Anatomie du système lymphoïde

Généralités

· Immunité : ensemble des mécanismes biologiques permettant de reconnaître et de tolérer ce qui lui appartient et de reconnaître et de rejeter ce qui lui est étranger.

· L’immunité adaptative correspond aux capacités de défense induites par un premier contact. Elle est caractérisée par sa spécificité et sa mémoire.

· L’immunité naturelle est représentée au niveau de la peau et du sébum (rôle antibactérien des acides gras), le mucus, les flores saprophytes (intestin, vagin) et les milieux acides. 

Les cellules impliquées dans la réponse immunitaire

· Lymphogenèse T et B :
· Les lymphocytes ont la même origine que les globules rouges et les plaquettes à partir d’une cellule souche hématopoïétique médullaire. 

· Les lymphocytes sont hétérogènes en fonction de la reconnaissance à l’antigène et des fonctions développées (production d’anticorps, de cytokines, cytotoxicité) 

· On a dans le même temps une différenciation entre lignée T et B et développement d’un répertoire capable de se modifier en fonction des capacités effectrices développées. 

· Les lymphocytes T

· Les lymphocytes CD4+ :

· Les T-Helpers induisent la production d’anticorps par les cellules B, activent les cellules suppressives et reconnaissent l’antigène associé à une molécule HLA II.
· Les lymphocytes T régulateurs CD4+ CD25+ inhibent les lymphocytes CD4 et CD8, les NK et les LB ainsi que la maturation des cellules dendritiques. Ils sont impliqués dans la prévention des maladies auto-immunes et dans la tolérance induite par les tumeurs. 

· Les lymphocytes CD8+

· Les T-suppressifs régulent la réponse immunitaire

· Les T-cytotoxiques 

· Lysent les cellules infectées par un virus, les cellules tumorales ou allogéniques.

· La reconnaissance spécifique de l’antigène par le complexe MHC I déclenche un accroissement du calcium intra cellulaire. Les monomères de perforine contenus dans des granules se polymérisent et forment des trous dans la cellule cible ce qui déclenche l’apoptose de la cellule cible. 

· Les lymphocytes B

· Ils représentent 15% des cellules mononuclées du sang.
· Ils produisent des immunoglobulines Ig qu’ils expriment sur leur membrane IgS 
· Ils ont pour rôle la sécrétion des anticorps, des spécificités antigéniques différentes mais unique par cellule et la défense de l’individu contre les agents infectieux. 

· En plus de leur IgS, ils portent des BCR et des récepteurs pour les fractions du complément (CD21 et CD35)

· Les cellules Natural Killer

· Ce sont 10% des lymphocytes. Ils ont un phénotype CD3- CD16+ et CD56+

· Ils ont pour rôle l’élimination des cellules tumorales et des cellules infectées par des virus par libération des perforines contenues dans des granules (osmose) et par apoptose

· Cellules de la lignée lymphoïde mais qui ne sont ni B (pas d’IgS) ni T (pas de TCR)

· Les granulocytes polymorphonucléés
· Les polynucléaires neutrophiles 

· Ils représentent 60% des globules blancs circulants. Ils ont une courte durée de vie. 

· Ils sécrètent de la collagénase, de la lactoferrine, du lysozyme et de la peroxydase.

· Ils ont pour rôle la phagocytose
· Les polynucléaires éosinophiles

· 2 à 5% des globules blancs circulants. Ils ont un noyau bilobé. 

· Ils ont un rôle dans les allergies et les maladies parasitaires
· Les polynucléaires basophiles 

· <1% des globules blancs circulantes. Ils ont un rôle dans l’inflammation, la réaction d’hypersensibilité immédiate par libération d’histamine

· Les mastocytes

· Ce sont des cellules associées aux muqueuses, aux épithéliums et aux endothéliums
· Ils participent à la 1ère ligne de défense directement par chimiotactisme d’autres phagocytes
· Les monocytes/macrophages

· Ils sont capables de phagocyter, de circuler dans le réseau lymphatique et de transporter les antigènes de la périphérie jusqu’aux ganglions loco-régionaux. 

· Ils présentent l’antigène aux LT via le HLA-DR. Ils sécrètent des hydrolases lysosomiales qui ont une activité bactéricide cytotoxique, du lysozime qui digère les parois bactériennes, du TNF qui a un effet cytotoxique sur les cellules tumorales et de l’IL-1 qui est un facteur pyrogène activant les LT. 
· Le processus de phagocytose :

· Il se fait en 4 étapes : chémotactisme, adhésion, phagocytose, microbicidie oxydative.

· C’est un phénomène consommateur d’énergie accru par l’opsonisation. 

· Les PAMP (pathogen associated molecular patterns) sont des signatures moléculaires partagées par de grands groupes d’agents pathogènes. Ils sont peu variables. 

· On trouve 3 types de récepteurs aux PAMP = PRR (pattern recognition receptors)

· Les senseurs membranaires ont un rôle dans la reconnaissance du microbe et le déclenchement de la réponse immunitaire. Ex les récepteurs TOLL et TLR

· Les effecteurs membranaires déclenchent la phagocytose du microbe

· Les solubles interagissent directement avec le microbe.

· Les cellules présentatrices de l’antigène 

· Issues des cellules souches hématopoïétiques et sont porteuses des molécules CMH I et II. 

· Elles concernent : le système des phagocytes mononucléés (monocytes, macrophages, histiocytes, astrocytes…) les cellules dendritiques, les cellules endothéliales ou épithéliales et les lymphocytes B. 

· Elles présentent l’antigène aux lymphocytes. 

· Les cellules dendritiques 

· On les appelle cellules de Langerhans au niveau de la peau et des muqueuses, cellules dendritiques interstitielles au niveau des organes ou cellules dendritiques circulante veiled cells dans le sang. 

· Ces cellules patrouillent dans les tissus. 

Les compartiments du système immunitaire

· Les organes lymphoïdes primaires :

· La moelle osseuse et le thymus contiennent le micro environnement nécessaire à la production de cellules matures naïves c'est à dire qui ont la capacité de reconnaître l’antigène, développent des molécules de surfaces et intracellulaires nécessaire aux interactions avec les cellules accessoires et qui ont la capacité de homing c'est à dire de re circuler.

· Le thymus

· C’est le site majeur de la lymphopoïèse T. Il reçoit les progéniteurs issus de la moelle osseuse, fait la maturation (TCR spécifique) et coordonne le relargage des cellules T compétentes.

· Il est constitué de 3 compartiments : la zone sub-capsulaire où arrivent les progéniteurs médullaires, la zone corticale où les lymphoblastes évoluent en petits lymphocytes et la  zone médullaire : la maturation terminale des lymphocytes et leur sélection 
· Le thymus produit un répertoire de TCR capable de reconnaître un nombre très important d’antigènes étrangers mais pas autologues (élimination des cellules autoréactives)

· Les organes lymphoïdes secondaires :

· Les ganglions, les plaques de Peyer et la rate sont des sites où les lymphocytes naïfs et les antigènes se rencontrent pour la 1ère fois et où se développent l’expansion clonale et la maturation de ces lymphocytes en cellules mémoire et effectrice. 

