Cellules et organes du systéeme immunitaire

IMMUNITE :

Ensemble des mécanismes biologiques permettant a un organisme de :
- RECONNAITRE et de TOLERER le SOI,

- RECONNAITRE et de REJETER le NON SOI
(substances étrangeres, agents infectieux, ses propres constituants altérés...)

SYSTEME IMMUNITAIRE :

Ensemble de cellules, d'organes et de molécules



Cellules Immunocompeétentes
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Cellules Immunocompeétentes
IMMUNITE NON SPECIFIQUE IMMUNITE SPECIFIQUE

»Monocytes, macrophages, polynucléaires » Cellules présentatrices d’antigéne
- macrophage
- cellules de langherans
- cellules dendritiques

- lymphocyte B
>» Lymphocytes T
»Lymphocytes NK
» Lymphocytes B

ACTION IMMEDIATE ACTION RETARDEE, MEMOIRE




Origine et
Distribution des cellules lymphoides
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Organes et tissus lymphoides

» Organes lymphoides primaires ou centraux

- Thymus
- Moelle Osseuse

» Organes et tissus lymphoides secondaires ou périphériques

- ganglions lymphatiques

- rate

- tissu lymphoide associé aux bronches
- amygdales vegétations

- ganglions mésentériques

- plaques de peyer

- tissus lymphoide urogenital



Organes et tissus lymphoides

Organes lymphoides primaires Organes lymphoides secondaires

Anneau de Waldeyer
Ganglions
Amygdales
végetations

Tissu lymphoide associé
aux bronches

Thymus

Ganglions lymphatiques

Moeélle osseuse .
Rate

Ganglions mésentériques

Plaques de Peyer

=—Tissus lymphoides uro-génital




Maturation des cellules lymphoides :
dans les organes lymphoides primaires

Cellule

Souche —® Souche

hématopoietique

FT= thymuline,

CD34 IL7, SCF
lymphoide /
IL3, SCF Pro-B B naif
\
\* .
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—>
Pro-T S, [FU T naif

thymosines a1, thymopoiétine




Localisation et composition du Thymus

Capsule

Thymic carpuscle
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Role du Thymus

‘multiplication intense (plusieurs millions de cellules produites par jour): les
précurseurs CD 34+44+ issus de la MO entrent par voie sanguine et se
multiplient au niveau du cortex superficiel. (cellules doubles négatives).

‘maturation, differentiation: les cellules acquierent progressivement:
le récepteur a | 'antigene TcR (réarrangement des genes du TcR)

les marqueurs de cellules matures (CD2, CD3, CD4, CD8)
(cellules doubles positives au niveau du cortex profond)

selection des lymphocytes: double. Permet la tolérance au soi

Positive Négative
survie des thymocytes destruction des thymocytes qui
qui reconnaissent le CMH reconnaissent trop fortement le soi

Cellules simples positives (médullaire)



Maturation thymique des lymphocytes T
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LYMPHOCYTES T — Structure du TCR
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Notion de répertoire antigénique

1 cellule T = 1 récepteur a I’antigéne, 10 13-1° TcR différents

ex: TcR chaine §:

vV1,V2,V3 ...

RAG, vV1,V2,V3 ...

Recombinase

gene
enz de réparation

Endonucléase
TdT

D1, D2... J1, J2... C1

D2J6 C1
Activating — - - + - + - ———HHI-

Terminal
Desoxynucleotidyl
transferase

Ll B

ADN non réarrangé

Réarrangement D-J

Réarrangement V-D-J

ADN réarrangé Ly T
B "o

=» Transcription, épissage, traduction chaine p TCR



Seélection positive et négative dans le thymus

Medulla
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Positive and Negative Selection in the Thymus.

T cells nead to detect foreign antigens presented by self major-histocompatibility-complex (IMHC) molecules, Part of the T-cell re-
ceptor recognizes the foreign peptide, and part of it recognizes the self MHC molecule. The random nature of T-cell-receptor gene
rearrangements means that only a minority of T cells are capable of performing this task. Marny of the immature CD4 and CDE8
double-positive T cells are useless becavse their T-cell receptors do not recognize self MHC molecules at all. These T cells eventu-
ally undergo apoptosis. Cells whosa T-cell receptors have various affinities for binding self MHC molecules {usuvally containing a
self peptidel are positively selected on cortical epithelial cells. Howewver, many of these cells are potantially harmful because their
T-cell receptors have a high affinity for a complex of zelf peptide and a self MHC molecule {or even an MHC molecule alonel. These
autoimmune T cells are eliminated by the induction of apoptosis when they interact with dendritic cells and macrophages in the
thymic medulla (negative selection ). This leaves T calls with only a weak affinity for self MHC molecules. These cells form the pool
of T cellz that are exported from the thymus as single-positive (CD4 or CDE) cells. In the periphery they have the potential to rec-
ocgnize a complex of foreign peptide plug self MHC molecules and to become activated if the affinity of the interaction exceads a
certain threshold.



