturation au méme moment, entrainant la destruction
d’un grand nombre de globules rouges de maniére périodique. La périodicité de ces cycles dépend
de I’espece de parasite en cause, et coincide avec la multiplication des parasites et 1’éclatement des
globules rouges : c’est I’acces palustre. Ce dernier correspond aux cycles typiques alternant fiévre,
tremblements avec sueurs froides et transpiration intense.

Les cellules libérées peuvent alors participer a un nouveau cycle érythrocytaire entrainant
des épisodes de fievre avec une périodicité de 48 h (fievre tierce). Une partie des parasites au stade
anneau (en général environ 2 %) peut également subir un processus de différenciation, aboutissant a
la formation de cellules a potentiel de gamétocytes males et femelles. Ces derniéres restent en

circulation sanguine pendant 10 a 15 jours.

Dans certains cas, les globules rouges infectés peuvent obstruer les vaisseaux sanguins
irriguant le cerveau : c’est le neuropaludisme, souvent mortel. En effet, les hématies parasitées par
les stades trophozoites ageés et schizontes de P. falciparum ont, contrairement aux autres espéces, la
capacité de se fixer aux cellules endothéliales des capillaires (cerveau, avec risque de coma par
neuropaludisme, mais aussi reins, foie, poumons...). Ces formes matures sont donc absentes de la

circulation sanguine périphérique. Cette séquestration est due a des phénomenes d’adhérence
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cellulaire entre les hématies parasitées et les cellules endothéliales de ces capillaires. Cette cyto-

adhérence s’établit sous 1’effet d’interactions entre des récepteurs moléculaires plasmodiaux
présents a la surface des hématies parasitées (PFEMP1) et des récepteurs spécifiques des cellules
endothéliales (ICAM1) (figure 35).

Dans les régions ou le paludisme est hautement endémique, une partie de la population est
porteuse asymptomatique. Suite @ de nombreuses années d’infection chronique par le parasite,

certains individus tolerent sa présence et développent un état de prémunition.

111.3. Gamogonie

Lors d’une prise de sang, I’anophele femelle peut étre contaminée par les cellules a potentiel
de gamétocytes males et femelles. Ceux-ci vont, dans I’intestin de 1’animal, se transformer en
gameétes. Suite a la fécondation, le zygote obtenu devient un oocinete (ou ookinéte), une forme
mobile capable de franchir I'épithélium intestinal. Au niveau la lame basale de cet épithélium, un
ookyste a paroi épaisse se forme. C'est a l'intérieur de ce dernier que se déroule la méiose, puis une
série de mitoses par sporogonie (divisions nucléaires rapides, suivies d’une division du cytoplasme),
qui donne naissance aux sporozoites. Ces derniers, mobiles, migrent vers les glandes salivaires.
V. Réactions immunitaire anti-plasmodium

La pénétration de Plasmodium falciparum active le systtme immunitaire ; lequel répond par
le développement des réactions immunitaires humorale et a médiation cellulaire (figure 37). Ces
réactions immunitaires sont déclenchées dans des endroits bien précis : la peau, le foie et la

circulation sanguine (hématies).
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Figure 37 : Réponses immunitaires anti-Plasimodium

IVV.1. Au niveau de la peau
Chez un individu immuno-compétant, I’endommagement cutané infligé par une pigdre d'un
moustique stimule la dégranulation des mastocytes, entrainant le recrutement des neutrophiles et

plus tard des monocytes dans le derme et I'épiderme. Le taux de ces cellules est maintenu longtemps

Relations Hotes - Pathogénes 48



Master 1l Immunologie Dr. D. MESSAOUDI

si la salive du moustique contient des sporozoites. Bien que les neutrophiles puissent phagocyter les
sporozoites, la destruction des sporozoites par les neutrophiles dans la peau pourrait ne pas étre tres
significative ; et ceci a cause de 1’agaphéline. Cette derniére est une protéine inhibitrice de I’activité
des neutrophiles et est présente dans la salive de moustique. Il s’est avéré que suite a l'infection par
Plasmodium falciparum, la production de cette protéine augmente.

Les sporozoites se déplacent a une vitesse de 1 a 2 um/s a travers la peau, bien plus rapide
que les 0,1 um/s des cellules immunitaires de 1'hote. Ainsi, le parasite peut méme sortir de la peau
avant l'infiltration des neutrophiles, en particulier chez les personnes n‘ayant jamais contracté le
paludisme.

Outre la dégranulation des mastocytes, les sporozoites augmentent la motilité des cellules T
régulatrices cutanées et des cellules dendritiques, ce qui amene ces derniéres a les phagocyter. Dans
ce processus, les cellules T naives CD4+ et CD8+. Les cellules T CD4+ produisent des cytokines
pro-inflammatoires (IL-12, IFN-y et 1’iINOS) pour détruire les sporozoites ; entre autre, elles
cooperent avec cellules T CD8+ et les LB pour produire les anticorps spécifiques aux antigénes des
sporozoites. Les cellules T CD8+ quant a elles, attaquent les sporozoites et/ou les cellules infectées
par la sécrétion de cytokines (IFN-y et TNF-a), la libération de granules cytotoxiques, ou par
I'activation de la cascade de caspases médiée par Fas/FasL. Cependant, la fréquence élevée de
paludisme, surtout chez les nourrissons, suggére que la phagocytose par les DCs et I'activation
initiale des cellules T CD4+ et CD8+ ne sont pas assez rapides ou efficaces. Les adultes résidants
dans des zones endémiques de paludisme sont naturellement exposés a plusieurs infections, ce qui
conduit a l'acquisition d'une immunité. Cela est d0 a la présence principalement des cellules T
CD8+ et CD4+ acquises lors d'infections précédentes.

Chez un adulte ayant subi une infection sévere (habituellement dans une région endémique
de malaria) ou ayant été vacciné avec des vaccins a base de sporozoites, les anticorps IgG1 et 19G3
prédominent dans les réponses immunitaires médiées par les anticorps. Ces anticorps identifient et
se lient & la protéine circumsporozoitique (CSP) des sporozoites qui ont quitté le derme. La
neutralisation de ces protéines empéche l'invasion des cellules cibles. De plus, I’opsonisation des
sporozoites par ces Ac facilite la phagocytose et la destruction principalement par les neutrophiles;

cela réduit donc le nombre de sporozoites pouvant infecter le foie.

IVV.2. Au niveau de foie

Bien que la phase hépatique de I'infection soit asymptomatique, I'néte répond a la présence
des parasites en exprimant des interférons de type | et Il. Les facteurs de transription (IRF3 et
IRF7), issus suite a 1’activation de plusieurs voies de signalisation y compris les TLR endosomales,

activent la transcription et I'expression de I'lFN-a et de I'l[FN-f (IFNs de type I). Ces deux IFN se
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lient ensuite a leurs récepteurs localises au niveau des hépatocytes et des leucocytes pour activer les

génes stimulés par l'interféron dont le iNOS (figure 38).
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Figure 38 : Réponse immunitaire a médiation cellulaire (stade hépatique).

De nombreuses cellules dans le foie expriment les récepteurs pour les interférons de type I.
Pourtant, seuls les hépatocytes semblent indispensables pour reconnaitre les agents pathogénes, car
la suppression spécifique de ces récepteurs sur les hépatocytes, mais pas sur les macrophages et les
neutrophiles, a empéché l'induction des genes stimulés par I’IFN type 1. De plus, la multiplication
des sporozoites est inhibée dans les hépatocytes stimulés par I'IlFN-y en initiant une autophagie non
canonique, soulignant la contribution de I'IFN de type Il et non seulement de I'IFN de type I dans
les réponses immunitaires au stade hépatique.

Pendant l'infection au stade hépatique, la réponse médiée par I'IFN de type | entraine le
recrutement de lymphocytes, en particulier des cellules tueuses naturelles T (NKT), pour éliminer

les sporozoites, surtout lors de I'infection secondaire par les sporozoites.

IV.3. Au niveau de la circulation sanguine
Les mérozoites, libérés suite a la lyse des schizontes et des hépatocytes, peuvent activer les
cellules LTy, pour libérer des cytotoxines en particulier la granulysine. Il a été démontré que les

mérozoites sont sensibles a I’effet de cette substance.
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Les érythrocytes infestés liberent les mérozoites ainsi que les métabolites produits par ces
parasites (hémozoine, héme, pyrophosphate de (E)-4-hydroxy-3-méthyl-but-2-ényle (HMB-PP) et
le glycosyl phosphatidylinositol (GPI)) une fois éclatés. Outre I'activation par des cytokines (IFN-y)
produites par les cellules LTy3, les monocytes (qui ont la capacité de se transformer en
macrophages et en cellules dendritiques) peuvent aussi étre stimulés par I'hémozoine (fréeqguemment
associée a de I'ADN et de I'ARN plasmodiaux) et le GPI (pouvant également activer les cellules
NKT), via des TLR et des récepteurs a lectine. Cela conduit a la phagocytose, a la présentation
d'antigénes et a la sécrétion du facteur d'activation des cellules B.

Les neutrophiles actives peuvent également répondre aux infections par la phagocytose
dépendante du complément, la production d'espéces réactives de I'oxygene (ROS) et la formation de
piéges extracellulaires de neutrophiles. Suite a 1’activation des LB et des LT, les protéines des
parasites exprimées sur les mérozoites et/ou les érythrocytes infestés deviennent également
reconnaissables par des anticorps spécifiques pour l'opsonisation et la destruction. De plus, les
hématies infestés exprimant les protéines des parasites ont une flexibilité membranaire et une
viscosité cytoplasmique altérées et sont ainsi piégés dans la rate et éliminés par les phagocytes, en

particulier les macrophages (figure 39).
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Figure 39 : Role des différents anticorps dans la lutte anti Plasmodium.

V. Stratégies d’échappement de Plasmodium a la réponse immune

Deux processus génétiques participent a 1’échappement des parasites de plasmodium au
systeme immunitaire : il s’agit de la variabilité génétique et de polymorphisme génétique. Le
premier concerne les protéines exprimées a la surface des érythrocytes (ou variants de surface
antigénique (VSA)) qui sont codés par des genes ayant plusieurs copies au sein d’un méme génome
et induisant ainsi une variabilité intense (le taux de mutation estimé varie entre 2 et 18% par
génération). Le deuxieme mécanisme ou le polymorphisme génétique concerne quant a lui les genes

représentés en une seule copie dans le génome et dépend de 1’étendue des alléles disponibles et de
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la reproduction sexuée. Il contribue également au phénomene d’échappement immunitaire mais

dans une moindre mesure que les VSA.

Les sporozoites possédent la SPECT-1 et 2 (protéine microneme des sporozoites essentielle
pour la traversée cellulaire) et la PLP1 (protéine 1 de type perforine) responsable de la motilité
facile de Plasmodium a travers la barriére cutanée. Il a été rapporté que les sporozoites dépourvus
de ces deux protéines étaient bloqués dans la couche dermique de la peau et, ensuite, ingérés par les
phagocytes. Comme il a été démontré que les parasites du paludisme envahissent les cellules hétes
et augmentent l'expression de microARN polymorphes induisant I'apoptose des lymphocytes. Ils
suppriment egalement la réponse immunitaire de I'hdte en inhibant la phosphorylation de la kinase

N-terminale c-Jun (JNK) dans la voie de signalisation des TLR 2 des macrophages.
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Cours 8 : Infestation par Leishmania

I. Introduction

Les leishmanies sont des protozoaires intracellulaires obligatoires qui infectent les
phagocytes mononucléaires. Ce parasite induit 3 formes principales de la leishmaniose : la
leishmaniose viscérale, la leishmaniose cutanée et la leishmaniose cutaneo-muqueuse.

La leishmaniose cutanée, le plus souvent bénigne, se caractérise par des Iésions ulcérées ou
ulcéro-crodteuses, parfois trés nombreuses, localisées sur les parties découvertes du corps et qui
guérissent en genéral spontanément en laissant des cicatrices. Selon I’espéce infectante la
leishmaniose cutanée peut évoluer vers une forme cutanéo-muqueuse ou cutanée diffuse.

La leishmaniose viscérale, la forme la plus grave, se manifeste par de la ficvre, de ’anémie,
un amaigrissement, un gonflement du foie et de la rate et des ganglions lymphatiques. Elle est
mortelle en I’absence de traitement.

La forme et la gravité de la maladie dépendent de I'espéce de Leishmania infectante et du
statut immunitaire de I'hdte. En Algérie, les leishmanioses cutanée et viscérale sont les plus
répandue chez I’Homme.

I1. Epidemiologie

Six espéces majeures de Leishmania (L. tropica, L. major, L. donovani, L. infantum, L.
braziliensis et L. mexicana) existent a travers le monde. Cependant, en Algérie uniquement L.
major, L. infantum et L. killicki sont présentes. L’Algérie est le deuxiéme pays endémique de la
leishmaniose cutanée apres 1’ Afghanistan, avec 299 725 cas recenses entre 1982 et 2023. Les foyers
les plus importants se situent a M’sila, Biskra et batna. Le taux d’incidence de la leishmaniose est
passé de 115,40 cas pour 100.000 habitants en 2022 a 170,45 cas pour 100.000 habitants en 2023 a
M’sila.