· Les organes lymphoïdes tertiaires

· La peau, la lamina propria et les muqueuses sont des sites effecteurs où les lymphocytes mémoire et effecteurs développent leur fonction immunitaire : sécrétion d’anticorps, cytotoxicité, hypersensibilité retardée et immunorégulation. 
Les immunoglobulines
Généralités

· Les immunoglobulines représentent les molécules qui supportent la fonction d’anticorps. Celles-ci sont synthétisées par les cellules de la lignée B.
· Au stade lymphocyte pré B, les immunoglobulines commecent à être synthétisées dans le compartiment intra cytoplasmique. 

· Lors du contact avec l’antigène, les lymphocytes B se différencient en plasmocytes et les immunoglobulines sont alors sécrétées. Cette étape est une phase de différenciation et d’action et a lieu dans les organes lymphoïdes secondaires.
· Les immunoglobulines ont 2 types de fonctions :

· La reconnaissance de l’antigène situé à la surface de la cellule 

· La neutralisation de l’antigène au moment où les immunoglobulines sont sécrétées. Il y a des fonctions effectrices : fixation de l’antigène à des récepteurs, activation du complément, traversée du placenta et élimination de l’antigène. 

Structure et fonction des immunoglobulines 

· Tous les anticorps sont fabriqués sur une structure commune. Les immunoglobulines sont composées de 4 chaînes polypeptidiques regroupées 2 à 2 : chaines lourdes et chaines légères. Il y a un pôle monopolaire permettant la neutralisation et un pôle bipolaire permettant la reconnaissance de l’antigène. 
· Le domaine C est très conservé car c’est le lieu de la neutralisation. Le domaine V variable est le lieu de la liaison avec l’antigène. 
· Les chaines lourdes sont de types μ, γ, α, δ et ε alors que les chaines légères sont de types κ ou λ. Les chaines lourdes et légères doivent être identiques en elles. 

· Les différents types d’immunoglobulines

· L’IgG est la seule immunoglobuline capable de traverser le placenta et de se retrouver dans la circulation fœtale. S’il y a suspicion d’une infection chez le nouveau né, les immunoglobulines retrouvées dans le sang fœtal proviendront de la mère si ce sont des IgG ou de l’enfant IgM. Elles activent la voie classique du complément
· L’IgM permet de lier de nombreux antigènes grâce à ses 5 sous unités de bases. Elles ont un fort pouvoir d’agglutination. On les retrouve exclusivement dans le compartiment vasculaire. Les 5 fragments Fc activent le complément. C’est l’anticorps de la réponse primaire. Il a une action violente et efficace. 
· Les IgM membranaires sont monomériques. Elles jouent le rôle de récepteur à l’antigène à la surface de la membrane des LB (BCR). Elles peuvent exercer cette fonction grâce à l’activation d’un signal intracellulaire. 

· L’IgA est l’anticorps de l’identité muqueuse. Grâce à sa structure particulière, elle est résistante à la protéolyse des enzymes. Elles sont liées par 2 grâce à une chaîne J et une pièce sécrétoire et peut donc jouer un rôle de neutralisation de l’antigène au niveau de la muqueuse. La pièce sécrétoire est sécrétée par l’épithélium. Elle n’active pas le complément.
· Les IgE sont cytophiles c'est à dire qu’elles vont exercer leur fonction à la surface de la cellule. C’est l’antithèse de l’IgM car elle ne fixe pas le complément et ne traversent pas le placenta. Elles sont sécrétées par les LB et vont se fixer sur les mastocytes et les PN éosinophiles. Elles peuvent entraîner la libération de médiateurs contre les parasites.

· La réponse primaire met une semaine à se mettre en place. Au cours d’une première rencontre avec l’antigène, la réponse fait intervenir d’abord les IgM puis les IgG. Dans la réponse secondaire, les IgG sont sécrétés d’emblé contrairement aux IgM. Cette réponse secondaire est plus forte quantitativement que la primaire. 

· L’anticorps va se lier à 4 classes de Fcγ récepteurs qui ont un impact sur la progression de la réponse immunitaire. Les complexes immuns IgG peuvent induire une suppression de la production d’anticorps en agissent sur un récepteur ITIM ou  en induisant une stimulation puissante au niveau d’un récepteur ITAM. 
Variabilité des anticorps 

· Les chaines lourdes et légères sont synthétisées séparément à partir de gènes situés sur des chromosomes différents, puis s’apparient au niveau du RE. 

· Une collection de gènes est nécessaire pour coder la partie variable des chaines lourdes et légères. Pour fabriquer la partie variable des chaines lourdes, il y a des éléments V, J et D et pour les chaînes légères des éléments V et J.
· Le phénomène de recombinaison VDJ
· Recombinaison de chaines légères

· On a trois types d’éléments : V variable, J jonction et C constant au niveau des chromosomes 2 (κ) et 22 (λ). Il va y avoir une excision d’une partie d’ADN par des recombinases sécrétées dans la moelle osseuse dont le but est de rapprocher ces éléments. On aura ensuite transcription en ARN primaire puis traduction de ces éléments. 

· Recombinaison des chaines lourdes

· Au niveau du chromosome 14, cette recombinaison se fait en 2 temps. On a d’abord rapprochement des éléments D et J puis rapprochement de V et du bloc DJ. On aura ensuite transcription, traduction et assemblage avec les chaines légères. 

· Ces recombinaisons se font au moment de la maturation des LB dans la moelle osseuse. Elles détermineront la spécificité de l’anticorps pour l’antigène. 

· Les mutations somatiques

· Elles surviennent uniquement après activation des B par l’antigène dans les organes lymphoïdes secondaires. Elles modifient l’affinité de l’anticorps pour l’antigène mais ne modifient pas l’isotype ni les propriétés fonctionnelles de l’anticorps. 

· La commutation isotypique ou switch
· C’est un phénomène de recombinaison après un signal donné par l’antigène. 

· Tous les éléments des chaines lourdes sont précédés d’un switch sauf pour δ. On aura donc à la surface de la cellule en même temps des IgM et des IgG. 
· Rencontre avec l’antigène


· La rencontre avec l’antigène se fait dans le sang. La coopération entre les LB et les LT qui reconnaissent l’antigène permet l’expression de nouvelles molécules à la surface des LT et des LB. L’interaction CD40-CD40ligand favorise l’activation du switch. 

· Pour fabriquer d’autres immunoglobulines telles que IgE ou IgA, il faudra l’intervention de cytokines par les LT. Ainsi en fonction de chaque isotype d’immunoglobuline, on aura une réponse adaptative. 
· Ne pas confondre :

· La recombinaison VDJ qui détermine la spécificité du site anticorps au niveau des chaines variables.

· La maturation d’affinité due à des mutations somatiques après la rencontre avec l’antigène 

· La commutation isotypique ou switch qui détermine l’isotype de l’anticorps. Cela ne concerne que les chaînes constantes ( adaptation de la réponse. 