Thymocytes
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Fig.V-3a : Histologie du thymus.



Evolution du Thymus avec I’'age

Evolution du thymus avec I'age.
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Marqueurs des cellules T

TCR recepteur a I’antigene
CD2, CD5, CD7 marqueurs de lignée T
CD3 transduction du signal
CD4 liaison MHC CI Il

CD8 liaison MHC CI |

CD28 co-activation / B7
CD40L co-activation / CD40
IL2R recepteur a I'lL2

LFA1, ICAM-1 molécules d’adhésion

CD45 RA /RO marqueur de différenciation



Cellule T

Cellule
présentatrice

SYNAPSE IMMUNOLOGIQUE (1)

adhésion

Reconnaissance
1¢" signal
TCR

Costimulation
2°me signal
CD28

Class Il

MHC

B7-1/B7-2
(CD80/CD86)




Cellule T

Cellule cible

SYNAPSE IMMUNOLOGIQUE (2)

adhesion

ICAM-1

lier signal
reconnaissance

Class |
MHC

LFA-3

2ieme signal
costimulation:
absent




Anatomie de la moelle osseuse

Moelle osseuse

Arteriole

Cellule sanguime immature
Fibres reticulmres et

collageniques

Smusoide Cellule reticulo-endotheliale




fonctions de la moelle osseuse

MO assure 3 fonctions:
*Maintien d 'un contingent de cellules souches

‘Maturation et differentiation des prolymphocytes B en lymphocytes B
matures aptes a coloniser les organes lymphoides secondaires

L ’hébergement des B activés par | 'antigene en provenance des
organes secondaires et qui se transforment en plasmocytes sécréteurs
d ’anticorps



Maturation des lymphocytes B dans la MO
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LES LYMPHOCYTES B

BCR 3i % - BCR : immunoglobuline membranaire

BCR & i % - =105 BCR identiques / LB

LB
BCR = i

- Reconnaissance directe d’ un Ag
(conformationnelle)

épitope antigene



LYMPHOCYTES B — Structure du BCR
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Notion de répertoire antigénique

1 cellule B = 1 récepteur a I’antigéne, >10 13-15 BcR différents

L chain H chain
Germline Germline
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Maturation dans la MO des lymphocytes B

@Cellula souche
. Multiplication

difféerenciation

J-u] Artére
Capillaire

Macrophage

Veine sinusoide

central

Réarrangement '_} A @
Apoptose” 0 @\ < A

Endosteum
Veine sinusoide

@) cCellule de la lignée B

CRS : Cellule réticulaire stromale

Fig. V-5b : Moelle osseuse lymphopoiétique.



Marqueurs des cellules B

BCR
CD19, CD20

Igo. (CD79a)/ Igp (CD79b)
CD21

CD22, CD72

CD40

CD80/86

réecepteur a I’antigene

marqueurs de lignée B
transduction du signal
Récepteur c3d/EBV, transduction
molécules d’adhésion
co-activation / CD40L

co-activation / CD28



« Population hétérogene de cellules lymphoides, Cytotoxicite +++

e repartition tissulaire:
- représentent 10-15 % des lymphocytes du sang périphérique
(Grands lymphocytes granuleux avec granules lytiques: perforine,
granzymes)
- foie, rate +++
- tissus inflammeés

» Différenciation au contact du micro-environnement meédullaire
Progeniteur commun avec les LT, expriment certains marqueurs des T
(CD2 par ex)



Les cellules NK

Cellules de I'immunité innée : Pas de récepteur spécifique de | 'Ag

fonctions

NK activées par:

* elimination des cellules infectees
(bactéries, virus, parasites)(phase
précoce de | 'infection)

* surveillance des tumeurs
(diminution de | ’expression HLA-1
dans les tumeurs pour échapper
aux LT cytotoxiques)

* participation a la regulation

d 'une reponse spécifique: par la
synthese de nombreuses
cytokines (IFN-_, TNF- )