I11. Structure

Leishmania posséde au moins deux types de morphologies différentes qui sont adaptés a
I'nbte ou au vecteur. En effet, I’amastigote est la forme aflagellée intracellulaire ; laquelle se
retrouve chez les hotes vertébrés (Homme, chiens, lézards ou rongeurs). Tandis que, le
promastigote flagellé mobile est la forme qui se retrouve chez le vecteur invertébré (phlébotome).
Toutefois, ce parasite réserve la méme disposition cellulaire de base avec un kinetoplaste antérieure

au noyau et un flagelle s’étend a partir de base de corps (figure 40).
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Figure 40 : Formes parasitaires de Leishmania.

V. Cycle de vie

IV.1. Cycle de vie de Leishmania chez ’Homme

Lors de la prise d’un repas sanguin, les promastigotes metacycliques de Leishmania sont
introduits par voie intradermique dans la circulation sanguine de I'héte vertébré par le phlébotome
infesté. Dans un court laps de temps, les neutrophiles sont recrutés sur le site de la piqlre de
phlébotome, ou ils engloutissent les promastigotes en leur fournissant un abri temporaire. Les
neutrophiles infestés ou parasites libres sont alors captés par des phagocytes professionnels (cellules
dendritiques et macrophages) qui migrent hors du site d'inoculation. Les promastigotes de
Leishmania survivent dans les vacuoles parasitophores ou ils se transforment en amastigotes et se
répliquent, finissant par surcharger la cellule infestée conduisant & la rupture. Les amastigotes
extracellulaires réinfectent les phagocytes locaux, entrainant des cycles d'infection ultérieurs (figure
41).

IV.2. Cycle de vie de Leishmania chez le phlébotome

Les amastigotes de Leishmania ingérés par le phlébotome se différencient en promastigotes
procycliques multiplicatifs, situés dans l'intestin moyen de l'insecte. Ils se différencient en
promastigotes nectomonades, un stade migratoire non-divisant se déplacant de la partie postérieure
de l'intestin moyen vers la partie antérieure ; ou ils se différencient en formes leptomonades, qui
reprennent la réplication. Les promastigotes leptomonades subissent ensuite la métacyclogenése, un
processus impliquant différentes étapes de modifications biochimiques et morphologiques qui
aboutissent a I'émergence de formes promastigotes métacycliques non réplicatives, hautement
infectieuses pour I'hote vertébré dont I’ Homme.

Les promastigotes leptomonas sécrétent un gel qui forme une obstruction physique dans
I'intestin, forcant le phlébotome a régurgiter des promastigotes métacycliques dans le derme de
I'ndte pendant le repas sanguin, ce qui joue un r6le clé dans la transmission du parasite aux
mammiferes.

Le cycle de transmission n’est complet que lorsque les promastigotes metacycliques sont

introduits a 1’hote via la piqure de phlébotome infeste.

Relations Hotes - Pathogénes 54



Master 1l Immunologie Dr. D. MESSAOUDI

Etape humaine

Etape du phiébotome Ll-rli'iul:-rl.l prend un repas de sang
'o' e ction de prowmastigotss dans 1z E Lesz promastigotes soni
peau)

Division dans fintestin et phagocytés par les macrophages

migr ation vers les trompes. ’,—l——'

® W

G
@< cmastigotes se transforment ay

stade promastipoles dans lNintesin,

o P

Les promastigotes =&
tranzforment en amastigoles
danz lez macrophages,

/ A
.l':#ﬁ-lﬁ-

o "‘l""\ll

Les amastigotes se mutipbent

dans les cellles (y compris les
\ﬁ_ﬂmtmphages ) de différents tissus,

Ingestion d'une nEIiub

parastes
Ingestion de maciophages
A = intective Stage ' _ o
ﬁl nligﬁﬂim Shﬂgﬂ . . . - - rmll.-il:nh.
Leishmaniose hatp: v dipd cdc govidpdx

Figure 41 : Cycle de vie de Leishmania.

V. Mécanismes d’échappements

Leishmania a la capacité d’entrer en toute sécurité dans les macrophages de 1'hote et de se
répliquer a I'intérieur des mémes phagocytes qui ont été recrutés pour le détruire. L'incapacité des
macrophages a tuer le parasite et a activer les cellules du systeme immunitaire adaptatif est le
résultat de I’aptitude du parasite a altérer plusieurs voies de signalisation clés chez I'néte. Ces
altérations rapides des voies de signalisation sont responsables premierement de l'inhibition des
mécanismes de destruction des macrophages qui sont déclenchés lors de la phagocytose de
particules étrangéres (par exemple, la production d'espéces réactives de I'oxygene); et
deuxiemement de l'inhibition des fonctions leishmanicides qui peuvent étre déclenchées en réponse
a des stimuli tels que les lipopolysaccharides (LPS) ou l'interféron-y (IFN-y) (par exemple, la

production d'oxyde nitrique).
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V.1. Echappement au complément

La glycoprotéine de surface gp63 abondamment exprimée au stade de promastigotes
métacycliques, favorise la protéolyse de C3b et sa conversion en molécule inactive C3bi, favorisant
ainsi 1’opsonisation et I’internalisation du parasite via le CR3. De méme, le lipophosphoglycan
(LPG), qui est fortement exprimé a la surface des promastigotes métacycliques, géne I’insertion du
complexe d’attaque membranaire (CAM). De plus, plusieurs autres effets ont été attribués a la gp63
(figure 42).
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Figure 42 : Effet de la glycoprotéine 63 de Leishmania sur les voies de signalisation de macrophage.

L. donovani, possede sur la face externe de sa membrane plasmique des protéines kinases

capables d’inactiver C3 et C3b par phosphorylation.

V.2. Résistance a la lyse intracellulaire

Le Lipophoshoglycan et la tartrate-resistant acid phosphatase présentes a la surface des
promastigotes de Leishmania retardent la fusion des phagosomes avec les lysosomes, inhibent la
flambée respiratoire et la production de I’anion superoxide dans les neutrophiles. Le LPG prévient

I’acquisition de la cathépsine D et la pompe proton-ATPase nécessaire a la maturation des vésicules
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de I’endocytose. De méme, le recrutement de LAMP-1 et Rab7 est retardé; par conséquent, la

maturation du phagosome est retardée.
Les promastigotes et les amastigotes de Leishmania sont également capables de résister
partiellement aux especes réactives de l'oxygene et de l'azote. En effet, I’expression de la

superoxyde dismutase, de la catalase est associees a la survie des leishmanies dans les macrophages.

V.3. Répression de la présentation antigénique
— séquestration intracellulaire des antigénes parasitaire apprétés

— internalisation et la dégradation des molécules du CMH de classe Il

— augmentation de la fluidité membranaire et la perturbation conséquente des radeaux
lipidiques des macrophages

V1. Mécanismes moléculaires des facteurs de virulence de Leishmania

Leishmania possede plusieurs une dizaine de molécules de virulence, et chacune d’entre elle

joue des roles distincts (tableau 8).

Tableau 8 : Facteurs de virulence de Leishmania et leurs effets

Name Description Role in host-parasite interactions
LPG Lipophosphoglycan Activates MAPK, disrupts lipid rafts, T TNF, T 1L, IL-6,
v TLR9, v recruitment of Syntaptotagmin V, NADPH oxidase
and V-ATPase to PV, scavenges ROS, T HO-1
GP63 Zinc-dependent metalloprotease Activates PTPs, p130Cas, Cortactin, Caspase 3 v miRNA-122,
v TNF, + IL-12, + NO, + mTOR, v AP-1
PKC-like Protein Kinase C ortholog * Parasite phagocytosis
ISCL Inositol phosphosphingolipid * Survival and replication
phospholipase C-like
Aldolase Fructose-bisphosphate aldolase Activates SHP-1, v acidification
MsrA Methionine sulfoxide reductase A T Resistance to ROS/RNI
ALO Arabino-14-lactone oxidase/vitamin C T Resistance to ROS/RNI, + IL-12, + TNF
biosynthesis
TXNPx Tryparedoxin peroxidase Detoxifies ROS/RNI, v NRAMP-1, Fe redistribution
Thioredoxin  ROS scavenging enzyme Stabilizes PTPs, v proinflammatory pathways
CPB Cysteine protease Activates PTPs, v activation, v NO
MIF Macrophage migration inhibitory factor  Activates MAPK, + apoptosis
ortholog

V1.1. Détournement de la voie de signalisation induite par la PKC
La voie de signalisation de la PKC est connue pour son réle clé dans la régulation des
fonctions activatrices de macrophage (exp IFN-y et TNF-a, production de NO et la flambée

oxydative).
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Le LPG de promastigote métacycliques bloque l'activité de la PKC. Cette inhibition est

obtenue grace a la liaison du LPG au domaine régulateur de la PKC qui contient les sites de liaison
pour le diacylglycérol (DAG), le calcium et les phospholipides. Les amastigotes, dépourvus de
LPG, sont également capables d'inhiber l'activité de la PKC dans les monocytes, suggérant que

d'autres molécules que le LPG peuvent egalement jouer un réle dans cet effet inhibiteur.

V1.2. Détournement de la voie de signalisation induite par JAK/STAT

La voie JAK/STAT est impliquée dans la prolifération, la différenciation, la migration et
I'apoptose cellulaires, ainsi que dans lactivation immunitaire. Cette voie est initiée par la
multimérisation des récepteurs, suivie de la transphosphorylation et de Il'activation des JAK,
conduisant finalement a la phosphorylation de STAT (un facteur de transcription).

Leishmania bloque également cette voie déclenchée en réponse a la stimulation par I'lFN-y,
évitant ainsi I'induction de NO. En effet, il a été rapporté que l'infection par les amastigotes de L.
donovani était capable de bloquer la phosphorylation de JAK1, JAK2 et STAT-1 induite par I'lFN-y
dans les monocytes humains. La phagocytose des promastigotes de Leishmania donovani par les
macrophages naives n'entraine l'activation d'aucune des trois MAPK (Erk1/2, JNK, p38). De plus, il
a été démontré que l'activation de plusieurs MAPK en réponse au LPS était inhibée dans les cellules

infectées.

V1.3. Effet sur la flambée respiratoire

Il a été démontré que L. donovani inhibe la flambée respiratoire dans les macrophages
infectés, et cette inhibition était en partie médiée par les molécules de surface du parasite, LPG et
gp63, impliquant l'inactivation de la PKC. En effet, le LPG des promastigotes de L. donovani est
également capable de bloquer I'assemblage de la NADPH oxydase a la membrane du phagosome
sans interférer avec la phosphorylation de p47(phox) et sa capacité a former des complexes avec
p67(phox). Cependant, les amastigotes de L. donovani ont montré qu'ils bloquent efficacement la
libération de 1’anion superoxyde en inhibant la phosphorylation de la p47(phox), ce qui entraine un
recrutement défectueux de p47(phox) et p67(phox) vers le phagosome.

Un autre mécanisme de détournement exercé par Leishmania est representé par son aptitude
de dégrader les facteurs de transcription (NF-xB et STAT — 1) responsable de la production des

cytokines.
VII. Immunité anti-Leishmania
Au cours de la réponse immunitaire contre Leishmania, plusieurs cellules peuvent intervenir

dont les mastocytes, les cellules phagocytaires (neutrophiles, macrophages, cellules dendritiques), et
les NK.
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VI1.1. Réponse immunitaire innee a l'infection par Leishmania

La réponse immunitaire est déclenchée au point d'entrée de I'agent pathogene. Lors de
Iinoculation de Leishmania dans le derme, les promastigotes interagissent avec les composants
sériques, activant le systeme du complément, a la fois par la voie classique et par la voie alternative.
L'opsonisation des formes promastigotes métacycliques par le complément est rapide et efficace,
entrainant la lyse d'environ 90% des parasites inoculés.

La salive des phlébotomes contient des exosomes, des microbes intestinaux et des molécules
qui ont diverses activités, notamment la vasodilatation, I'inhibition de la coagulation et des effets
immunomodulateurs. De plus, les promastigotes métacycliques de Leishmania induisent la
sécretion de MCP-1, CXCL1 et CXCL2, qui attirent a la fois les monocytes et les neutrophiles (role
essentiel dans I'établissement de l'infection). Les neutrophiles recrutés éliminent les parasites
Leishmania par phagocytose, production de radicaux libres oxygénés et libération de piéges
extracellulaires de neutrophiles (NET). Leishmania peut survivre transitoirement a l'intérieur des
neutrophiles en inhibant : la voie endocytaire et le stress oxydatif, et en retardant lI'apoptose des
neutrophiles. Les neutrophiles infectés sécrétent également de I'IL-8 et du MIP-1B, qui attirent
d'autres neutrophiles et d'autres cellules phagocytaires, favorisant la survie de Leishmania et la
pathologie (figure 43, section 2).

Les cellules résidentes, telles que les macrophages, les kératinocytes, les mastocytes et les
cellules de Langerhans, appelées sentinelles et présentes sur le site d'inoculation, expriment une
variété de récepteurs dont les TLR et déclenchent la phagocytose des micro-organismes et des
particules opsonisées. Ces cellules expriment également plusieurs récepteurs de cytokines et, avec
d'autres cellules tissulaires, produisent plusieurs chimiokines, déclenchant des cascades d'activation
de la réponse immunitaire innée et acquise. Entre autre, les macrophages peuvent se différencier en
macrophages M1 stimulant les réponses Thl et favorisant le contrdle de la maladie ou en
macrophage M2 favorisant la réponse Th2 et la progression de la maladie (figure 43, section 3).