· Toutes les cellules filles issues de la division d’un lymphocyte B ont des immunoglobulines identiques : prolifération clonale. 
· Lors de la rencontre avec l’antigène, les immunoglobulines seront synthétisées de façon identique. A chaque rencontre avec l’antigène, il y aura une amélioration de la réponse par augmentation de la quantité d’anticorps et de l’affinité pour l’antigène. 
Le complément
Généralités

· Il est identifié dans le sérum comme un principe thermolabile qui complémentait l’action des anticorps pour la lyse de bactéries. Il est constitué d’environ 30 protéines.
· Le complément correspond à une cascade enzymatique à 3 voies d’activation.
· La voie classique a ses protéines appelées de fractions du complément C1 à C9 alors qu’on appelle les protéines de la voie alterne des facteurs. 
· Les principales activités physiologiques complémentaires sont :

· La défense contre les infections par opsonisation, chimiotactisme et activation et lyse des bactéries et des cellules 
· L’interface entre immunité naturelle et spécifique par augmentation de la réponse Ab et potentialisation de la mémoire immunitaire. 
· L’élimination des cellules endommagées par clearance des complexes immuns dans les tissus et des cellules apoptotiques. 
Les voies d’activation du complément

· La voie classique

· Elle est initiée par les complexes immuns, les cellules apoptotiques, certains virus et bactéries Gram- et le CRP lié au ligand (marqueur de l’inflammation).

· La protéine C1q est un complexe de 6 sous unités avec des têtes globulaires, sites de laison avec les anticorps. 
· Lorsque le complexe immun est formé, des modifications au niveau du fragment constant permettent la fixation du facteur C1q. Donc une molécule de C1q pourra fixer 6 CI. 

· Les molécules C1r va s’accrocher au complexe immun/C1q et va activer C1s.

· C1s est une estérase qui va cliver le C4 en C4b (grand fragment) et C4a (petit fragment)

· Le C4b va se coller sur la membrane de la bactérie. 

· Cela démasque des sites de contact sur lesquels vont se fixer le C2. On a la formation d’un complexe C4b-C2.
· Ce complexe va déclencher le clivage du C2 en C2a (Δ exception gros fragment) et C2b. 

· Le complexe C4b-C2a est une C3 convertase et va cliver le C3. 

· Le C3b a des capacités adhésives et va se fixer sur la paroi bactérienne. Il va se joindre à la C3 convertase pour former la C5 convertase qui clive le C5.

· Le C5b va former le complexe d’attaque membranaire en étant rejoint par C6 et C7. Ce complexe va être stabilisé par C8.

· Les molécules de C9 vont se distribuer en formant un pore dans la membrane ce qui va provoquer la lyse cellulaire. 

· La régulation se déroule essentiellement au niveau de C1s grâce au C1 inhibiteur qui va réguler l’activation de C1. 

· Le lupus est une maladie auto-immune dans laquelle on a formation de complexes immuns avec des anticorps anti ADN. Cela provoque une activation continue de la voie classique.
· La voie des lectines

· Elle est initiée par des microorganismets avec groupements mannoses terminaux.
· Le Mannose binding protein MBP ou lectine a la même conformation que C1q sauf que ces têtes globulaires interagissent avec les groupements mannoses sur les bactéries.

· Les fractions C1s et C1r sont remplacées par des MASP (Mannose activating serine protéase) qui vont pouvoir se brancher sur le C3 et donc avoir une fonction de C3 convertase.

· On n’a donc pas besoin de complexe immun. 

· La voie alterne

· Elle est initiée par des bactéries, des champignons, des virus ou des cellules tumorales.
· Cette voie ne nécessite pas de complexe immun. 

· Il y a toujours une petite production physiologique de C3b qui va se coller sur les parois bactériennes. 
· Il va démasquer un site de liaison pour le facteur B.

· Le facteur D stabilisé par la properdine va cliver le facteur B en Ba et Bb et C3b-Bb va fonctionner comme la C3convertase. 

· Elle va cliver C3. Le nouveau C3b va s’ajouter au complexe C3b-Bb et agir comme C5 convertase. La voie rejoint ensuite la voie classique.
· Les facteurs H et I sont les facteurs de régulation de la voie alterne. Le facteur H se fixe avec le cofacteur I sur le C3b. 
· Les facteurs C3a, C4a et C5a sont des anaphylotoxines. Elles n’interviennent pas dans la cascade du complément mais ont la capacité de recruter les cellules de l’inflammation et donc d’augmenter la perméabilité capillaire. De plus, elles vont stimuler les mastocytes et les neutrophiles qui ont des récepteurs au C3b. 

· L’opsonisation est la préparation à la phagocytose. Les cellules phagocytaires ont des récepteurs pour C3a et C4.

· Le complément augmente la réponse anticorpale et potentialise la mémoire immunitaire. 

· En cas d’inflammation, on a une augmentation du TH50, du C3 et du C4.
Les anticorps monoclonaux
Généralités

· L’épitope se définit par une région précise de l’antigène sur lequel se fixe l’anticorps. Ces épitopes dépendent des anticorps fabriqués par l’individu. 
· Selon la théorie de la sélection clonale de Burnett, un antigène peut avoir un épitope donné chez un individu mais pas chez un autre à cause du HLA. Pour des HLA différents, on aura des peptides différents et donc une réponse immune fonction du HLA. 

· La réponse immunitaire est polyclonale. C'est à dire qu’il y a plusieurs anticorps sécrétés par plusieurs lymphocytes qui reconnaissent une même bactérie. 
Les anticorps monoclonaux

· Méthode

· Le but de la méthode est d’obtenir un seul clone dont la spécificité est bien définie. 

· On crée un hybride cellulaire ou hétérocaryon entre des lymphocytes B issus de la rate et une autre lignée (cellule B cancéreuse) afin d’obtenir une cellule immortelle capable de produire des anticorps. Pour augmenter le nombre d’hétérocaryon, on rajoute du polyéthylène glycol (substance radioactive)

· Pour sélectionner l’hétérocaryon qui produit le bon anticorps, on dilue sur une plaque avec des puits de cultures. Le but est d’obtenir une cellule par puits. 

· On teste le surnageant de la culture de chaque puits puis on regarde si l’anticorps reconnait l’épitope.

· Pour se débarrasser des cellules qui n’ont pas fusionné, on emploie un système de sélection métabolique : la lignée de cellules cancéreuse a été sélectionnée parce qu’elle ne possède pas l’HAT, une enzyme de détoxification. On rajoute donc l’agent toxique : les cellules cancéreuses non fusionnées meurent et les hétérocaryons restent. Remarque : les lymphocytes de la rate meurent par apoptose. 

· Applications

· Les anticorps monoclonaux ont permis de faire de nouveaux médicaments. 

· Le séquençage a été énormément accéléré

· Ils ont permis d’appréhender systématiquement les protéines présentes dans notre organisme à des quantités extrêmement faibles. 

Le TCR

Généralités

· On ne trouve les TCR que sur les lymphocytes T. 

· Quand on passe d’une cellule à une autre, le TCR change de spécificité. 