* des cellules allogéniques ou
xénogeniques (CMH different)

» des cellules du soi avec un defaut
d ’expression du CMH classe 1
(HLA-E protege les cellules
normales de la lyse par NK)

les cytokines produites lors d 'une
réaction inflammatoire

NK, a | 'interface de | immunité innée et de | 'immunité adaptative




Marqueurs des cellules NK

KIR, LIR, CD9%4 NK récepteurs / CMH CI |

NKp44, 46, 30, NKG2D Récepteurs de cytotoxicité naturelle
CD16 Récepteur Fc IgG

LFA-1, CD18/11, CD56 molécules d’adhésion

CD2 co-activation

RIL2, RIL12, RIL15 ... récepteurs de cytokines

> CD3-, CD56+ et/ ou CD16+



Organes et tissus lymphoides

Organes lymphoides primaires Organes lymphoides secondaires

Anneau de Waldeyer
Ganglions
Amygdales
végetations

Tissu lymphoide associé
aux bronches

Thymus

Ganglions lymphatiques

Moeélle osseuse .
Rate

Ganglions mésentériques

Plaques de Peyer

=—Tissus lymphoides uro-génital




Le réseau lymphatique

Amygdale palatine

Ganglion submandibulaire

Ganglion cervical Veine jugulaire inteme gauche

: i i
Veine I (_:;a”z' Iy;npha que droi Veine sous-claviére gauche
sous-claviére droite

Thymus
Ganglion axillaire

Vaisseau lymphatique

Canal thoracig Rate
Citerne
SR Intestin gréle
Ganglion "
imesgtinal ﬁglwgedlgrr;%h:t:)que agrégeé
Gros intestin plaqu o i
Ganglion iliaque
Appendice

Ganglion inguinal

Moelle osseuse

Vaisseau lymphatique

Vue antérieure des principaux composants du systéme lymphatique



Les ganglions lymphatiques

- environ 1000 dans tout I'organisme : surveillance de nombreux territoires
- petit organe réniforme, de 1 a 15 mm de diametre
- disposés sur le trajet des voies lymphatiques

La circulation lymphatique s’effectue dans un seul sens :
tissus = ganglions = sang

Pénétration de | 'Ag capillaires
lymphatiques

afferents

cortex
superficiel

cortex profond

Lymphocytes naifs . I médulla
byt 'Ilé(ire My
., capi y”
Lymphocytes actives (g IynEph atique Vue générale

lymphocytes mémoires efférent




Structure d’un ganglion lymphatique

-zone CORTICALE : amas ovalaires de lymphocytes B

- avant stimulation antigénique : follicule PRIMAIRE

-3 a5 j apres avoir rencontré ’Ag : follicule SECONDAIRE
- zone PARACORTICALE : aire thymo-dépendante

riche en lymphocytes T et en CPA

- zone MEDULLAIRE : zone mixte comprenant des lymphocytes B et T,

plasmocytes et macrophages

sinus marginal
sous-capsulaire

-4 lymphatique
afférent
veine

P ‘ post-capillaire
2 : capillaire

el
==22 .

' follicule
[ | secondaire

/ ka capsule
' paracortex
ollicule pnmaire

trabécule =
lymphatique efférent

T velne

aere FIG. V-8 : Ganglion lymphatique.

I Zone corticale
mmmm Zone paracorticale

1 Zone médullaire



La Reponse Immune Speécifique
Schema général / ganglion

Lymphatique afférent O D
o /.
Ag périphérie % artére
+/- DC
IDC/FDC
Lymphatique efférent
Follicule lymphoide
Lymphatique afférent
artere
Lymphatique efférent

Maturation finale des LB

Effecteurs T Ly mémoires
CTL

Ac




Recirculation des lymphocytes

Lymphocytes naifs dans

la circulation sanguine :
arrivée dans le ganglion

Retour des lymphocytes

dans le sang par
le canal thoracique

Chimiokines/ R de chimiokines
+++

Les antigenes des aires infectees
vont dans les ganglions
via le systeme lymphatique



- forme ovale, organe lymphoide le plus volumineux (= 12 cm de L)
- située dans ’hypochondre gauche

- branchée sur la circulation sanguine :

role +++ épuration du sang (100 a 200 ml/mn) : capture des Ag
injectes dans la circulation sanguine

organe PHAGOCYTAIRE principal : macrophages +++
ex : patients splénectomisés : susceptibilité particuliére aux infections

bactériennes a germes capsulés

- pas de drainage par une circulation lymphatique



Structure de la rate : pulpe blanche et pulpe rouge

- 1a pulpe rouge : occupe le plus grand espace, réseau de sinus veineux
et de cordons cellulaires (cordons de Billroth) = FILTRE A ANTIGENES