Les cellules activées subissent plusieurs changements morphologiques et fonctionnels qui
conduisent a la phagocytose des parasites et au stress oxydatif. Aprés leur rencontre initiale avec les
neutrophiles, les parasites Leishmania sont phagocytés a la fois par les monocytes et les
macrophages, et les cellules dendritiques. De plus, les cellules dendritiques (DC) régulent les
réponses immunitaires contre Leishmania en migrant vers les ganglions lymphatiques de drainage
pour présenter I'antigéne dérivé de Leishmania aux lymphocytes T naifs. Les DC peuvent induire la
différenciation Th1l par la sécrétion d'lL-12 et d'lL-27, ou Th2 par le blocage de la sécrétion d'IL-12
(figure 43, section 4).

Les mastocytes participent a la progression de la leishmaniose en sécrétant de I'lL-4 et de

I'lL-13, favorisant ainsi les réponses Th2 et la survie du parasite (figure 43, section 1).
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Les cellules NK jouent un réle protecteur dans la leishmaniose en sécrétant de I'lFN pour

stimuler la réponse Th1l (figure 43, section 5).
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Figure 43 : Interactions de Leishmania avec les cellules immunitaires innées,
modulant leur phénotype et leur fonction, ainsi que les réponses immunitaires adaptatives.

VI11.2. Réponse immunitaire adaptative a I'infection par Leishmania
L'immunité cellulaire générée par une réponse Th1/Tcl est considérée comme un important

médiateur de la résistance a Leishmania. L'infection sous-cutanée par les promastigotes de L. major
favorisent une réponse protectrice, conduisant au développement de petites Iésions qui guérissent
spontanément, au contrdle de la réplication du parasite et a I'immunité contre la réinfection. D’autre
part, une réponse de type 1 mal modulée et exacerbée peut entrainer de graves lésions tissulaires et
la manifestation clinique de la leishmaniose. La leishmaniose cutanée causée par L. tropica et la
leishmaniose cutaneo-muqueuse causée par L. braziliensis et L. amazonensis se caractérisent par

des taux élevés de cytokines pro-inflammatoires, notamment I'lFN et le TNF.
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Cours 9 : Infestation par Trypanosoma

I. Introduction

Le genre Trypanosoma peut induire deux types de trypanosomiases: il s’agit de la
trypanosomiase africaine (maladie de sommeil) cause par T. brucei, et la trypanosomiase

américaine (maladie de Chagas) causée par T. cruzi.

I1. Trypanosoma brucei

11.1. Cycle de vie

Suite a une piqure d’une mouche tsé-tsé infestée, les trypomastigotes métacycliques sont
injectés dans la peau. Ces parasites se déplacent dans les circulations lymphatique et sanguine; et ils
se transforment en trypomastigotes lesquels migrent vers les organes et les tissus dans tout
I’organisme, y compris le liquide céphalorachidien. Ces protozoaires se multiplient par division
binaire dans la circulation sanguine et dans les autres liquides biologiques. Lors d’une piqure
ultérieure par le vecteur, les trypomastigotes de la circulation sanguine sont ingérés. A I’intérieur de
la mouche, ces parasites subissent une transformation en trypomastigotes procycliques lesquels se
multiplient par fission binaire dans I’intestin moyen. Les trypomastigotes procycliques quittent
I’intestin moyen et se transforment en épimastigotes (figure 44). Ces derniers subissent une
multiplication dans les glandes salivaires et se transforment en trypomastigotes metacycliques
(figure 45).
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Figure 44 : Formes parasitaires de Trypanosoma

11.2. Maladie de sommeil

La trypanosomiase africaine humaine (HAT), aussi appelée maladie du sommeil est une
parasitose transmise par un insecte vecteur : la mouche tsé-tsé ou glossine (figure 46). Elle est
causée par deux parasites : Trypanosoma brucei gambiense et Trypanosoma brucei rhodesiense
(figure 47).
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Figure 45 : Cycle de vie de Trypanosoma brucei

Le premier parasite est responsable de 92-97% des cas; il se trouve dans 1I’Afrique de
I’Ouest et le centre de 1I’Afrique. En revanche, le deuxiéme parasite est localisé dans I’ Afrique de
I’Est et le sud de I’Afrique ; et est responsable de 3-8% des cas de trypanosomiase africaine
humaine. Trypanosoma brucei gambiense provoque la forme aigue de la maladie ; tandis que

Trypanosoma brucei rhodesiense provoque la forme chronique.

Alle Abdomen Thorax [+1]] Proboscis

Figure 46 : Photo de la glossine (Mouche tsé tsé). Figure 47 : Schéma de Trypanosoma brucei gambiense.

Durant la premiere phase (lymphatico-sanguine) de la maladie, les trypomastigotes

métacycliques transmis par la glossine infectée se multiplient dans le systéme sanguin et
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lymphatique de 1’hote. Les signes cliniques correspondant a cette phase sont la fievre, les céphalées

et les douleurs articulaires.

Lors de la deuxieme phase (neurologique), les Trypomastigotes de la circulation sanguine
franchissent la barriére hémato-encéphalique et envahissent le systeme nerveux central. Le patient
présente alors des polyadénopathies, d’hépatosplénomégalie, des troubles du comportement, de la
coordination et du sommeil. Le cycle du sommeil est perturbé, ce qui entraine des acces de fatigue
le jour et des insomnies la nuit. Sans intervention, cette maladie s'avére mortelle. Effectivement, le
déces survient en raison d'une cachexie fébrile. Une personne peut étre infectée pendant des mois,
voire des années sans presenter de symptomes graves. Quand les symptémes sont attribués a la

maladie, celle-ci est souvent déja a un stade avance et le systéme nerveux central est atteint.

I1.3. Immunité anti Trypanosoma brucei

La co-injection des trypomastigotes métacycliques avec la salive de la glossine déclenche
une réaction immunitaire ; qui a pour but de prévenir le developpement des parasites. Ou les
cellules dendritiques, les macrophages, les kératinocytes et d’autres cellules et via leurs récepteurs
TLR détectent a la fois les molécules PAMPS et DAMPS aboutissant a la sécrétion des cytokines
pro-inflammatoires, les interférons de type I, les chimiokines, les radicaux libres oxygénés et les
peptides antimicrobiens.

Certains constituants de la salive de la glossine tel que Tsetse Antigen5 (TAg5) induit une

réaction d’hypersensibilité aigué (figure 48).
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Figure 48 : Modulation de la réponse immunitaire par les constituants de parasite et de la salive de la glossine.
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Au niveau du sérum immun, I’immunité innée anti Trypanosoma est assurée par un
complexe protéique semblable au complément ; il s’agit de facteurs trypanolytiques (TLF). Les
complexes TLF possedent les protéines HRP (haptoglobin-related protein) et APO-L1
(apolipoprotein L1). HRP permet la liaison a I’hémoglobine (Hb) ce qui assure I’entrée de TLF-1
dans les trypanosomes via I’interaction avec le récepteur TOHpHbR. En effet, Etant donné que les
trypanosomes présentent un déficit en biosynthese de I'neme et que I'néme ne peut pas diffuser a
travers la membrane des parasites, ils ont besoin d'absorber de I'neme exogene par le récepteur
haptoglobine (Hp)-hémoglobine (Hb) (HpHbR) situé dans la poche flagellaire des parasites. Apres
la libération de I'Hb par les érythrocytes détruits, celle-ci se lie a I'Hp, formant un complexe Hp-Hb,
qui peut étre reconnu par les cellules phagocytaires myéloides (cellules dendritiques,
macrophages/monocytes, neutrophiles) via CD163 et par le HpHDbR trypanosomal. Cela permettra
aux parasites d'acquérir et d'incorporer I'neme dans les hémoprotéines intracellulaires nécessaires a
une croissance optimale des parasites et a leur résistance a la flambée respiratoire des cellules hotes
(figure 49).

T. bruceiy

Figure 49 : Mécanisme d’échappement de Trypanosoma brucei rhodesiense

L’entrée de TLF-2 est indépendante de ce récepteur. Une fois les TLF entrés, I’APO-L1
génere des pores dans la membrane lysosomale, ce qui entraine I’entrée d’ions chlorure et d’eau du
cytosol vers le lysosome.

Pour compenser le déficit en ions chlorure dans le cytosol, une importation d‘ions chlorure
depuis le milieu extracellulaire est mise en place, conduisant a une augmentation de la pression
intracellulaire et au gonflement lysosomal induisant ainsi la mort du parasite. Ainsi, ApoL1 confere

une immunité innée contre ce parasite (figure 50).

T. b. brucei

Figure 50 : Mécanisme moléculaire de I’induction de la mort de Trypanosoma brucei par les facteurs trypanolytiques.
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* Conséquences pathologiques de I’'immunité anti Trypanosoma

Les trypanosomes possédent une glycoprotéine de surface variable (VSG) qui induit
I’apparition d’auto-anticorps anti-tryptophane like par réaction croisée et la synthese de TNFa.
Celui-ci favorise la différenciation des lymphocytes B et le passage des anticorps dans le systeme
nerveux central (SNC). Les anticorps anti-galactocérébroside (Galc) et anti-neurofilaments (NF)
sont dirigés contre les constituants du SNC, respectivement la myéline et le neurone. Ils causeraient
spécifiquement 1’atteinte neurologique. Il en résulte la méningo-encéphalite ou pan-encéphalite
trypanosomienne ou leucoencéphalite démyélinisante par rupture de la barriere hémato-

encéphalique.

11.4. Mécanismes d’échappements

L'organisation de la membrane superficielle est particulierement importante pour
contrecarrer & la fois les réponses immunitaires innée et adaptatives de I'hote.

Les trypomastigotes ont la capacité de sans cesse modifier le manteau de glycoprotéines qui
recouvrent leur surface par le processus de variation antigénique. Ce manteau est constitué
d’environ 10" copies identiques d’une glycoprotéine de surface appelée VSG (Variant Surface
Glycoprotein). Trypanosoma brucei possede un répertoire de plus de 1500 genes et pseudo-genes
codant pour les VSG (80-90% sur les 11 grands chromosomes, le reste sur les chromosomes
intermédiaires et les minichromosomes) et peut donc changer le variant exprimé a sa surface grace a
des remaniements dans le génome. Un seul variant de VSG est exprimé a la surface du parasite. De
plus, le VSG est une protéine tres immunogéne, ou son domaine N-terminal est tres variable et
contient les épitopes reconnus par les anticorps de 1’hote. Ces VSG a la surface sont recyclées
toutes les 12 minutes environ, ce qui permet d’internaliser et détruire les complexes VSG-anticorps
et de redistribuer des VSG libres a la surface. Des pics de parasitémie corrélés avec 1’apparition
d’un nouveau variant a la surface des parasites sont alors observés. En effet, la nouvelle population
n’étant pas encore reconnue par les anticorps circulants, le parasite peut se multiplier.

Cependant ce processus n’est pas suffisant pour s’échapper au systeme immunitaire de
I’hote. Effectivement, Trypanosoma a developpé des mécanismes de résistance aux facteurs
trypanolytiques TLF-1 et TLF-2 présents dans le sérum humain.

Le Gloss2, peptide immunorégulateur se trouvant dans la salive de la mouche Tsétse, inhibe
la sécrétion des facteurs trypanolytiques et des cytokines pro-inflammatoire (IFN-y et IL-6). De
plus, Trypanosoma brucei rhodesiense posséde une protéine de résistance au sérum humain (SRA,
serum resistance-associated protein). Le complexe contenant I'ApoL1 est absorbé par T. b. brucei
via un recepteur qui lie I'némoglobine et la protéine apparentée a I'haptoglobine (Hb-Hpr). Ensuite,
I’ApoL1 circule jusqu'au lysosome du trypanosome, ou le pH acide provoque un changement de
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conformation, conduisant a l'activation de la fonction de canal anionique dans l'extrémité N de

I'ApoL1. Finalement, la protéine SRA permet la neutralisation de APO-L1 en interagissant avec

cette derniére, ce qui entraine la survie du parasite dans le sang de 1’héte (figure 51).

TN /QQ\x

Figure 51 : Mécanisme d’échappement de Trypanosoma brucei rhodesiense.

Quant a Trypanosoma brucei gambiense, il exprime une glycoprotéine spécifique : TgsGP
(T. b. gambiense specific glycoprotein). Cette protéine exerce un mécanisme de résistance différent.
En effet, la protéine TgsGP renforce les membranes lysosomales en interagissant avec les lipides ce

qui empéche I’incorporation de APO-L1 dans ces derniéres.

I11. Trypanosoma cruzi

I11.1. Cycle de vie

Au cours d'un repas de sang, la triatomine (punaise) infectée libere des trypomastigotes
métacycliques dans ses selles pres du site de la morsure; lesquels pénétrent dans I'hote par une plaie
ou par des muqueuses intactes (conjonctive) (figure 52).