· Les seules cellules normales que l’on peut rendre proliférantes sont les lymphocytes T. On les cultive en présence de cytokines IL2. 

Structure

· Le TCR a une structure complexe faite de l’association de 2 modules :

· Un module porteur d’une région variable : le TCR. 

· La partie variable du TCR est constituée de 2 feuillets β (caractéristique des immunoglobulines)

· Un module porteur d’une région constante : le CD3.

· La chaine ζ se prolonge dans le cytoplasme de la cellule. Elle est en étroit contact avec le TCR. Elle transmet le signal par le biais de l’intéraction de l’antigène avec le TCR. 

· On distingue la chaine ζ par ses motifs ITAM (immunoglobuline like T activation motif) d’activation. Ce motif maintient 2 tyrosines dans une disposition bien particulière afin qu’elles puissent être phosphorylées. Cette phosphorylation entraîne un changement de conformation de la protéine qui va pouvoir induire des messagers intracellulaires d’activation. 

Mécanisme de diversité

· La diversité des TCR est basée sur le même principe que les immunoglobulines. C’est la recombinaison qui engendre la diversité.

· Il y a 3 variétés de segments : V variable, J jonctionnel, D diversité et C constant.

· Pendant la vie néonatale, on choisit un exon V qui va être rapproché d’un exon J, D et C. Tout cela se fait au niveau de l’ARN.

· On a un certain nombre de gènes différents pour chaque segment, cela crée une diversité combinatoire. 

· On ajoute de plus une diversité jonctionnelle. 

· Une fois la recombinaison produite, il y a des mécanismes de modification des gènes qui accroit encore le nombre de gènes. 

· Remarque : Pour le TCR, il n’y a que ces 2 types de diversités alors que pour les immunoglobulines, il y a la diversité de maturation en plus. 
Le complexe majeur d’histocompatibilité
Généralités

· Le complexe majeur d’histocompatibilité CMH est aussi appelé HLA (human leucocyte antigen) 
· Le système HLA est formé d’une série de gènes étroitement liés qui codent pour des molécules dont le rôle biologique est la présentation de l’antigène au cours de la reconnaissance spécifique par les lymphocytes T.

· Le système HLA a un rôle essentiel dans les greffes d’organes. 

· Tous les gènes qui prennent part au CMH sont codés par la même portion de chromosome. L’ensemble de ces gènes forment un haplotype.

· Les protéines HLA ont des gènes co-dominants. 

· La greffe syngénique est une greffe réalisée entre jumeaux monozygotes. 

Rôles fonctionnels du CMH 

· La microlymphotoxicité MLT 
· Elle est basée sur l’idée qu’on a un complexe Ag/Ac auquel on ajoute des protéines du complément. On obtient une lyse cellulaire ce qui permet de savoir quelles cellules ont été touchées par un anticorps. 

· Cette technique a amélioré le rendement des recherches. Pour révéler la toxicité on ajoute un colorant qui pénètre dans les cellules mortes. 
· Cette technique a permis de démontrer qu’il y avait de très nombreux antigènes différents d’histocompatibilité. 

· Le complexe HLA sont des glycoprotéines hétéroimériques. 

· Il y a 2 types de classes de molécules HLA :

· Les HLA de classe 1 :

· Elles ont une chaine lourde et une chaine légère β2 microglobine. Celle-ci n’est pas un antigène HLA mais une protéine constante dans toutes les espèces. Elle n’est pas codée par les mêmes chromosomes que les antigènes HLA et n’est pas ancrée dans la membrane plasmique. Elle a un rôle de soutien de la chaine lourde. 
· On retrouve les HLA1 partout sauf sur les neurones.

· Elles présentent des antigènes synthétisés par voie endogène. Elles sont instables en l’absence de peptide. 

· Les cytokines telles que l'interféron γ induisent une puissante surexpression des molécules HLA en augmentant la transcription des molécules participant au transport et à l'apprêtement des antigènes.

· Les HLA de classe 2 :

· Elles comportent une chaine lourde et une chaine légère β qui ont toutes les deux une variabilité. Les 2 chaines sont ancrées dans la membrane plasmique et ont une région intracytoplasmique. 

· On ne les retrouve pas spontanément partout. Elles sont souvent induites par des cytokines. Elles sont absentes des granuleux, des hépatocytes et des neurones. 

· Elles présentent des antigènes dérivés de protéines exogènes (bactérie, capside virale)

· Les gènes qui codent pour le CMH sont associés au bras court du chromosome 6. Il y en a ≈ 100.

· Il y a 2 types de molécules HLA de classe 1 :

· Les molécules classiques sont fortement polymorphiques. Plusieurs centaines d’allèles différents sont répartis dans la population

· Les molécules non classiques ont la même structure mais un moins grand polymorphisme. 

· Les molécules du CMH appartiennent à la superfamille des immunoglobulines. Elles ont une organisation tridimensionnelle caractéristique faite de 2 feuillets β antiparallèles qui permettent d’obtenir une structure en tonneau. 

Rôles physiologiques du CMH

· La molécule HLA-A2 est la plus fréquente dans la population générale. 

· Les molécules HLA ont une organisation très spéciale faite de 2 hélices α se faisant face avec un feuillet β formant un plancher. Dans cette cavité se placent des petits peptides (de 10 à 15 acides aminés) provenant de protéines intracellulaires (peptides du soi)
· Le TCR reconnaît en même temps la molécule HLA et le peptide. 

· La véritable fonction du système HLA est la présentation de peptides. Remarque : pour les virus ça sera par un HLA 1 et pour les bactéries par un HLA2.

· L’organisation de la poche à peptide est fonction de la spécificité HLA. 

· On ne peut pas exprimer de molécules HLA vides. Les molécules qui montent à la surface cellulaire contiennent toujours un peptide. 

· Il faut savoir qu’on n’a pas naturellement dans son sérum des anticorps anti HLA. 

· Processing de l’antigène 

· La protéine virale va être "protestée" = modifiée pour passer dans le protéasome
· Le protéasome est l'ensemble de l'unité qui va catalyser les protéines et permettre de faire sortir des petits peptides accommodés à la taille de la poche à peptide. 

· Par changement de sous unité, le protéasome va devenir immuno-protéasome qui va rendre disponible les peptides. 

· Pour le système CMH1, la calnexine, la calreticuline et la tapasine permettent de maintenir la structure de la chaine lourde.

· La calréticuline intervient pour ouvrir la protéine et la maintenir jusqu'à ce que la β microglobine puisse s'insérer. 

· La tapasine intervient pour rapprocher les molécules de HLA de l'endroit où vont arriver les peptides. 
· Il y a une sélection des peptides qui vont rentrer dans le RE.
· Ce système est régulé à toutes les étapes.  

· Les systèmes tumoraux expriment moins de HLA1 au niveau de leur surface que les tissus sains. La capacité de reconnaissance de ces cellules par le système immunitaire n'est donc pas bonne. On essaye donc de développer des stratégies vaccinales contre les tumeurs.
Conclusion

· Il y a un laboratoire d'histocompatibilité par CHU en France. 