Destruction des hématies

- la pulpe blanche : tissus lymphoides sous forme de manchons

autour des rameaux artériels, entourés de la zone marginale
=~ LIEU DE LA REPONSE IMMUNITAIRE

Fulpe blanche

Fulpe rouge

artériole

PR : Pul ;:\e rouge 5'-Foyer associe au PALS
G-Housse de Scheigger-Seidel
T-Cordon de Bilroth

Fig.V-10a : Rate. s Zonmarginae " Coupe transversale

10-Partie interne du PALS
Ti-Artére penicillea
12-Sinus marginal
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Structure de la rate
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Tissu lymphoide annexé aux muqueuses :
MALT (Mucosal Associated Lymphoid Tissue)

- assure la protection de plus de 400 m? de muqueuses
(respiratoire, digestive, urogénitale, oculaire...)

- comporte du tissus lymphoide diffus (qui infiltre toutes les muqueuses) et
des structures individualisées (plaque de Peyer, appendice, amygdales)

- prépondérance de la réeponse humorale avec IgA sécrétoires +++
(capables de traverser les muqueuses et donc d’en assurer leur protection)
fonction importante dans les réactions immunitaires locales

- développement tardif
systeme lié a I'environnement et capable de s’adapter en permanence



Tissu lymphoide annexé aux muqueuses :
MALT (Mucosal Associated Lymphoid Tissue)

- on peut individualiser différents systémes:

- nasopharynx:
NALT (Nasopharyns Associated Lymphoid Tissue)

- Voies aériennes supeérieures :
BALT (Bronchus Associated Lymphoid Tissue)

- Tube digestif :

GALT (Gut Associated Lymphoid Tissue) :

contient a lui seul plus de cellules immunitaires que le
reste de I'organisme

- glande mammaire: synthétisent les IgA sécrétoires du lait maternel pour
la protection du tube digestif du nouveau-né



LUMIERE INTESTINALE

épithélium

ANTIGENES

villasités

ilamina propria

DIFFERENTES MUQUEUSES

CELLULES SENSIBILISEES

sang
lymphe

GANGLIONS REGIONAUX /

canal
thoracique

EE e
lymphocytes B _,,__,_,{ lymphocytes T j’«:’;_; lymphocytes T,B et plasmocytes



Reépartition tissulaire des populations lymphocytaires

Lymphocytes T Lymphocytes B Lymphocytes NK

Sang périphérique 70-80 % 10-15 % 10-15 %
Moelle osseuse 5-10 % 80-90 % 5-10 %
Thymus 99 9%, <1 % <1%
Ganglions 70-80 % 20-30 % <1%

Rate 30-40 % 50-60 % 1-5 %



Circulation des Lymphocytes

ORGANES LYMPHOIDES PRIMAIRES
Moelle Osseuse / Thymus
PRODUCTION

Cellules naives ‘ sang

* Via HEV

Chkines/ ORGANES LYMPHOIDES SECONDAIRES
R chkines | Ganglions, rate, tissus lymphoide associé aux muqueuses
+++ ACTIVATION, DIFERENCIATION

, ] . Lymphe
Cellules mémoires > naives J ymp

ORGANES LYMPHOIDES TERTIAIRES
Lieu de 'aggression
FONCTIONS EFFECTRICES




Passage trans-endothélial des Lymphocytes

@ I Flux sanguin
Roulement du
lymphocyte Activation
Adhérence primaire du lymphocyte
reversible  Aghérence secondaire