Figure 52 : Photo de punaise

A Tlintérieur de I'hdte, les trypomastigotes envahissent les cellules proches du site
d'inoculation, ou ils se différencient en amastigotes intracellulaires. Les amastigotes se multiplient
par fission binaire. Ensuite ils se différencient en trypomastigotes, puis sortent de la cellule et
entrent dans la circulation sanguine. Les trypomastigotes sanguins peuvent infecter les cellules de
divers tissus; la, ils se transforment en amastigotes intracellulaires et provoquent une infection
symptomatique. Dans la circulation sanguine, les trypomastigotes, contrairement aux trypanosomes
africains, ne se multiplient pas. La multiplication ne reprend que lorsque les parasites pénétrent dans

une autre cellule ou sont ingérés par un autre vecteur (figure 53).
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Figure 53 : Cycle de vie de Trypanosoma cruzi

La punaise s'infecte en se nourrissant de sang humain ou animal contenant des parasites
circulants. Les trypomastigotes ingérés se transforment en épimastigotes et se multiplient dans
I'intestin moyen du vecteur. Au niveau de l'intestin postérieur, ils se différencient en trypomastigotes

métacycliques infectieux, qui sont excrétés dans les selles.

I11.2. Maladie de Chagas

L’infection a Trypanosoma cruzi est caractérisée par une phase aiglie qui dure quelques
semaines, suivie d’une phase chronique le plus souvent asymptomatique et qui peut durer plusieurs
années. En effet, aprés une phase aigué suivant I’infection, la maladie évolue vers la chronicité chez
plus d’un tiers des personnes infectées. La phase chronique apparait aprés 10 a 20 ans d’infection.
Des lésions irréversibles peuvent toucher le cceur, 1I’cesophage, le colon, et le systéme nerveux
périphérique. Selon des études épidémiologiques 30% des personnes infectées souffrent
de symptémes cardiaques (cardiopathies chroniques), qui peuvent conduire a la mort subite.
Environ 10% des individus sont atteints de lésions chroniques de 1’appareil digestif et 3% des
personnes infectées ont des atteintes du systéme nerveux périphérique (troubles neurologiques).

Les traitements actuels provoquent des effets secondaires non négligeables et ne sont pas

efficaces pendant la phase chronique
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111.3. Immunité anti Trypanosoma cruzi

L'immunité innée, composée de phagocytes, en particulier de macrophages, de neutrophiles
et de cellules dendritiques, constitue la premiére ligne de défense a laquelle T. cruzi est confronté
lorsqu'il envahit un hote vertébré. En effet, ces cellules sont pourvues de TLR et de NLR, qui en
interagissant avec les molécules PAMP et DAMP aboutissent a la production de cytokines
impliquées dans la promotion de I'inflammation et dans I'activation d'autres cellules de défense au
niveau du site d'infection. Ces derniéres jouent un réle important dans la défense de I'héte.

Aprés une infection par Trypanosoma cruzi, les cytokines pro-inflammatoires et I'lFNy
produits par les NK, ainsi que les LT effecteurs, influencent I'état d'activation des macrophages. En
effet, I'lFNy peut activer les macrophages par la voie classique induisant ainsi la production des
intermédiaires microbicides et des espéces réactives de l'oxygene qui peuvent tuer Trypanosoma
cruzi, déclenchant une réponse polarisée de type I. Plusieurs antigénes parasitaires induisent
I'activation classique des macrophages: les glycoprotéines de type mucine ancrées au
glycophosphatidylinositol sont capables d'induire les macrophages stimulés par I'IFN- a produire du
NO. En revanche, I’IL-4 et I’IL-13 libérées dans les réponses de type Il induisent l'activation des
macrophages d'une maniere alternative.

Un autre élément important de l'immunité innée est le complément responsable de
I'opsonisation des agents pathogénes, de recrutement des cellules phagocytaires vers le site de
I'infection et de la destruction de I'agent infectieux.

L'inflammasome se compose généralement de trois éléments : des caspases inflammatoires
telles que la caspase-1, une molécule adaptatrice telle que I'ASC et une protéine capteur telle que la
NLRP3. L'inflammasome induit la sécrétion des cytokines inflammatoires IL-1 et IL-18 et dirige la
cellule héte vers des programmes spécifiques de mort inflammatoire programmeée appelés
pyroptose. Ces événements favorisent I'élimination des agents pathogénes dans les tissus infectés et
endommages, induisent une immunité adaptative et rétablissent I'homéostasie tissulaire. Dans le cas
de I’infestation par Trypanosoma cruzi, la reconnaissance de ce parasite se fait par les TLR, qui sont
activés a la suite de leur interaction avec des molécules pathogenes, et conduit a l'activation de
NODL1. Ce processus aboutit a I'assemblage et a l'activation du complexe inflammasome NLRP3 /
ASC / caspase-1, qui détermine le clivage de la caspase-1 et le processus de libération de la pro-IL-

1 vers la cytokine mature.

I11.4. Mécanismes d’échappements
La surface du parasite est recouverte de glycoprotéines de mucine, essentielles a la
protection contre la reconnaissance par le systéme immunitaire de I'nte, contribuant ainsi a

I'établissement de l'infection. Les amastigotes et les trypomastigotes sanguins expriment une
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mucine variable appartenant a la famille des mucines de T. cruzi (TcMUC). Ces mucines sont des

accepteurs de résidus d'acide sialique, qui sont transférés des glycoconjugués de I'h6te par trans-
sialidase.

En utilisant des glycoprotéines de surface, les trypomastigotes sanguins résistent a 1’action
lytique du complément en empéchant son activation. En effet, la CRP 160 (complement regulatory
protein 160 Kda) bloque les deux voies d’activation du complement (classique et alternative). Cette
protéine se lie @ C3b et C4b, interférant ainsi avec l'assemblage de la C3 convertase. Une autre
protéine : la claréticuline (TcCRT), inhibe la lyse induite par 1’activation de la voie classique. Cette
protéine se fixe sur C1qg et peut entrer en compétition avec les anticorps. La TcCRT inhibe de
maniére compeétitive la liaison du complexe (C1r-C1s) aux queues de C1q.

Trypanosoma cruzi induit la production des deux phénotypes Thl et Th2 chez les individus
infectés. Le taux de 'ARNmM de I'lL-10 est élevé chez les individus infectés par Trypanosoma cruzi,
ce qui suggere qu'un taux élevé d'IL-10 pourrait contribuer a la persistance du parasite, puisque I'lL-

10 est une cytokine suppressive capable d’inhiber les réponses immunitaires protectrices Thl.
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Relations HoOtes- virus

Cours 10 : Immunité antivirale

I. Introduction

Les virus se développent dans les cellules de 1’hote qu’ils infectent dont ils détournent le
métabolisme a leur profit. Les virus produits par ces cellules vont étre libérés par celles-ci, avec ou
sans lyse cellulaire, et vont infecter d’autres cibles cellulaires. En général, une ou plusieurs périodes
de virémie se produisent favorisant la dissémination de 1’infection. Les phases initiales des réponses
immunitaires antivirales sont en conséquence similaires a celles dirigées contre les bactéries a
réplication intracellulaire. De plus les virus déclenchent la production massive d’interférons qui

inhibent notamment la réplication virale.
Il. Immunité innée

Ce type d’immunité fait intervenir les interférons, substances glycoprotéiques capables
d’inhiber la multiplication intracellulaire des virus. La production des interférons de type | est
induite par I’interaction moléculaire entre les PRR dont les TLR, NLR, RLR avec les virus. Tandis
que, les interférons de type Il (interféron y) est induite par 1’interaction entre les Ag et les TCR des
lymphocytes T.

Les interférons protégent les cellules de l’infection virale en inhibant la synthése des
protéines virales, en bloquant I’initiation de la traduction des protéines virales et en inhibant la
pénétration, le bourgeonnement et la libération des nouveaux virions. Les interférons ont une
activité immunologique puisque ces molécules stimulent I’activité des NK et stimulent la synthese
et I’expression des molécules de CMH classe 1. Enfin, I’activité anti-proliférative des interférons est
assurée par I’inhibition de la croissance cellulaire.

Les interférons agissent également en augmentant 1’activité des cellules NK qui sont

cytotoxiques pour les cellules infectées par les virus.

[11. Immunité adaptative

I11.1. Immunité adaptative humorale

Les virus engendrent une réponse immunitaire humorale caractérisée par la production
d’anticorps :

Les anticorps neutralisants s’opposent au pouvoir infectieux du virus, soit par combinaison
avec les sites du virus responsable de sa fixation sur la cellule cible, puis de sa pénétration dans
celle-ci (exp : hémagglutinine du virus de la grippe). Ces anticorps ne sont pas actifs sur les virus
ayant déja infecté les cellules. Donc, comme leur apparition en réponse primaire demande plusieurs

jours, ils n’ont au maximum qu’un effet de prévention de la dissémination du virus du site de
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primo-infection a d’autres cellules. Les virus enveloppés sont sensibles a 1’action lytique des
anticorps en presence de complément. De méme, les cellules hébergeant les virus constituent la
cible de systéeme de complément ; qui peut étre activé soit par la voie alterne ou bien par la voie
classique en utilisant des anticorps cytotoxiques. Dans le méme contexte, les anticorps responsables
de la cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps implique la présence des cellules NK.
Toutefois, les anticorps opsonisants ont un effet néfaste en favorisant le parasitisme des phagocytes
par le virus (figure 54).

® CD4* and CD8* Tcells @ IgM antibodies IgG/IgA antibodies
Acute effector responses Virus-specific
{ - | o~
Primary — NCBn fmem?gq Decreased 4
viral load viral load

without
vaccination

Magnitude

J li "3
A Days " "Months” “ 4 Days

Primary infection Time post-infection Secondary infection or primary infection
or vaccination following vaccination

Figure 54 : Réponse immunitaire adaptative aux infections virales

11.2. Immunité adaptative Cellulaire

Généralement, I’immunité cellulaire contre les virus a un effet bénéfique pour 1’organisme,
mais peut parfois conduire & des effets indésirables. Elle fait intervenir les lymphocytes Thi,
sécrétant en particulier de I’IFNy et du TNFa qui augmentent I’expression des molécules de CMH
et activent les lymphocytes NK. L’interféron y synthétisé par les lymphocytes Thl se fixe sur son
récepteur a la surface des cellules cibles des virus. Cette fixation induit la synthese de protéines qui
brisent ’ARNm bloquant ainsi la synthése des protéines virales lorsqu’un virus pénétre dans la
cellule. Chez la souris, il a ét¢ montré que ’[FNy agirait en induisant la synthése d’une protéine
dénommeée Mx, inhibitrice de la réplication virale des virus A et B de la grippe par action au niveau
de I’ARN viral. Entre autre, les lymphocytes Th1 aident de plus les lymphocytes B a se différencier
en plasmocytes sécrétant des anticorps spécifiques. lls participent également a la différenciation des
lymphocytes T CD8+ en lymphocytes cytotoxiques qui tuent les cellules infectées par des
mécanismes requérant un contact étroit avec leur cible. En effet, la reconnaissance des peptides
antigéniques associés aux molécules CMH de classe | exprimés a la surface des cellules infectées
entraine une mobilisation rapide de granules contenus dans les LTc vers leur membrane. Aprés

fusion de ces granules avec la membrane plasmique, la perforine libérée du contenu granulaire crée

Relations Hotes - Pathogénes 71



Master 1l Immunologie Dr. D. MESSAOUDI

des pores dans la membrane de la cellule cible. Les granzymes des granules pénetrent dans la cible
par ces pores et entrainent une activation de I’apoptose et la mort de la cellule infectée.

Une voie alternative de lyse consiste en ’induction de I’expression de Fas Ligand par les
LTc, consécutive a la reconnaissance par leur récepteur T du complexe CMH classe I/peptide
antigénique. L’interaction de Fas Ligand avec les molécules Fas exprimées sur les cellules infectées
entraine la mort de ces dernicres également par activation de 1’apoptose.

Les lymphocytes Tc sont trés efficace mais présente 1’inconvénient de libérer des particules
virales matures lors de la lyse des cellules infectées et de détruire des cellules de 1’hote. Les
anticorps neutralisants empéchent les virus ainsi libérés de pénétrer dans de nouvelles cellules. La
perte des cellules infectées est compensée par les capacités de 1’hote a renouveler son patrimoine

tissulaire.
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Cours 11 : Mécanismes d’'échappement viral aux réponses immunitaires

I. Introduction

La coexistence des virus et des hdtes exerce une pression évolutive sur le systeme
immunitaire. L'h6te a développé un systeme immunitaire capable de répondre aux virus et aux
cellules infectées par ceux-ci. D'autre part, les virus ont développé plusieurs mécanismes d'évasion

immunitaire pour échapper au systéme immunitaire de I'héte.

I1. Mécanismes d'échappement

I1.1. Mutations

Les cellules infectées par un virus sont normalement reconnues et éliminées par le systéme
immunitaire. L'une des étapes clés de ce processus consiste a présenter les peptides viraux associés
avec les protéines de CMH classe I, ce qui permet aux cellules infectées d'étre détectées et détruites
par les lymphocytes T cytotoxiques (LTc).