· Pour une greffe, la compatibilité HLA n'est jamais complète (sinon on ne ferait aucune greffe)

· Les anticorps anti HLA ne sont pas des anticorps naturels. Ce sont la plupart du temps des IgG. 

· Quand on greffe un patient, on recherche l'absence d'anticorps anti HLA qui seraient responsables d'un rejet immédiat hyper aigu. 

· Les donneurs de cellules souches hématopoïétiques sont actifs toute leur vie. 

· Le typage HLA est fixe par contre la réponse de l'organisme par rapport à des sollicitations contres les antigènes HLA peut varier. 

L'adherence et la circulation des lymphocytes

Généralités

· Rappel anatomique du système lymphoïde

· Les lymphocytes naissent au niveau des organes lymphoïdes primaires: maturation complète des LB dans la moelle et des LT dans le thymus. 

· Les organes lymphoïdes secondaires sont le lieu de rencontre entre les lymphocytes et les cellules présentatrices d'antigène. 

· Après le contact avec les cellules présentatrices d'antigène, il y a génération de cellules mémoires qui possèdent des propriétés de circulation et de migration différentes de celles des cellules naïves. Leur but est de détruire les antigènes et les cellules infectées. 

· Passage des lymphocytes du sang vers les tissus
· Arrivée des lymphocytes au niveau des bords des cellules endothéliales

· Fixation grâce à leurs prolongements qui présentent des molécules d'adhérence

· Adhérence ferme

· Migration: entrée des lymphocytes dans les cellules endothéliales des tissus infectés.

· Déplacement dans le micro organisme. 

· Lors d'une réaction inflammatoire, on a une vasodilatation entraînant une diminution de pression de la paroi. Cela facilite la fixation des lymphocytes. 
Les molécules d'adhérence et leurs récepteurs

· Les sélectines

· Elles sont impliquées dans les phénomènes de roulement des leucocytes.

· Il y a 3 types de sélectines:

· Les P-sélectines 

· Présentes sur les cellules endothéliales et les plaquettes.

· Stockées dans des granules. Elles transloquent à la membrane sous l'influence de stimuli inflammatoires
· Leur synthèse est augmentée par les cytokines TNFα et IL1
· Elles sont impliquées dans la migration vers les sites inflammatoires des cellules mémoires et effectrices

· Les E sélectines

· Elles sont uniquement présentes sur l'endothélium
· Leur expression est régulée par les cytokines inflammatoires
· Elles sont impliquées dans la migration vers les sites inflammatoires
· Les L sélectines

· Exprimées par des sous populations leucocytaires
· Impliquées dans la migration vers les organes lymphoïdes secondaires pour les cellules naïves et les cellules mémoires)

· Les fonctions adhésives des sélectines passent par la reconnaissance de contre récepteurs composés de molécules sucrées. 

· S'il y a un déficit en L-sélectine, les lymphocytes ne rentrent pas dans le ganglion. Il n'y a donc pas de rencontre avec les cellules présentatrices d'antigène. 

· Les intégrines

· Ce sont des hétérodimères. Elles sont impliquées dans les interactions cellules-cellules et cellules-matrice extracellulaire;
· Dans la circulation4 intégrines sont importantes (LFA1 et Mac 1, et VLA4 et a4b7

· Elles sont présentes à la surface des leucocytes.

· Après activation par ≠ stimuli (TCR, chimiokines), elles deviennent capables de reconnaître leurs ligands.

· Les intégrines ne sont pas spécifiques aux lymphocytes. 

· Elles sont impliquées dans les phénomènes d'arrêt ferme et de roulement des leucocytes. 

· Elles ont un rôle dans la trophicité des cellules, la survie cellulaire, le contrôle de la transcription, la prolifération cellulaire et l'organisation du cytosquelette.  

Les chimiokines et leurs récepteurs 

· Les chimiokines attirent les leucocytes. Elles sont toutes sécrétées sauf 2 qui sont fixées à la membrane.
· Ce sont de petites molécules induites par l'inflammation. Elles permettent d'activer les intégrines et de contrôler la circulation des leucocytes dans les tissus et les organes lymphoïdes.
· Il y a 20 récepteurs pour 50 chimiokines. On a donc des combinaisons multiples ce qui permet de réguler très finement le fonctionnement du système immunitaire. 

· Les chimiokines inflammatoires sont inductibles. Elles sont produites par les cellules endothéliales activées et les leucocytes. Elles sont peu spécifiques. 
· Les chimiokines homéstatiques sont produites dans les tissus lymphoïdes. Elles contrôlent la circulation des leucocytes

Migration et traversée de l'endothélium

· Les lymphocytes pénètrent dans l'endothélium par 2 procédés : paracellulaire et transcellulaire: après adhérence du lymphocyte, on a une transmission de signaux qui entraînent une contraction du cytosquelette. Les cellules endothéliales ne sont plus jointives et s'écartent. Le lymphocyte passe.

· Les molécules d'adhérence et leurs ligands, les chimiokines et leurs récepteurs permettent l'entrée des leucocytes dans un tissu:

· Les lymphocytes naïfs possèdent des L-sélectines, des intégrines et des récepteurs aux chimiokines

· Les PNN ne possèdent pas de récepteurs aux chimiokines et ne rentrent pas dans le ganglion.

· Les cellules mémoires ne possèdent pas de L sélectines donc elles ne rentrent pas dans le ganglion.

· Les chimiokines ont un rôle important dans les liens entre immunité innée et immunité acquise. Les cellules dendritiques activées par des dérivés microbiens migrent vers les organes lymphoïdes secondaires pour activer le système immun spécifique. Les macrophages et les cellules dendritiques activées sécrètent des chimiokines qui attirent différentes classes de leucocytes. 
· Les cellules dendritiques ont des TLR capables de reconnaître des molécules du système bactérien. Quand les TLR sont activés, ils modifient les récepteurs des chimiokines. 
· Les cellules dendritiques immatures entrent dans les tissus grâce à des récepteurs de chimiokines (CXCR4). Après activation et phagocytose de l'antigène, elles expriment du CCR7 et entrent dans les lymphatiques. Dans les organes lymphoïdes secondaires, on a présentation de l'antigène. Au niveau du site inflammatoire, la sécrétion de chimiokines permet d'attirer et de faire entrer les lymphocytes effecteurs et mémoires. 

· Th1 provoque une réponse antivirale alors que Th2 une réponse anti parasitaire. 

Molécules d'adhérence et chimiokines en pathologie: 

· La LAD Leucocyte Adhesion defficiency de type I: mutation dans le gène codant pour le CD18. Il n'y a pas d'expression en surface des intégrines de la famille β2. Le fonctionnement des neutrophiles est altéré: grande sensibilité aux infections bactériennes. 

· Le HIV reconnait le CD4 mais aussi 2 co-récepteurs CXCR4 et CCR5

· De nombreux cancers humains produisent des chimiokines. Cela a pour conséquences de contrôler l'importance et la composition de l'infiltrat leucocytaire, modifier la réponse immunitaire,  favoriser l'angiogenèse donc la croissance de la tumeur. 
· Les cancers du sein expriment CXCR4 et CCR7 dont les ligands se trouvent dans les ganglions, le foie, les poumons et la moelle osseuse. 