@ irréversible transmigration
DO SN

Lymphocytes L séelectine CD62L Intégrines CCR7 / CXCR5

LFA-1/ VLA4 :
Cellules t %/l t @
ICAMS

endothéliales ELAM-1 CCL21, 19/ o
CXCL13 S




Etapes de la reponse immune Spécifique

Ly T CD4 naif
TCR spécifique %
de I’'Ag IL2 CD4 Th1 CDS8 CTL

<[>_>Q_, By @
\cy n LB
oNe—

CMH CD4 Th2 + Ag
CPA/Ag 6. Mort

5. Effecteurs

4. Différenciation : f
3. Prolifération v a4
2. Activation clonale 5°. Mémoire

1. Reconnaissance ‘ ‘

Spécifique



Les lymphocytes :
caracterisation dans le sang peériphérique

Morphologie :
-Haut rapport nucléo-cytoplasmique, noyau a chromatine mottée

- 7 — 12 micromeétres

- cytoplasme petit, basophile, quelques (peu) granulations azurophiles

v

P %
N N[t

Petit lymphocyte Lymphocyte a grains




ANTICORPS MONOCLONAUX
comparaison Ac polyclonaux/monoclonaux

Déterminants
3

2 antigéniques
oY

"R
@ @ @ @ lymphocytes

Acl Ac2 Ac3 Ac4 anticorps

l

Mélange d’anticorps :
antiserum Acl,Ac2,Ac3,Ac4

Ac polyclonaux

D@ OO
@D @ OO
lymphocytes Cellules de myélome

fusion
l
CID ridomes
% hybrid
‘/ i i \‘ clonage
TP PP B B

1 2 3 4
A

Acml Acm2 Acm3 Acm4
Ac monoclonaux



H Molécules de surface propres a des lignées cellulaires
antigenes de différentiation

ou classes de différentiation (CD)

H Ateliers Internationaux (Workshops)

comparaison de plusieurs Acm
provenant de laboratoires =
caractérisant 1 ou des épitopes = d’une méme molécule



PRINCIPALES SOUS POPULATIONS
DE LYMPHOCYTES T

<10% T sg >90% T sg

/ \

CD4-\ /CD4-
CD8-/ \CD8+ @

Cellules cytotoxiques Restriction Restriction
répertoire restreint CMH cl 11 CMH cl 1

\e
€



NUMERATION DES LT CD4+/CD8+

Immunofluorescence a I’aide d’Acm anti-CD4 ou CDS

2 phases

1) marquage
sang total
Ac anti-CD4, Anti-CDg8

10-20 min 2 s
couplées a des fluorochromes
ant1-CD4-FITC, ant1-CD8-PE
10-20 min lyse des hématies

2) analyse
cytometre sur 10,000 cellules

1 a 3 min/prélevement
30 min-1 heure

40-50 prélévements/j



.>5

Triple marquage pour cytometrie en flux

2 < r’i

Incubation Lavage Analyse

N
HZ%



Principe de la cytomeétrie en flux

Informations sur:
- taille

- structure

- fluorescence

488 nm

LASER

A excitation A émission




Exemple sur sang total lysé
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Exemple sur sang total lysé
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NUMERATION DES LT CD4+/CD8+
resultats

» Expression en % des lymphocytes circulants
et en valeurs absolues

» Normes établies chez le sujet « normal »
(Laboratoire d ’Immunologie Cellulaire et Tissulaire GH.P.S.)

CD4
CD8
CD4/CDS8

» Controle de qualité inter-laboratoires
pour les CD4 différences faibles = 1.2%

pour les CDS8 différences + grandes = 3%



Valeurs normales de I'adulte
Laboratoire d’Immunologie cellulaire de la Pitié-Salpétriere

CD4+ CD3+ 46,6% (SD = 8) 858/mm3 (SD = 260)
et > 450/mm3

CD8+ CD3+ 26% (SD =5) 482/mm3 (SD = 164)

CDS8+ totaux 30,1% (SD = 6) 555/mm3 (SD = 165)

Ratio

CD4+ CD3+/ CD8+CD3+ > 0.68



VARIATION DES SOUS POPULATIONS
LYMPHOCYTAIRES AVEC I’AGE

Sang J1-11 mois 1-6 ans 7-17 ans  18-70 ans
de cordon
Lymphocytes
A 41 47 46 40 32
.103/mm?3 5.4 4 3.5 2.5 2
Cellules T CD3+
Y0 55 64 64 70 72
10°/mm? 3 2.5 2.5 1.8 1.4
Cellules T CD4+
A 35 41 37 37 42
103/mm3 2 2 1.6 0.8 0.8
Cellules T CD8+
o 29 21 29 30 21
103/mm3 1.5 0.9 0.9 0.8 0.7
CD4/CD8 1.2 1.9 1.3 1.3 1.2
(0.8-1.8) (1.5-2.9) (1-1.6) (1-1.4) (1-1.5)



LYMPHOCYTES SANGUINS PERIPHERIQUES
sous populations
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LA LYMPHOPENIE CD4 PATIENTS VIH
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RESTAURATION IMMUNITAIRE
augmentation des CD4
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