Les mutations ponctuelles sont dues a I’absence d’activité correctrice de la polymérase
virale chez les virus & ARN. Ces mutations sont a 1’origine de I’adaptation a des hotes d’espéces
différentes, et a 1’évolution de la virulence des souches. Les mutations dans les geénes de
I’hémagglutinine et, dans une moindre part de la neuraminidase chez I’influenza virus sont a
I’origine d’une dérive antigénique, a I’origine des épidémies annuelles de grippe. Ainsi, 'immunité
acquise au cours d’une grippe n’est pas efficace sur les souches des années suivantes du fait de cette
dérive antigénique, ce qui explique les réinfections successives au cours de la vie d’un individu.

Le réassortiment génétique est un échange d’ARN entre deux virus lors d’une infection
mixte dans une cellule. Ce phénomene résulte en la production de nouveaux virions avec des
segments d’ARN provenant des deux virus parentaux, ce qui peut entrainer une cassure antigénique.
Cette cassure, impliquant des genes de I’hémagglutinine et de la neuramidase, introduit de
nouveaux virus sous-types dans la population humaine, rendant celle-ci susceptible a des pandémies

de grippe.
11.2. Interférence avec I'immunité innée

11.2.1. Echappement au complément

Certains virus expriment des protéines virales qui imitent les fonctions des protéines
régulatrices de complément. La glycoprotéine C du virus Herpes simplex — 1 entraine la
dissociation de la convertase C3 ; et la protéine de contrdle de complément sécrétée par le virus de
la vaccine et présentant une homologie avec les protéines régulatrices de complément est capable

d'interagir avec les protéines constituant la C3 convertase dont C3b etC4b.
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D’autres virus enveloppés tels que le virus de la maladie de Newcastle et le virus de la
vaccine sont capables d'incorporer les protéines régulatrices de complément dans leur enveloppe en
bourgeonnant a travers la membrane plasmique ou a travers les vacuoles intracellulaires.

Les cellules infectées peuvent également étre lysées le mécanisme de cytotoxicité cellulaire
dépendante des anticorps. Certains virus produisent alors des molécules qui se lient a la région Fc
des immunoglobulines de I'néte. De tels récepteurs codés par le virus (v-FCcRs) peuvent empécher
les 1gGs de neutraliser les virus libres et d'engager une activité dépendante des anticorps contre les
cellules infectees.

11.2.2. Echappement au NK

Les cellules NK sont généralement activées aux premiers stades d'une infection virale, avant
la génération d'anticorps et des LTc spécifiques au virus. Le ligand le plus important reconnu par les
cellules NK est le HLA-A et HLA-B associé au peptide antigénique. Cependant, lors de I’infection
virale, le complexe HLA classe | classique présente les peptides antigéniques viraux, entrainant
I'élimination de la cellule infectée par les cellules NK. Ainsi, les virus réduisent I'expression de
HLA-A et B a la surface des cellules infectées pour échapper a la réponse antivirale.

Les virus peuvent échapper aux réponses des cellules NK en augmentant I'expression de
I'HLA-E (molécule de CMH classe | non classique). Un épitope immunodominant dérivé de la
protéine p24 du VIH présenté par le HLA associé au HLA-E interagit avec des KIRs pour inhiber la
fonction des cellules NK. Les épitopes dérivés de la glycoprotéine UL40 du cytomégalovirus
humain, présentés aux cellules NK par les molécules HLA-E via le récepteur CD94/NKG2A,

protégent également les cellules infectées contre la destruction médiée par les cellules NK.
11.3. Interférence avec I'lmmunité Adaptative

11.3.1. Inhibition de la présentation antigénique

Le cytomeégalovirus humain exprime la protéine US6 dans la phase initiale de I'infection, ce
qui inhibe le transporteur TAP localisé au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique ; et
sa présence dans la phase tardive de la réplication virale limite la présentation des antigénes viraux

structurels tels que la glycoprotéine B.

Les HSV 1 et 2 encodent la protéine cytoplasmique ICP47, qui obstrue le site de liaison des

peptides dans TAP, bloguant ainsi la présentation des peptides viraux au CMH de classe 1.

11.3.2. Induction de I'apoptose ou suppression des cellules immunitaires
Les virus ont plusieurs stratégies distinctes pour empécher la mort des cellules hétes

infectées, y compris la production d'inhibiteurs de caspase, d'homologues de Bcl-2 ...
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Les virus peuvent également interférer dans la signalisation de la mort cellulaire au niveau
des récepteurs. A titre d'exemple, une protéine adénovirale est responsable de l'internalisation de
Fas présent a la surface des cellules infectées et sa destruction dans les lysosomes.

11.4. Evasion de la réponse immunitaire par la latence

L'état d'une infection virale non productive dans les cellules hotes est appelé latence. Les
virus peuvent échapper aux réponses immunitaires de I'hote, devenant latents et invisibles pour le
systeme immunitaire. Pendant la latence, les virus peuvent infecter des cellules hétes non
permissives ou semi-permissives et persister dans des tissus, tels que le cerveau, la rétine et les
reins. Ces cellules ne possedent pas les facteurs de transcription nécessaires a la réplication du
virus. Ainsi, le virus peut rester dans le cerveau, ou il est protégé par la barriere hémato-
encéphalique contre l'infiltration des lymphocytes. Ces cellules et tissus servent de réservoirs pour
les virus, qui sont résistants aux traitements.

Exemple : le virus Herpes simplex, responsable des boutons de fievre, infecte et se réplique
dans les cellules épithéliales, mais il peut également persister sous forme d'infection latente, avec
une faible expression genique virale dans les cellules nerveuses qui expriment peu le CMH. Aprés
certains stimuli, tels que I'immunosuppression, un traumatisme, le virus peut étre active et migrer a

travers les axones des neurones pour infecter les cellules épithéliales.
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Cours 12 : Infection par le Papilloma virus humain

I. Introduction

Le Papilloma virus humain (HPV) est un virus strictement épithéliotropes a tropisme
cutanéo/muqueux. Plus de 200 génotypes de HPV ont été identifiés au cours du dernier siécle et
regroupés en différents genres (Alpha-, Nu-/Mu-, Beta- et Gamma-papillomavirus) selon la
structure du génome viral et le tropisme pour les tissus épithéliaux humains. Le genre Alpha
comprend des génotypes qui ont été décrits comme causant le cancer, tandis que les infections par
les papillomavirus Béta et Gamma sont généralement asymptomatiques, mais les états
d'immunosuppression (greffe d'organe, infection par le VIH...) peuvent déclencher ces types pour
produire des papillomes cutanés ou augmenter la prédisposition au cancer de la peau.

Deux types d’HPV : faible et haut risque. Les HPV a faible risque (HPV6, 11) provoquent
des atteintes dermatologiques (verrues cutanées, condylomes génitaux, dysplasie cervicale) ; tandis
que les virus HPV a haut risque (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, et 59) induisent des
Iésions malignes (cancer du col utérin, cancer de I’anus, cancer du pénis). En effet, les verrues
cutanées (verrues vulgaires, verrues plantaires ou verrues planes) et les condylomes génitaux sont
causés par des HPV a bas risque. Ces verrues peuvent apparaitre sur les bras, le visage, les pieds, les
mains et les jambes a tout &ge, mais plus communément pendant I'enfance. Par contre, le
développement de lésions précancéreuses (néoplasies intraépithéliales) pouvant évoluer vers un
cancer invasif résulte d’une infection persistante par un HPV a haut risque. En effet, le cancer du
col utérin, du pénis et d’anus sont causés par les HPV 16 et 18 qui sont des virus a haut risque.

L’infection par I’HPV peut aboutir soit & une infection transitoire qui se termine par la
clairance virale en quelques mois (12 a 24 mos) ; soit a une infection persistante qui peut durer
plusieurs années et qui est le résultat de I’incapacité de systéeme immunitaire a éliminer le virus.
Généralement, la persistance de I’infection aboutit au développement des lésions de bas grade
(dysplasie cervicale) qui peuvent évoluer a des Iésions de haut grade et enfin a un carcinome invasif
(figure 55).

Normal T — Cancer

de bas gmde de haut grode

Figure 55 : Aspects macroscopiques des Iésions de col utérin
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I1. Structure de Papillomavirus humain

Les HPV sont des petits virus de 55 nm ; et ils sont les seuls représentants de la famille des
Papillomaviridae. Le génome de ces virus est protégé par une capside protéique de symétrie
icosaédrique (72 capsomeres) non enveloppée. C’est un ADN double brin circulaire d’environ
8000 paires de bases, enroulé sur lui-méme, et structuré en trois régions (figure 56):

* La région précoce (E) encode des génes nécessaires au cycle viral et jouant un réle important
dans la transformation cellulaire (E1, E2, E4, E5, E6 et E7). L'expression de E6 et E7, ainsi que de
El, E2, E4 et E5, est essentielle pour la réplication du génome viral et la synthese et la libération
des virions, mais ils jouent également un role clé dans la transformation cellulaire

* La région tardive (L) encode les protéines de la capside L1 et L2 qui sont les constituants de la
capside. La protéine L1, a fort potentiel immunogeéne, est utilisée dans le développement des
vaccins.

* La région de contrdle longue (LCR), est une région non codante contenant l'origine de
réplication et les sites de liaison des facteurs de transcription qui contribuent a réguler la réplication
de I'ADN en contrdlant la transcription des genes viraux.

Le virus est trés résistant aux modifications de pH et de température, ce qui favorise sa

persistance dans le milieu extérieur.

URR: origin of replication, E6 E7 E1: Viral DNA replication and transcription
transcription factor-binding URR
sites and gene expression E2: Viral DNA replication, apoptosis,

control transcriptional repressor of EG/E7

L1: Major capsid protein E4: viral DNA replication

E5: cell proliferation, alteration of signaling
L2: Minor capsid protein HPV16 E1 pathways (EGFR), immune recognition ( MHC)
dsDNA and apoptosis

7906 bp

E6: p53 degradation, alteration of cell cycle
regulation, apoptosis resistance chromosomal
instability and cell immortalization (TERT)

E7: pRB degradation, re-entry into S-phase cell
cycle, p16 realize and overexpression,
chromosomal instability

Figure 56 : Structure de I’HPV 16 et les protéines virales.

III. Cycle d’infection

Le cycle de vie de ’'HPV commence par l'infection de la couche basale a travers des
microtraumatismes qui compromettent la barriere épithéliale.

Suite a un microtraumatisme générant une breche dans I'épithélium cutané ou muqueux, le
virus pénetre dans l'organisme puis se multiplie dans les cellules basales de I'épithélium. Au niveau

du col utérin, la cible préférentielle du virus est la zone de jonction entre épithélium malpighien et
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épithélium glandulaire située a l'orifice du col (figure 57). Cette région est particuliérement sensible
a l'infection chez les femmes jeunes car les cellules s'y répliquent activement.

Le génome du HPV est maintenu & un faible nombre de copies dans les cellules basales de
I'épithélium, de I'ndte infecté. Il peut soit se multiplier, soit persister sous forme épisomale, ou
s'intégrer au génome cellulaire. Lors de la différenciation des cellules épithéliales, le virus se
réplique a un nombre éleve de copies et la multiplication virale suit la différenciation des cellules de
I'épithélium au cours de leur ascension vers la surface : seules les cellules des couches
superficielles, tres différenciées, contiennent des virions complets exprimant les génes de la capside
(L1 et L2). La desquamation et la lyse de ces cellules vont permettre la diffusion du virus (figure
58).

Falloplan tube

A

Figure 57 : Structure de I’appareil génital de la femme.

Normal cervix Squamous intraepithelial lesion Invasive cancer
L Low grade High grade
Cervical intraepithelial neoplasia
Grade | Grade 2 Grade 3 !

Figure 58 : Développement de la dysplasie vers le cancer invasif.
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Les cellules sont modifiées par la présence du virus, avec un noyau de grande taille et une
vacuole contenant les particules virales. Cet effet cytopathique est appelé koilocytose. Il est
caractéristique de I'infection a papillomavirus. Les papillomavirus sont présents dans 80 a 100% des

cancers du col de I'utérus.
V. Réponses immunitaires aux infections au Papilloma virus humain

Le rble des réponses immunitaires, cellulaires et humorales, est crucial pour déterminer si
une infection par le HPV progresse vers des lésions précancéreuses ou un cancer. Le HPV stimule
tres peu le systeme immunitaire pour plusieurs raisons dont les plus principales sont :

e pas d’infection ni de multiplication dans les cellules présentatrices d'antigénes situées dans
I'épithélium (Les HPV sont strictement épithéliotropes. Ils infectent les cellules basales,
mais les particules virales, fortement immunogenes ne sont produites que dans les couches
les plus externes de 1’épithélium, a distance des cellules pouvant présenter les antigénes
viraux aux cellules immunocompétentes).

e pas de lyse des kératinocytes

e pas de viremie (La majorité des protéines virales synthétisées dans la cellule infectée sont
des protéines nucléaires, non sécrétées et ne stimulant donc pas le systeme immunitaire).

e Dans I’épiderme, ce sont les cellules de Langerhans qui peuvent capter les particules virales
et présenter les antigénes viraux aux cellules immunocompétentes. Or, il a été démontré que,
contrairement aux cellules dendritiques situées dans le derme ou le chorion, les cellules de
Langerhans ne sont pas activées par les particules virales de HPV 16;

e La protéine E6 inhibe [’interaction entre les cellules de Langerhans et les cellules
épithéliales, ce qui pourrait contribuer a la déplétion en cellules dendritiques observée dans
les épithéliums infectés par HPV.

e Les protéines E6 et E7 bloquent la production d’IFN de type I et la réponse a celui-Ci par les
cellules infectées

e La protéine E5 inhibe le processus de présentation de 1’antigéne.