· Les mélanomes malins expriment CCR10 dont le ligan est exprimé par la peau. 

· Ces 2 types de cancer métastasent à des endroits particuliers à cause des molécules d'adhérence et des chimiokines particulières au cancer. 

· La sclérose en plaque provoque la destruction de la myéline par les lymphocytes. Cette maladie évolue sous forme de poussées. On administre aux patients des anticorps anti α4 car l'intégrine α4 va de permettre aux lymphocytes de pénétrer dans le système nerveux. Ce traitement est symptomatique et n'est pas efficace à 100%, de plus il y a des risques d'encéphalites provoquées par un virus existant à l'état latent. 
La synapse immunologique
Généralités

· L'interaction d'une cellule T et d'une cellule présentatrice d'antigène entraîne la formation d'une surface de contact appelée synapse immunologique.
· En l'absence d'antigène:

· Les cellules se déplacent au hasard mais restent dans leurs aires grâce à des chimiokines.  Il n'y a pas de contact entre cellule T CD4+ et cellule B. 

· La fréquence des contacts entre cellule T spécifique d'un antigène donné est donc considérable (0,2 rencontre/heure entre cellule T et cellule dendritique)

· La cellule B peut reconnaître un antigène soluble: c'est une réponse T indépendante. Lors de la rencontre entre les cellules B et les cellules T, il va y avoir maturation de certaines cellules B, ce qui va entraîner un switch. La cellule B va donc produire une immunoglobuline de meilleure affinité (IgG). Cette réponse T indépendante est très rapide. Elle contrôle l'infection avant que le système immunitaire puisse faire une réaction T dépendante. 

· En présence d'antigène:
· Les interactions T/cellule dendritique:

· L'activation initiale des cellules T CD4+ spécifiques survient à la suite de rencontres transitoires.

· Ces rencontres entraînent l'apparition de marqueurs de surface qui témoignent de l'activation

· La cellule T se divise puis les cellules filles migrent au hasard, rencontrent d'autres cellules dendritiques chargées de l'antigène et se divisent à nouveau.

· Les interactions T/B

· De très faibles quantités d'antigène favorisent les cellules B avec un BCR de haute affinité.
· Cette activation par le BCR favorise le mouvement des cellules B aux berges du follicule via des variations de l'expression des récepteurs aux chimiokines. 

· Cela entraîne la formation d'interactions stables T/B en bordure des zones B. 

· La synapse immunologique n'est pas nécessaire à l'initiation du signaling par le TCR mais elle prolongerait le signal transmis à la cellule T. C'est une zone où de nombreux récepteurs se rencontrent (signalosome ou SMAC). Elle permettrait un meilleur contrôle négatif de l'activation et favoriserait la down régulation du TCR. 
L'activation de la cellule T par signalisation intracellulaire 

· Le récepteur transmet l'information grâce aux chaînes α et β. Des phosphorylations vont changer la conformation de la molécule de signalisation ce qui va démasquer un site d'ancrage à la membrane. Cela active la voie de relargage de calcium, la voie NF-KB qui intervient dans l'inflammation et une voie qui intervient dans la réorganisation du cytosquelette. 

· Les signaux d'activation font passer la cellule T en phase G1: transformation lymphoblastique:
· Apparition de molécules membranaires telles que CD40L

· Exocytose des granules de perforine dans les lymphocytes cytotoxiques CD8

· Synthèse de cytokines et de leurs récepteurs (IL2)

· L'activation complète de la cellule T est réalisée lors de l'interaction prolongée avec une cellule présentatrice d'antigène. En l'absence de ce 2ème signal, les lymphocytes deviennent anergiques. 

· L'activation aboutit à une prolifération intense. Les cellules naïves CD4 (Th0) vont se différencier en cellules de type Th1 (IL2 et IFNγ) et Th2 (IL4 et IL5). Certaines vont quitter les organes lymphoïdes pour aller en périphérie pour éliminer les agents infectieux. 

· Les immunosuppresseurs:

· Ils inhibent la calcineurine et l'activation T (cyclosporine), interfèrent avec la synthèse d'ADN (azathioprine). Les anticorps monoclonaux bloquent spécifiquement des molécules clés de l'activation telles que CD3, CD25…

Les signaux co-stimulateurs des cellules T

· L'activation de la cellule T nécessite la reconnaissance par le TCR d'un peptide antigénique spécifique mais aussi la présence de signaux additionnels co-stimulateurs provenant de molécules accessoires. 

· En leur absence, les cellules T deviennent anergiques ou déclenchent leur apoptose. 

· Des récepteurs de surface inhibant l'activation de la cellule T sont présents. Ils permettent d'atténuer la réponse immune: c'est donc une protection contre l'auto immunité. 

· La molécule co-stimulatrice CD28

· Elle est exprimée constitutivement à la surface des cellules T. 

· Elle possède 2 ligands exprimés à la surface des cellules présentatrices d'antigène.

· Elle est critique pour l'activation des cellules T naïves. En l'absence de CD28, l'activation de la cellule T par le TCR la conduit à devenir anergique. Ces cellules anergiques sont incapables de produire IL2 ou de proliférer. 

· CD28 augmente la production de cytokines par les cellules T, favorise la survie cellulaire et abaisse le seuil d'activation de la cellule T. 
· CD28 est dépourvue d'activité enzymatique mais peut être phosphorylée ce qui permet la fixation de protéines de signalisation. 

· La molécule inhibitrice CTLA4

· Les cellules T expriment des récepteurs inhibiteurs dont CTLA4 (cytotoxic T lymphocyte antigen 4). 

· CTLA4 est exprimée par les cellules T activées et reconnaît les mêmes ligands que CD28 mais avec une affinité plus grande. 

· Elle participe à l'arrêt de la réponse immunitaire en inhibant l'activation de la cellule T par réduction de la production d'IL2 et arrêt de la phase G1. 

· Elle régule la fonction des lymphocytes suppresseurs et favorise la mobilité des lymphocytes. 

· La voie activatrice ICOS

· Elle est exprimée par les cellules T activées et absente des cellules naïves. 

· Elle a un ligand présent sur les cellules B, les cellules présentatrices d'antigène et les monocytes. 

· Elle induit la costimulation des cellules T et la synthèse de cytokines (IL4, INFγ… mais pas IL2)

· La voie inhibitrice PD1

· PD1 (programmed death 1) est exprimée sur les cellules T et B après activation. 

· Son ligand est ubiquitaire. Il est présent sur les tissus lymphoïdes, les macrophages, les cellules dendritiques mais aussi sur les cellules du cœur du pancréas et du poumon)

· Elle inhibe la prolifération des cellules T et la production de cytokines.

· Elle a un rôle clé dans la tolérance périphérique. 

· Le blocage de PD1 restaure les fonctions cytotoxiques et CD4 dans l'infection à HIV. 

Les lymphocytes B

Généralités

· Les LB sont le support de l'immunité adaptative humorale par production d'anticorps spécifiques. 