IV.1. Immunité innée

Les cellules impliquées dans la réponse immunitaire innée contre le HPV sont les cellules
NK, qui sont généralement présentes dans les lésions associées au virus et les lésions pré-
néoplasiques. Cependant, une résistance des cellules des lésions cancéreuses aux NK et une

diminution d’activité de ces derniéres sont observées.
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IV.2. Immunité adaptative

Les LT, en particulier les LT cytotoxiques, dont le rdle est I'élimination des cellules
infectées par le virus et la régression des lésions causées par l'infection. L'activation des LThl
permet une meilleure réponse contre I'infection virale. Cependant, dans les infections avancées chez
les femmes, I'activation des Th1 peut étre neutralisée par I'augmentation de la sécrétion du récepteur
de I'lL-2 ou par une réorientation vers les LTh2. Bien que chez les hommes, la réponse cytokinique
médiée par les cellules Thl (INF-y et IL-2) était associée a I'élimination naturelle du virus. De
méme, le taux de LTh et de LTc dans les Iésions cervicales utérines est plus faible par rapport a
celui observé dans le cancer ; qui a son tour présente un taux bas de ces deux cellules par rapport au
contenu de I'épithélium normal (lésions cervicales utérines < cancer <épithélium normal).

La progression de la maladie cervicale est associée a une augmentation du nombre des LT
régulateurs (FoxP3, CD25+) et une diminution des LT (CD8+, CD4+). Cependant, il n’y a pas de
données concernant la présence des LT régulateurs au cours de développement des cancers anal,
oral et pénien chez les hommes.

Au cours de [Dinfection naturelle, les anticorps neutralisants, spécifiques de type,
n’apparaissent que chez environ la moitié des sujets infectés ; ils sont produits de maniére retardée,
de quatre mois a cinq ans apres I’infection, et les titres d’anticorps restent faibles. De plus, les
anticorps anti-protéines précoces de I’HPV sont générés lors de l'infection virale, et ces anticorps
sont suggerés comme étant importants en tant que marqueurs du degré des Iésions du col de l'utérus.
A cet égard, chez les femmes, les anticorps anti-E6 et E7 sont associés au cancer du col utérin
(CC), les anticorps anti- E4 et E7 sont associés au néoplasie intraépithélial cervical de grade 3 et au
cancer du col utérin (CIN3/CC), et les anticorps anti-E4 sont associés au CIN1-2. Il existe peu
d'informations sur les anticorps anti-protéines précoces de ce virus chez les hommes. Cependant,
une forte présence d'anticorps anti-E4 est détectée dans l'uretre et liée a la présence de I'ADN de
I’HPV16. D'autre part, le taux des anticorps anti-E7 est considérable lorsque l'infection par le
VPH16 est présente dans le pénis.

La réactivation de virus peut survenir dans des situations modérées (état ménopausique,
vieillissement) a des situations immunosuppressives pertinentes (greffe d'organe) avec ou sans

influence hormonale.
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Cours 13 : Infection par le virus T-lymphotropique humain

|. Historique

Quatre sous-types principaux de virus T-lymphotropique humain (HTLV) ont été identifiés :
HTLV-1, HTLV-2, HTLV-3 et HTLV-4. Le virus HTLV-1, premier oncorétrovirus exogene
découvert chez I’Homme, a été isolé aux Etats-Unis, dans le laboratoire de R. Gallo en 1980 & partir
d’une culture de lymphocytes T CD4+. Ces cellules provenaient du sang périphérique d’un patient
souffrant de leucémie/lymphome T de I’adulte (ATLL), considérée initialement comme un
lymphome T cutané avec une phase leucémique. De fagon indépendante, un virus identique fut isolé
en 1982 par Yoshida et ses collaborateurs au Japon. Par la suit, et 2005, les deux virus HTLV-3 et
HTLV-4 ont été isolé¢ dans I’afrique

Il. Transmission

La transmission de ce virus s’effectue principalement par voie sanguine ; cependant,
I’infection est faible du fait d’une charge virale circulante trés basse, et d’une transmissibilité
associée uniquement aux cellules. Le plasma et ses dérivés ne sont pas contaminants. En
transfusion, la transmission est directement liée a la survie des lymphocytes dans le produit sanguin,
avec 87% de transmission quand le dérivé est conservé moins de 4 jours, et 0% apres 14 jours. La
transmission sexuelle a été mise en évidence par la détection du HTLV-1 dans les cellules T du
liquide séminal de porteurs du virus. Le risque est plus important pour la femme (50%) que pour
I’homme (0,1%). Enfin, la transmission verticale de la mére a 1’enfant est essentiellement liée a
I’allaitement. Le risque de transmission est de 20% aprés 6 mois d’allaitement, mais varie avec la

charge virale maternelle et avec la durée de I’allaitement.

111. Structure

Le HTLV est un virus enveloppée de 80 a 110 nm de diamétre. 1l contient deux molécules
d’ARN monocaténaire identiques denviron 9 kb associées a des nucléoprotéines (pl5) et des
enzymes Vvirales (transcriptase inverse, RNase H, protéase, intégrase). Ces molécules sont
recouvertes par la capside (p24) elle-méme entourée par la matrice (pl19). L'enveloppe est
constituée d'une bicouche lipidique d'origine cellulaire a laquelle deux glycoprotéines virales

externes, gp46 de surface (SU) et gp21 transmembranaire (TM), sont associées (figure 59).
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Figure 59 : Structure de Virus T-lymphotrope Humain de type 1 (HTLV-1).

La séquence du provirus HTLV-1 contient un promoteur dans sa partie 5’ et des cadres
ouverts de lecture (ORF) permettant de coder les protéines de structure (Gag, Env) ou possédant
une activité enzymatique (Pol, Pro). Cependant, HTLV-1 posséde aussi dans la partie 3* de son
génome plusieurs ORF permettant de coder des protéines régulatrices (Rex, Tax) ou auxiliaires
(p12, p13, p30). Le LTR3’ constitue aussi un promoteur viral qui permet de transcrire, a partir

d’une ORF dite « antisens », I’ARNm codant une protéine régulatrice, HBZ (figure 60).
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Figure 60 : Organisation génomique des HTLV-1 et HTLV-2.

V. Cycle et mécanisme moléculaire de la transmission viral

IV.1. Cycle viral

Le HTLV-1 infecte principalement les LT CD4+, mais aussi les LT CD8+, les lymphocytes
B, les cellules endothéliales et les fibroblastes. Le HTLV-2 cible préférentiellement les LT CD8+.
Le HTLV-1 se lie aux protéoglycanes héparane sulfate (HSPG) et a la neuropiline-1 (NRP1) pour la
fixation initiale, tandis que le transporteur de glucose 1 (GLUT1) facilite la fusion membranaire et
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I'entrée. Le HTLV-2, bien qu'il dépende également de la NRP1 et du GLUT1, n'utilise pas les
HSPG.

IVV.2. Mécanisme moléculaire de la transmission viral

Aprés I'entrée du virus dans la cellule héte, I'ARN viral est rétrotranscrit en ADN double
brin, qui s'intégre dans I'ADN chromosomique de I'hdte. Le HTLV-1 se transmet principalement par
contact direct de cellule a cellule plut6t que par la diffusion de particules virales libres ; et ceci suite
a I'établissement du contact cellule a cellule. Les protéines structurales de HTLV-1 (Gag et Env)
sont redistribuées au sein de la cellule infectée, conduisant a la formation d'une interface spécialisee
pour la transmission virale connue sous le nom de synapse virologique. La formation de cette
derniére est facilitée par les interactions entre la molécule d'adhésion intercellulaire-1 (ICAM-1) et
son ligand, I'antigéne-1 associé a la fonction lymphocytaire (LFA-1). L'engagement de I'lCAM-1
active la voie de signalisation MEK/ERK, favorisant la polarisation du centre organisateur des
microtubules (MTOC) vers la synapse virologique. La protéine régulatrice virale Tax joue un réle
crucial dans ce processus en améliorant la polarisation du MTOC et en modulant I'expression de
I''CAM-1.

La protéine p12 se fixe aux sous unités et y du récepteur de I’IL-2 au niveau de réticulum
endoplasmique (ER), empéchant leur transport a la membrane plasmique.Cela conduit a la
phosphorylation de STAT5, favorisant la prolifération cellulaire. De plus, la p8 issu du clivage de la
p12 migre vers la surface cellulaire ou elle augmente I'adhésion des cellules T par le regroupement
de marqueur de surface (LFA-1) et favorise la formation de contacts intercellulaires.

Le HTLV-1 ne médie pas la fusion directe de la membrane plasmique au niveau de la
synapse virologique. Au lieu de cela, les particules virales bourgeonnent de la cellule infectée et
fusionnent ensuite avec la cellule cible a travers cette interface.

En plus de la transmission directe de cellule a cellule médiée par les synapses virologique, le
HTLV-1 s'accumule au sein de structures extracellulaires de type biofilm a la surface des cellules
infectées. Ces agrégats riches en glucides, composés de collagéne et d’autres molécules peuvent
servir a concentrer les particules virales dans une zone confinée, augmentant ainsi la probabilité

d'infecter des cellules cibles susceptibles.
V. Maladies associées a PHTLV- 1

L’infection par le HTLV-1 est associée a deux pathologies : la leucémie T de 1’adulte (ATL)
et la paraparesie spastique tropicale (TSP) ou myélopathie associée a HTLV-1 (TSP/HAM). Ces
pathologies peuvent apparaitre 20 a 60 ans apres la contamination. Le HTLV-1 est également

impliqué dans diverses maladies inflammatoires, y compris lI'uvéite, la polymyosite et l'alvéolite.
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Des cas de TSP/HAM ont été décrits chez des patients infectés uniquement par HTLV-2, et

de trés rares cas de proliférations CD8 ont été associés a HTLV-2 chez des patients coinfectés par le
VIH. Aucune pathologie n’a pour le moment été rattachée aux virus HTLV-3 et HTLV-4.

V.1. Leucémie T de ’adulte
La leucémie T de I’adulte (ATL) correspond a une prolifération monoclonale des LTCD4+
activés. Elle n’est observée que chez 1 a 5 % des sujets infectés par le virus HTLV-1, avec une
prédominance masculine et un 4ge moyen de 40 a 60 ans. Les symptémes sont variables, et souvent
compliqués de I1ésions de la peau, d’une hypertrophie des ganglions lymphatiques, du foie ou de la
rate.
Quatre formes cliniques sont décrites :
o forme aigué leucémique (50 % des cas) de tres mauvais pronostic avec une survie inférieure
a 1 an. C’est un cancer trés agressif, d’évolution rapide, résistant a la chimiothérapie, qui emporte
généralement le malade en moins d’un an.
e forme lymphomateuse (25 %),
e forme chronique (20 %) et,
e forme atténuée ou indolente dite smoldering, caractérisée par des lésions cutanées

d’évolution lente mais pouvant évoluer vers une forme chronique ou aigué.

V.2. Myélopathie/paraparésie spastique tropicale associée au HTLV-1

La myélopathie/paraparésie spastique tropicale associée a ’HTLV-1 (HAM/TSP) affecte <
2% des porteurs de HTLV-1; et elle est plus fréquente chez la femme. Cette maladie est
caractérisée par une faiblesse des membres inférieurs, des troubles urinaires et des problémes
sensoriels. L’HTLV-2 peut causer un trouble similaire.

Le virus colonise les LT sanguins et les LT du liquide céphalorachidien et les macrophages.
Ces cellules infiltrent les zones périvasculaires et le parenchyme médullaire induisant ainsi une
inflammation de la moelle épiniére ; laquelle évolue pendant plusieurs années aprés le début de
symptdémes neurologiques, provoquant une dégénérescence des cordons latéraux et dorsaux. La

myéline et les axones des cordons ventraux sont également atteints.
V1. Réponse immunitaire anti-HTLYV et mécanisme d’échappement

L’infection par le HTLV induit une dérégulation du syst¢eme immunitaire. En effet, 'ATL
est souvent associée a une suppression immunitaire sévere et a des infections opportunistes. Ceci est
attribué a I’augmentation de la fonction des cellules Treg en synergie avec la production d'IL-10 et
de TGF-b. Tandis que la HAM/TSP est accompagnée d'une inflammation chronique due d’une part,

a I’expression de FoxP3 ainsi que le taux des deux cytokines anti-inflammatoire sont diminués ;
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d’autre part a la prolifération spontanée avec une production accrue de cytokines pro-
inflammatoires et neurotoxiques telles que I'IFNy, le TNF-o et I'L-1, qui se trouvent en
concentrations élevées dans le liquide céphalo-rachidien. Le pronostic des ATL est toujours
péjoratif, avec des médianes de survie respectivement de 6, 10 et 24 mois pour les formes aigués,
lymphomateuse et chronique.

L’'infection par le HTLV-1 réduit la phosphorylation des facteurs de transcription dans la
cascade de signalisation de I'IFN, et les protéines virales Tax et p30 peuvent réguler des facteurs de
transcription cellulaires inhibant la réponse a l'interféron.

Le titre d'anticorps dirigés contre les protéines virales est significativement plus élevée chez
les sujets ayant une myélopathie progressive démyélinisante que chez les patients asymptomatiques
ou atteints d'ATL. Les principaux épitopes reconnus par les IgG et les IgM sont portés par les
protéines codées par les genes gag, env et tax.

La réponse cellulaire T cytotoxique est importante chez les sujets atteints de TSP/HAM. Au
cours de cette maladie, I'épuisement en LTc est associe a I'activation immunitaire chronique. Ainsi
la déplétion des LTc accélére I'infection primaire par le HTLV-1. La principale cible des LTc est la
protéine virale Tax, mais d'autres épitopes peuvent étre reconnus notamment au niveau de
I'enveloppe virale.

Le HTLV-1 persiste principalement par la proliféeration des cellules infectées. En effet, la
P12 se lie au récepteur de I’'IL2 dans une région critique pour le recrutement de JAK1 et JAKS, et
I'interaction de p12/p8 avec I'lL-2R immature entraine une augmentation de la phosphorylation du
facteur de transcription (STATDS) et de I'activité de liaison a I'ADN et diminue les besoins cellulaires
en IL-2. De plus, la liaison de p12 a I'lL-2R permet aux cellules T de proliférer non seulement avec
une quantité moindre d'IL-2, mais aussi avec une stimulation antigénique sous-optimale, offrant un
avantage prolifératif aux cellules infectées par le HTLV-1. De plus, la p12 interagit avec les chaines
a de CMH-I, et empéche leur interaction avec la B2 microglobuline (B2m) conduisant a sa
dégradation par le protéasome et a une diminution de I'expression de CMH-1 a la surface cellulaire.
D’autre part, la p12 induit également la libération de calcium du RE en se liant a la calréticuline et a
la calnexine. La libération de Ca ®* inhibe la liaison de la calcineurine au facteur de transcription
NFAT, empéchant sa déphosphorylation, sa translocation nucléaire, I'induction de I'expression de
I'IlL-2 et I'activation des cellules T. et par consequent, la p12 module une variété de processus, y
compris la prolifération des cellules T, la réplication virale et la propagation virale. De plus, la p12

peut inhiber la voie NFAT en se liant a la calcineurine (figure 61).
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Figure 61 : Signalisation et fonctions des protéines P12 et P8.
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Cours 14 : Vaccination et sérothérapie

I. Introduction

Depuis les travaux d’Edouard Jenner sur la variole et de Louis Pasteur sur le choléra et la
rage, la vaccination se pratique largement dans le monde. Le r6le majeur de la vaccination dans la
lutte contre les infections a conduit au développement de nombreux vaccins et a la mise en place de

politiques vaccinales nationales et internationales. La vaccination s’agit d’une :

» Thérapeutique prophylactique basée sur une immunité active;

» Génération d’une immunité protectrice durable chez les individus contre un agent pathogéne
donné;

« Protection collective dont le but est de limiter le portage d’un pathogéne et les risques

d’épidémie.

Contrairement a la vaccination, la sérothérapie consiste en une immunisation passive a but
thérapeutique. 11 s’agit de fournir des anticorps a un individu malade. Cette pratique découle des
expériences historiques de E. Von Behring et S. Kitasato qui administraient des sérums d’animaux
poly-immunisés a des patients ayant des affections graves pour leur conférer une protection

immédiate mais momentanée.

I1. Bases et principe de la vaccination

Les vaccins reproduisent en toute innocuité la réponse immunitaire provoquée par une
infection bactérienne ou virale, induisant une mémoire spécifique du systéme immunitaire qui sera
activée lors d’un contact avec 1’agent pathogene virulent ‘sauvage’. La vaccination vise a générer
des cellules mémoire par un premier contact avec un agent infectieux dont la virulence a été abolie
mais 1’antigénicité conservée, et des rappels vaccinaux qui ont pour objectif de restimuler ces

cellules mémaoire.

I1.1. Mémoire immunologique

Le principe de la vaccination consiste a déclencher une réponse immunitaire de maniére a
engendrer une mémoire immunitaire qui fournisse, lors du contact avec le pathogene, une immunité
protectrice basée sur la réponse secondaire. Les cellules mémoire générées au cours d’une réponse
immunitaire (figure 62) sont capables de persister longtemps dans I’organisme. La persistance de
I’antigéne dans 1’organisme ou les contacts répétés avec le méme pathogene contribuent a renforcer

cette mémoire.
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Figure 62: Génération des lymphocytes T et B mémoire.

Cependant, méme en absence de I’antigene, les cellules mémoire persistent longtemps. Leur
durée de vie est tres variable, avec une durée en général plus courte pour les lymphocytes T que
pour les lymphocytes B (qui avoisine les 5 a 10 ans en moyenne). Certaines études ont méme
montré que la mémoire immunitaire humorale en absence de ’antigéne pouvait persister plus de 60
ans (dans le cas de la rougeole, de la variole et de la fievre jaune).

La mémoire immunologique s’explique par la plus grande fréquence des précurseurs T et B.
Les cellules mémoire sont en outre qualitativement différentes des lymphocytes naifs qui operent en
réponse primaire: pour les lymphocytes B les anticorps de réponse secondaire ont une affinité plus
élevée pour I’antigéne, et pour les lymphocytes T ils migrent préférentiellement dans les sites de

I’infection.

11.2. Parametres influencant la réponse immunitaire

Le but d’un vaccin est de déclencher une réponse la plus efficace possible, génératrice d’une
forte mémoire immunitaire en injectant le pathogene ou ses antigenes de maniere inoffensive. Tous
les types de réponses (humorale et cellulaire) peuvent étre déclenchés par la vaccination. Plusieurs
paramétres influencent qualitativement et quantitativement cette réponse. Il faut ainsi prendre en

compte:
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e Lanature de I’antigéne a injecter (contient des épitopes les plus immunogenes possibles) ;

e Ladose qui doit étre optimale (une trop faible ou une trop forte dose induit une tolérance) ;

e La voie d’administration (les voies sous-cutanee et intramusculaire sont les plus immunogenes
mais les voies orale et nasale, induisant habituellement une tolérance, pourraient étre
intéressantes face a des pathogenes utilisant ces portes d’entrée) ;

e [’utilisation d’adjuvants pour stimuler notamment le systtme immunitaire inné sans toutefois
causer d’effets secondaires ;

e Le nombre d’injection et le calendrier vaccinal. Ce nombre dépend du type de vaccin et du
pathogene visé ;

e Compte tenu des autres paramétres vaccinaux, on doit prendre en considération la durée de la
mémoire immunologique, pour fixer les échéances des rappels (inoculations répétées du
vaccin).

Certains individus ne générent pas de réponse protectrice suite a la vaccination. L’efficacité
des vaccins n’atteint jamais 100% et varie selon le type de vaccin. Cependant, la vaccination

systématique induit une protection collective.

I11. Types de vaccins

Les pathogenes sont tres différents les uns des autres avec des modalités d’infection, des
cinétiques de multiplication et des pouvoirs pathogenes variés. La stratégie vaccinale doit prendre
en compte ces paramétres de maniere a stimuler le type de réponse acquise la plus adaptée au
pathogene. Ainsi, contre une bactérie intracellulaire comme Mycobacterium tuberculosis, il est
intéressant de déclencher une immunité cellulaire de type Thl, alors que contre des bactéries dont le
pouvoir pathogene repose sur des toxines, il est préférable de générer une immunité humorale. En
prenant en compte la voie de pénétration orale de certains pathogénes, des vaccins oraux peuvent se
révéler efficaces (ils sont intéressants du fait de leur facilité d’administration). En outre, certains
pathogenes mutent rapidement comme le virus de la grippe; il est alors obligatoire de produire
chaque année un nouveau vaccin.

Plusieurs types de vaccins sont fabriqués et utilisés (conventionnels), d’autres sont en cours

d’essai ou de recherche (nouveaux vaccins).

I11.1. Vaccins conventionnels
111.1.1. Vaccins vivants atténués

Ce sont des bactéries et surtout des virus qui ont subi une atténuation de leur pouvoir
pathogene grace a des passages répétés sur des milieux de culture. Ces souches vaccinales doivent

étre stables et conférer une protection équivalente a 1’agent pathogene ‘sauvage’.
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Le micro-organisme est atténué par différents procedés expérimentaux (certains virus sont
atténués en les cultivant dans des cellules non humaines ce qui permet de genérer des mutations
occasionnant la perte de leur pouvoir pathogéne aprés plusieurs cycles de multiplication ex. Le
poliovirus est ainsi atténué par culture sur cellules de rein de singe puis purifié pour donner le
vaccin de type Sabin. Le BCG (Bacille de Calmette Guerin), utilis¢ comme vaccin contre la
tuberculose, est issu du repiquage (200 fois sur 13 ans) de Mycobacterium bovis (espéce voisine de
Mycobacterium tuberculosis sur un milieu riche en bile lui faisant perdre sa virulence).

Le micro-organisme vivant atténué mime parfaitement le micro-organisme a combattre. Une
fois injecté, il est capable de faire quelques cycles de multiplication et produit ainsi une tres forte
immunisation (cellulaire et humorale), avec maturation suffisante de la réponse anticorps
notamment.

L’inconvénient des vaccins vivants atténués donc non virulents est la possibilité de réversion
du vaccin vers la forme pathogéne. Ce cas est trés rare. Le vaccin oral de type Sabin contre la
poliomyélite provoque la maladie dans (1/4x10% d’individus vaccinés. De méme, le mode de
préparation de ces vaccins n’écarte pas a 100 % la présence de virus contaminant (par exemple les

cultures de cellules de rein de singe peuvent étre contaminées par le virus SV40).

111.1.2. Vaccins inactives

L’agent bactérien ou viral est entier et inactivé par un procédé chimique ou physique qui le
rend non infectieux mais capable de produire une protection immunitaire efficace. La structure des
épitopes doit étre conservée au cours de 1’inactivation qui dans la majorité des cas est réalisée par le
formaldéhyde. L’immunité induite est souvent de type humoral, mais la mémoire est moins
persistante (pas de survie ou de début de prolifération du micro-organisme) ce qui impose des
rappels. Ces vaccins présentent des risques dus au mode de préparation: risque de ne pas totalement
inactiver les pathogenes (cas ancien du vaccin Salk contre la poliomyélite) et risque d’effets
secondaires par injection d’un mélange complexe d’antigénes présents dans le micro-organisme
entier. L’exemple typique des vaccins inactivés est les vaccins contre la poliomy¢lite, ’hépatite A

et la rage.

111.1.3. Vaccins sous-unité ou purifiés

a/ Anatoxines

Certaines bactéries doivent leur pouvoir pathogene a la sécrétion de toxines responsables des
symptémes de la maladie, comme Clostridium tetani (tétanos) et Corynebacterium diphteriae
(diphtérie). Les anatoxines sont des vaccins protéiques obtenus en traitant les toxines par le
formaldehyde qui les transforme en anatoxines immunogénes mais non pathogéenes. Elles induisent

dans I’organisme la production d’antitoxines, neutralisant les toxines.
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b/ Macromolécules purifiées

Le principe de ces vaccins consiste & injecter certains antigénes clés purifiés a partir du
pathogene. De nombreux vaccins sont a base de polyosides de surface des bactéries (antigénes T-
indépendants). De tels vaccins sont utilisés actuellement contre la pneumonie (Prevenar) ou contre
la typhoide (Typherix). lls induisent cependant une faible mémoire et une protection limitée (pas
d’activation des lymphocytes Th). D’autres vaccins contiennent un mélange d’antigénes protéiques
et osidiques (fractions antigéniques) comme les vaccins contre la méningite (Menomune). Le fait de
conjuguer un ose a une protéine est intéressant car il rend I’antigéne T-dépendant trés immunogéne

et assure ainsi la génération d’une forte mémoire.

¢/ Antigenes recombinants

Les outils de génie génétique ont permis la production et la purification des composants
d’un pathogéne afin de les utiliser dans un vaccin.

Le premier vaccin de ce type est le vaccin contre 1’hépatite B, composé de 1’antigéne de
surface du virus (HBs) produit en culture cellulaire ou de levure modifiée. Cette protéine a
I’avantage de s’auto-assembler pour former des pseudoparticules virales VLPs (viral-like particles)
qui sont hautement immunogeénes grace a la présence de motifs répétés dans leur structure.

Un deuxiéme exemple est le vaccin contre les papillomavirus humains (HPV) ; ou de la

méme maniére la protéine principale de capside L1 s’auto-assemble aux VVLPs trés immunogenes.

* Adjuvants

Ils sont souvent nécessaires pour augmenter et prolonger la réponse immunitaire de certains
vaccins. L’adsorption de sels d’aluminium est utilisée afin d’amplifier la réponse immunitaire
induite par les vaccins inactivés, moins immunogenes que les vaccins vivants atténués. Ces
adjuvants peuvent induire des réactions locales modérées et sans gravité: persistance possible
d’aluminium au point d’injection, inflammation musculaire diffuse. De méme, les Sous-unités
vaccinantes glycosidiques, qui induisent une réponse immune de courte durée et d’efficacité faible
chez les enfants de moins de 2 ans, sont le plus souvent conjuguées a une protéine porteuse (ex:

protéine tétanique, diphtérique) permettant de produire une réponse plus intense et plus durable.