· Ils ont pour origine la moelle osseuse.

· Fonctions
· Transformation en plasmocytes induite par l'activation par l'antigène.

· Capacité de se comporter en cellule présentatrice d'antigène car il peut fixer un antigène soluble spécifiquement par le BCR ou par les récepteurs du complexe immun puis il l'endocyte, le dégrade et l'exprime à sa surface associé aux molécules HLA2. 

· Les immunoglobulines
· Il y a 5 isotypes (G, M, A, D et E) 

· Elles sont bi fonctionnelles avec une extrémité Nterm hypervariable et une extrémité Cterm effectrice.

· Les immunoglobulines ne sont exprimées que par les lymphocytes B
· Les réarrangements et l'expression des gènes du locus IgH précèdent ceux des chaines légères. Le réarrangement complet sur un des allèles entraîne l'inhibition du réarrangement sur l'autre allèle. 

· Les recombinaisons VDJ mettent en jeu une machinerie enzymatique composée des protéines RAG1 et 2 (recombinaison activating gene) exprimées exclusivement dans les lymphocytes B et T au stade du développement où les gènes des récepteurs antigéniques sont réarrangés. 

· Le BCR

· L'IgS est un récepteur spécifique pour l'antigène synthétisé et exprimé avant toute rencontre avec l'antigène. 

· Le phénotype IgM+ et IgD+ correspond à une cellule mature. 

· Les IgS  ont la même structure que l'immunoglobuline sécrétée avec des modifications de l'extrémité Cterm des chaînes lourdes pour leur ancrage sur la membrane. 

· Le BCR est étroitement associé à un complexe multi-moléculaire pour la transduction du signal d'activation. 

Les molécules de surface du lymphocyte B

· Les marqueurs de la lignée B

· Le CD19 stabilise le BCR à tous les stades

· Le CD22 est impliqué dans le signal de transduction du BCR
· Le CD21 est un récepteur pour C3d du complément.

· Le CD32 RFcγIIB permet un rétrocontrôle de la synthèse d'anticorps. Il possède une séquence ITIM activant une tyrosine phosphatase qui inhibe diverses fonctions de la cellule. 

· Le CD40 activé par le CD40ligand présent sur les LT est un puissant signal de prolifération de prévention d'apoptose et de commutation isotypique. Il provoque l'apparition de CD80 sur le LB récepteur du CD28 du LT. On a donc une amplification de la réponse cytokinique du T, une production de cytokines favorisant la différenciation des B et la production d'anticorps. 

La différenciation des lymphocytes B

· La maturation antigène indépendante:

· Cette 1ère étape a lieu dans la moelle osseuse. Elle conduit au développement d'un LB mature naïf et élimine les lymphocytes B auto-réactifs. Elle se fait en 4 stades:

· Le stade pro B: réarrangement des gènes du locus de la chaîne lourde des immunoglobulines. Une fraction des récepteurs est exportée à la surface cellulaire. 

· Le stade pré B: étape de prolifération des cellules préB identiques qui pourront faire chacune un réarrangement différent des gènes de la chaîne légère. 

· Le stade cellule B immature: expression à la surface cellulaire d'une molécule IgM complète formant un BCR. C'est le stade de la sélection négative où l'on obtient un répertoire B tolérant. On a apparition des marqueurs CD40 à la surface

· Le stade cellule B mature naïve: elle circule en permanence entre les différents organes lymphoïdes secondaires. Sa demi-vie est courte en l'absence de rencontre avec l'antigène. 

· La maturation antigène dépendante

· Cette 2ème étape donne des cellules effectrices: plasmocytes et LB mémoires. 

· Elle a lieu au niveau des organes lymphoïdes secondaires périphériques. 

· On a d'abord reconnaissance spécifique de l'antigène par le BCR = 1er signal

· La coopération du LB avec le LT CD4+ Th2 spécifique du même antigène est nécessaire à la différenciation en LB effecteur. Cette collaboration fait intervenir le CD40/CD40ligand et des cytokines (IL4, 5, 6 et 10)

· Cette collaboration déclenche une division de la cellule B dont une partie se transforme en plasmocytes sécréteurs d'anticorps de faible affinité et une autre partie va constituer le centre germinatif des follicules. 

· Dans ce centre, se passent la commutation isotypique de la chaîne lourde et l'hypermutation somatique: processus qui introduit des mutations ponctuelles dans les régions V réarrangées de l'immunoglobuline et qui modifie l'affinité de liaison avec l'antigène. Les LB dont le BCR présente une maturation d'affinité pour l'antigène seront sélectionnés positivement et poursuivent leurs différenciation en plasmocytes ou en cellule mémoire qui permet une réponse secondaire plus rapide et efficace. 

· En l'absence d'antigène, les LB meurent par apoptose. 

· La sélection au sein des centres germinatifs met en place un répertoire spécifique sans auto réactivité. 

· Les cytokines IL4 provoquent un switch vers l'IgE et le TGFβ vers l'IgA
· Les lymphocytes B mémoire

· Ce sont des lymphocytes impliqués dans la réponse immunitaire secondaire. 

· Ce sont des cellules mémoires quiescentes en phase G0 différentes des cellules naïves car leur durée de vie est plus longue, le nombre d'IgS est plus faible mais de meilleure affinité pour l'antigène. 

· L'antigène ne se fixera que sur les cellules possédant un récepteur de haute affinité.

· Ces cellules présentent des HLA/antigène de classe 2 fortement exprimés. 

La coopération T/B
Généralités

· Les cellules B sont sous le contrôle des T. La cellule T va donner l'ordre à la cellule B de produire des anticorps ou non. 
· Pour que cette coopération fonctionne, il faut un contact physique. On va avoir des ponts antigéniques c'est à dire que les cellules T et B vont reconnaître l'antigène en même temps. Par contre ils ne reconnaissent pas le même épitope : c'est l'effet haptène porteur.
· L'haptène est une petite molécule (sucre) qui est antigénique mais pas immunogénique. Elle est reconnue par des anticorps mais aucune action ne sera déclenchée contre lui car la molécule est trop petite. Il faut donc le coupler à une molécule porteuse (sérum albumine de bœuf). 

· La cellule B reconnait l'haptène par l'immunoglobuline de surface et la cellule T par le TCR. 

· Les chimiokines vont attirer les cellules T vers les cellules B. 

· Le pont antigénique est constitué par : 
T/TCR/peptide antigénique/HLA2/B/Immunoglobuline/Antigène 
L'évènement cellulaire 

· La coopération T/B se produit dans le ganglion. 

· Les cellules dendritiques présentent l'antigène aux cellules T: C'est la phase de pré activation des cellules T. 

· Puis les cellules dendritiques vont migrer dans les régions folliculaires primaires où on va avoir pré activation des cellules B.

· Ces pré activations vont avoir un effet déterminant dans le rapprochement de T et de B. 

· LB expriment des récepteurs CCR7 sensibles aux CCL21 et CCL19 produits dans la zone T.

· LT expriment des récepteurs CXC5 sensibles aux CXCL13 produits dans le follicule primaire.