I11.2. Nouveaux vaccins

111.2.1. Vaccins vivants recombinants

Il s’agit de construire par génie génétique un micro-organisme recombinant exprimant en
grande quantité le ou les antigénes immunodominants (figure 63). Le micro-organisme servant de
base pour la production du vaccin ne doit pas étre pathogéne. Il doit aussi étre bien connu

médicalement pour éviter les interactions néfastes avec 1’organisme. L’injection du virus induit une
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immunité contre cet antigene a la fois cellulaire et humorale. De nombreux essais sont realises sur
ce principe en créant des virus recombinants exprimant des antigenes de M. tuberculosis,
d’Echinococcus granulosis et du virus de la rage. Certains problemes sont a envisager comme la
stabilité du génotype et du phénotype du vaccin recombinant, le niveau d’expression du trans-géne
et sa capacité a générer une réponse et les risques d’interactions chez des personnes immunisées

contre le micro-organisme porteur.

Construction d'un virus recombinant vivant utilisé comme

vacein  virus codant I'antigene

Virus vecteur viral immunogéne
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Figure 63 : Construction d’un vaccin vivant recombinant

111.2.2. Vaccins vivants modifiés

Ce type de vaccin est construit par génie génétique, a partir de la souche virulente de base,
une souche vaccinale atténuée par délétion des génes de virulence. Cette stratégie impose donc de
connaitre les genes de virulence et leur emplacement sur le génome du pathogéne. Des essais ont

¢été menés avec le virus de I’herpes dont on a supprimé les genes de virulence.

111.2.3. Vaccins peptidiques ou synthétiques

Les vaccins peptidiques consistent a injecter des peptides, épitopes immunodominants
connus dans certaines pathologies. Ces peptides sont synthétisés chimiquement a partir des
séquences des genes d’intérét du pathogene. Ils peuvent ainsi directement étre chargés dans les
molécules de classes | et Il du CMH et activer des lymphocytes T ou étre aussi reconnus par les
BCR des lymphocytes B (sous forme d’hapténes couplés a des protéines du soi) et générer des
réponses humorales. Ce sont en général des épitopes sequentiels, car les épitopes conformationnels
font appel a la structure tertiaire de la protéine entiéere.

Les peptides peuvent étre injectés couplés a des protéines porteuses (carrier) en présence
d’adjuvants. Cette pratique a permis de vacciner avec succes des bovins contre la fiévre aphteuse.

Cette stratégie pose cependant des probléemes car les épitopes fournis ne sont pas toujours
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compatibles avec les poches a peptides des CMH des différents individus. Ils présentent un risque

de ne protéger qu’une frange de la population.
111.2.4. Vaccins génétiques

a/ Vaccins a vecteur viral

Les vaccins a vecteur viral utilisent un virus modifié, rendu non pathogéne ou incapable de
se répliquer, pour introduire dans les cellules de I’hote du matériel génétique codant un antigéne
spécifique du pathogene ciblé. Le premier vecteur vaccinal viral autorisé a été le vaccin vivant
atténuée contre la fievre jaune (YFV17D) comme vecteur d’expression des protéines prM et E du
virus de I’encéphalite japonaise. D’autres vecteurs viraux sont couramment utilisés basés sur les
adénovirus (Ad), parmi lesquels on trouve les adénovirus Ad5, Ad26 humains qui sont rendus
incapables de se répliquer par délétion des genes E1/E3 constituent I’un des principaux vecteur viral
utilisés.

Apres administration intramusculaire, le vecteur pénétre dans les cellules ou son ADN ou
ARN est transcrit puis traduit par la machinerie cellulaire, ce qui conduit a la production endogéne
de I’antigéne viral ou bactérien. Cet antigéne est ensuite présenté a la surface de la cellule via les
molécules du CMH de classe I et II aboutissant a I’activation simultanée de la réponse immunitaire
humorale (production d’anticorps neutralisants) et de la réponse immunitaire a médiation cellulaire
(lymphocytes T CD8+ cytotoxiques capables d’éliminer les cellules infectées) (Figure 64).

Les avantages de ces vaccins sont I’'immunogenicité élevée, 1’effet auto-adjuvant, rapidité de
conception surtout concernant levaccin élaboré contre le CoV-19; par contre I’immunité anti-
vecteur préexistante constitue un des risques de ce type de vaccin. En effet, de 30 a 40% de la
population a des anticorps contre Ad5, ce qui peut réduire I’efficacité de vaccin. Cependant,
I’utilisation des vecteurs rares (Ad26, ChAdOx1) ou schéma hétérologue prime-boost peut résoudre

ce probléme.

b/Vaccin 8 ARNm

L’épidémie de COVID-19 a permis I’essor d’une nouvelle technologie vaccinale : les
vaccins & ARN messager. L’ARNm modifié par addition de la N1-methylpseudouridine est
encapsulé dans des nanoparticules lipidiques (LNP) protectrices ; c’est le cas des vaccins @ ARNm
développés contre la COVID-19. Aprés endocytose et échappement endosomal, [l'activation
prématurée des récepteurs Toll-like par I'ARNm est limitée en raison de la présence de la molécule
précédemment citée. L’ARNm est traduit dans le cytoplasme en protéines antigéniques. Le grand
intérét immunologique de cette technologie réside dans sa double voie de présentation : lI'antigéne
synthétisé in situ est dégradé par le protéasome pour charger le CMH de classe I, tout en étant

apprété par la voie exogene du CMH de classe Il pour activer les LTCD4+. Cette synergie
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cellulaire, soutenue par I'effet adjuvant intrinseque des LNP qui stimule I'immunité innée locale,

orchestre une différenciation robuste des lymphocytes B dans les centres germinatifs, aboutissant a
la production pérenne d'anticorps neutralisants et de cellules meémoires hautement protectrices.

Cette technologie 8 ARNm présente des avantages importants dont les plus importants sont :
* |e procéde de production est rapide et peut étre facilement amplifiable et adaptable ;

* I’absence de risques biologiques liés a leur production, car ils sont produits dans des systémes
acellulaires ;

* ’immunité induite est a la fois humorale et cellulaire, en mimant une infection cellulaire, comme
c’est le cas pour les vecteurs viraux.

Cependant le désavantage principal de ces vaccins est leur instabilité, car ils nécessitent le
maintien de la chaine de I’ultra-froid afin de s’assurer de sa conservation a long terme (-80°C).
111.2.5. Rappels

Les rappels de vaccination (rappels homologues) assurent une amplification de la réponse
humorale, mais n’amplifient que trés peu la réponse cellulaire du fait d’'une mauvaise présentation
de I’antigéne (immunité existante contre le vaccin élimine trop rapidement 1’antigéne). Pour éviter
ce probleme, on réalise non pas un rappel classique avec le méme vaccin, mais une seconde
injection avec un vecteur différent (rappel hétérologue).

Cette stratégie a été testée a partir de deux vaccinations consécutives avec des vaccins
vivants recombinants basés sur des virus vecteurs différents (poxvirus et adénovirus) contre la
tuberculose. On a constaté un effet de synergie entre les deux vaccinations, avec une augmentation

des lymphocytes T spécifiques du pathogeéne, a la fois CD4 et CD8, et de forte avidité.
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Figure 64 : Construction des vaccins génétiques.

\

L’impact de la vaccination a ¢été particuliecrement bénéfique par rapport a certaines
pathologies infectieuses (variole, rougeole, rage, diphtérie) mais certaines maladies redoutables
pour ’Homme n’ont toujours pas trouvé de vaccin, notamment celles ou I’immunité cellulaire est

primordiale (paludisme, parasitoses, SIDA...).

V. Sérothérapie

Cette immunisation passive (injection par voie intraveineuse de quelques centaines de mg
d’anticorps par kg) était largement utilisée contre de nombreuses infections dans les années 1930-
1940, avant I’utilisation généralisée des antibiotiques. Ces sérums administrés rapidement
réduisaient la mortalité jusqu’a 30% dans les cas de pneumonie a pneumocoque. La protection est
de courte durée (les anticorps sont rapidement catabolisés) et aucune mémoire immunologique n’est
générée. Cette immunisation passive peut étre utilisée a but prophylactique (séroprophylaxie) pour
prévenir certaines affections chez des sujets a risque (immunodéprimés principalement) ou dans des

situations d’urgence. La protection ne dure que quelques semaines (figure 65).
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Figure 65 : Comparaison entre vaccination et sérothérapie

IV.1. Immunsérums animaux

Les chevaux et les lapins sont inoculés plusieurs fois avec I’Ag d’intérét afin d’obtenir des
immunsérums riches en anticorps de spécificité recherchée. Ces antisérums sont notamment utilisés
dans le cas de morsures venimeuses et la protection suite a 1’injection ne dure que deux semaines.
Des effets secondaires peuvent se manifester (hypersensibilités de type I, II et III) et 1’usage doit se
faire en milieu hospitalier; la maladie sérique (dépdts de complexes immuns), plus ou moins forte,
est la plus fréquemment observée une semaine aprés la sérothérapie (maladie du 9°™ jour). Cette
thérapie est déconseillée une deuxieme fois du fait d’une immunisation contre les

immunoglobulines de cheval la premiére fois.

IV.2. Gammaglobulines humaines
Les gammaglobulines sont principalement des IgG polyclonaux purifiées a partir de sérum
ou de plasma humain. On distingue deux types de gammaglobulines humaines:
e Les gammaglobulines polyvalentes (ou sérums polyvalents ou IVIG de IntraVeinous
ImmunoGlobulins) sont issues de sérums de donneurs (7000 a 10000) regroupés par la suite.
Les différents donneurs fournissent des anticorps dirigés contre la plupart des pathogénes
couramment rencontrés par ’Homme.
e Les gammaglobulines spécifiques (sérums spécifiques ou SIG de Specific Immuno-

Globulins) sont issues de sérums d’individus aprés rémission de la maladie.
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En thérapie, on utilise des gammaglobulines humaines spécifiques:

Dans le cas d’infections par des bactéries produisant des toxines (diphtérique, tétanique,
botulique) chez des individus non vaccinés. On a recours a I’immunisation passive, du fait
de la rapidité avec laquelle ces toxines causent des dommages irréparables. Chez ’Homme,
suite a une plaie souillée avec risque tétanique (patient non vacciné), on doit injecter
rapidement un sérum anti-tétanique purifié et concentré et de I’anatoxine tétanique (primo-
vaccination).

Dans le cas d’infections virales pouvant occasionner un danger important (rage, rougeole
virulente, hépatite, rubéole en cas de grossesse).

Dans le cas de risque de la maladie hémolytique du nouveau-né. On injecte a la mere des
gammaglobulines spécifiques anti-rhésus pour prévenir 1’allo immunisation feeto-maternelle.
Dans le cas d’immunodéficiences. Les IVIG sont prescrites lors de déficits immunitaires
humoraux et de déficits immunitaires secondaires liés a une pathologie (leucémie ou VIH
chez I’enfant).

Dans le cas de maladies auto-immunes comme le purpura thrombopénique, les myosites et
la myasthénie aigué.

Les gammaglobulines ont 1’avantage de présenter que rarement des effets secondaires

comparés aux sérums animaux. Cependant, Ces sérums sont présentent des effets secondaires

importants, notamment 1’induction de réactions d’hypersensibilité néfastes par alloréactivité. De

plus, ces serums ne sont pas standardisables et de grandes différences d’efficacité sont observées

selon les donneurs.

IVV.3. Anticorps monoclonaux

Afin d’éviter les variabilités des Ac polyclonaux, les Ac monoclonaux sont utilisés suite a la

mise au point de la technique des hybridomes par Milstein et Kohler. Cependant, ces anticorps sont

toujours percus comme des antigenes par le receveur et donnent lieu a des hypersensibilités. Pour

éviter ce phénomeéne, les anticorps sont moderés:

Utilisation de souris transgéniques qui expriment les locus humains des immunoglobulines.
Les hybridomes produisant des anticorps humains sont ainsi obtenus.

Utilisation d’anticorps monoclonaux obtenus par génie génétique (anticorps humains
produits chez E. coli: anticorps coliclonaux).

Production d’anticorps chimériques par clonage des genes codant les parties variables. Les
anticorps produits comportent la partie variable murine et la partie constante humaine.

L’utilisation des anticorps monoclonaux est connue sous le nom de I’'immunothérapie et non

pas de la serothérapie. Leur utilisation n’est pas encore généralisée, mais est activement développée
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en recherche. Des essais cliniques sont réalisés en utilisant des anticorps monoclonaux contre les
cancers, les rejets de greffe, I’arthrite rhumatoide, la maladie de Crohn et en prophylaxie antivirale.
A T’heure actuelle, un seul anticorps monoclonal humanisé (Palivizumab) a été approuvé dans la
lutte anti-infectieuse contre le virus du syncytium respiratoire (RSV) responsable de la bronchiolite
des nourrissons. Il est le seul anticorps monoclonal antiviral efficace en usage clinique. D’autres

anticorps monoclonaux sont utilisés contre différentes formes de cancers.
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