· Cette coopération entraîne:

· Une prolifération des cellules B donc une transformation du follicule primaire en follicule secondaire.

· Les cellules T deviennent des lymphoblastes.

· Les plasmocytes sont responsables de la production d'anticorps IgM. 

· Le follicule secondaire est un centre germinatif
· Les cellules dendritiques folliculaires ont pour rôle d'éliminer les cellules B qui n'ont pas une affinité assez forte pour l'antigène. Ainsi les lymphocytes B qui sortent du centre germinatif ont une activité très importante. 

Les évènements moléculaires

· On a formation d'un contact synaptique (physique direct) entre les lymphocytes T et B. 

· Le lymphocyte T activé par l'antigène va produire du CD40 ligand. Celui-ci va se fixer sur le récepteur CD40 de la cellule dendritique. Cela provoque:

· Le déclenchement de la voie CD28 donc la fin de la formation du LT

· La fabrication de cytokines qui favorisent la migration du LT vers le LB. 

· Le switch IgM/IgG
· Une activité anti apoptotique
Apoptose et système immunitaire

Mécanismes généraux

· La mort cellulaire programmée MCP est délibérée et calculée. "C'est une mort propre, altruiste et sans inflammation"

· La chromatine se condense le long des parois du noyau.

· On a des récepteurs de la phosphatidylsérine qui est présente sur le feuillet interne de la membrane. Une cellule normale expose très peu de phosphatidylsérine sauf en cas de phagocytose: les macrophages y sont très sensibles.

· La fragmentation de l'ADN n'est pas constante. On peut avoir au cours de l'apoptose l'activation d'une endonucléase qui va fragmenter l'ADN en formant des portions de 200 paires de bases. 

· Les facteurs de croissance ont une régulation de type anti apoptotique.

· L'apoptose protège de la cancérisation. 

Mécanismes moléculaires

· On a 3 types de mécanismes: pro apoptotique extérieur (par une autre cellule ou par privation de cytokine), pro apoptotique intérieur (dégâts sur l'ADN) et anti apoptotique. 

· Les éléments du mécanisme sont: un senseur puis un régulateur, puis un adaptateur et un effecteur qui conduit à l'apoptose. 

· L'adaptateur et l'effecteur servent comme rhéostat: ils opèrent une régulation qui peut empêcher l'apoptose. 

· Chez les mammifères, on a 2 grandes familles: les BCL2 et les capsases.

· Les capsases:

· Ce sont des protéines intracellulaires qui ont une possibilité de régulation et d'amplification. 

· La capsase est une proenzyme sans forme avec une chaine assez longue. Ce monomère une fois activé va former un tétramère: c'est un signal pro-apoptotique. 

· On retrouve 2 sous familles de capsases: les pro-inflammatoires et les pro-apoptotiques initiatrices (capsase 8) et tardives exécutrices (capsase 3)

· La famille des BCL2 (B cell lymphoma)

· Dans les lymphomes de Burkitt, on a une translocation 14-18 dans laquelle une partie de BCL2 va au contact du gène de l'immunoglobuline ce qui donne une activité anti apoptotique BCL2-Ig. Cela empêche d'apoptoser donc on a un lymphome. 

· Les BCL2 ont un rôle anti apoptotique, les BAX ont un rôle pro-apoptotique et BH3 only a un rôle pro apoptotique. 

· Les protéines BCL2 ont tendance à se loger dans la mitochondrie et à se polymériser en homo ou hétérodimères en fonction de la concentration en BCL2 et BAX. La cible d'action des 3 sous familles est la mitochondrie. 

· BCL va former un pore mitochondrial qui lorsqu'il va s'ouvrir va laisser s'échapper le cytochrome C. 

· La privation de facteurs cytokiniques active BAD. 

Les voies de l'apoptose

· La voie mitochondriale: le BH3 only est l'élément intérieur 

· La fixation de la protéine BH3 only ouvre le pore mitochondrial et libère le cytochrome C.

· Le cytochrome C va créer un heptamère avec l'APAF1 qui va se complexifier avec la pro capsase 9. On obtient la production de dimères de capsase 9.

· La voie des récepteurs de surface comme le récepteur TNF (tumor necrosis factor)

· Le récepteur Fas transmembranaire possède un death comain sur lequel la protéine Fadd vient s'accoler.

· Cela va activer la capsase 8 qui déclenche la régulation de BH3 only (cf voie du BH3) et la régulation de la voie des capsases jusqu'aux capsases effectrices. 

· Les capsases effectrices agissent sur les lamines de structure du noyau, des protéines de signalisation et interviennent dans la fragmentation de l'ADN.

· Les principaux endroits d'apoptose sont à l'état de repos le thymus pour la sélection des lymphocytes et en phase de retour à l'homéostasie.

La lymphocytotoxicité
Généralités
· La cytotoxicité est la propriété de 2 types cellules: les CTL lymphocytes T cytotoxiques et les NK natural killer. 

· Elles ont un phénotype bien précis:

· Les CTL: CD3+ associé au TCR, CD2+ molécule d'adhésion et récepteur du CD48L et CD8+
· Les NK sont CD3-, CD2+, CD4- et CD8-. 

· Remarque: les CTL ou lymphocytes T CD8 reconnaissent les antigènes présentés par des molécules HLA1 alors que les lymphocytes CD4 ou helper reconnaissent les antigènes présentés par HLA2. 

· Lorsque les CTL et les NK sont activés, des granulations apparaissent dans leur cytoplasme contenant de la perforine qui est apparentée à la fraction C9 du complément et du granzyme, enzyme appartement à la famille des capsases responsable de la mort cellulaire par apoptose. 

Les CTL 

· Ils s'activent lors d'une infection virale. Ils mettent ≈ 10 jours pour s'activer.
· Les molécules de HLA1 à la surface des cellules infectées vont exprimer des peptides viraux. 

· Les CTL sont très spécifiques des virus. Les tétramères de HLA sont capables d'augmenter l'affinité et l'avidité des CTL pour les peptides exogènes. 

Les NK 

· Les NK sont capables de réagir contre un agent pathogène très rapidement. Ils représentent la 1ère ligne de défense en lysant directement les cellules infectées.

· Ils ont la propriété de sécréter des cytokines inflammatoires comme IFNγ, TNFα et GM-CSF
· Les récepteurs membranaires 

· Il y a des récepteurs inhibiteurs et activateurs de la lyse cellulaire. 

· Plus les cellules expriment le HLA1, moins les NK lysent ces cellules. Les NK reconnaissent donc les cellules en fonction de l'expression du HLA1. 

· On a plusieurs types de récepteurs: les récepteurs KIR (killer immunoglobulin receptor), les lectines de type C qui lient les molécules HLA et les récepteurs NKP. Ces derniers sont tous activateurs. NKP46 et 44 lient spécifiquement les hémagglutinines du virus de la grippe.
· L'intérêt d'un virus ou d'une cellule tumoral est de faire diminuer l'expression du HLA1 pour éviter une cytotoxicité des CTL mais le NK va reconnaitre et lyser les cellules si elles ne présentent pas de HLA1. 

