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Immunitéinnée

L'immunité innée ne nécessite pas d'apprentissage
préalable, est génétiguementhéritée et est présente
des la naissanceElle repose sur des mecanismesde

reconnaissanceet d'action tres conservésau coursde

I'évolution.

Trésrapidementmiseen dzdz@ Ndsraunité innéeestla
premiere a intervenir lors de situations variées
(atteintes des tissus, infection, cancer) C'est une
oremiereligne de defensequiagitd'abordseulepuisse
prolongependanttoute laréactionimmunitaire.




Les «arrieres»

La meilleure facon d'éviter l'infection tissulaire, c'est d'empécher I mtroductlon
de l'agresseurrole de labarriere cutaneomuqueusgui constitue la_
premiere lignedeRS TSy aS RS f Q2NHIFIYyAaYS®

muqQueuse oculaire
mugqueuse respiratoire

appareil glande sudoripare
respiratoire
follicule pilo-sébacé
mugqueuse intestinale
vessio

Barrieres épithéliales et tissus sous-jacents

Pénétration et détection de I'agent infectieux
Inflammation et élimination de I'agent infectieux

Issude http://anne.decoster.free.fr/immuno/immuno0.htm




L es « Intrus»

+2A8a8 RQSYUNBS RSa LI (K238yS
+2AS RQS Mode de transmission Pathogéne Maladie
Muqueuses
Aérienne Inhalation de gouttelettes Virus influenza Grippe
Neisseria meningitidis| Méningite a

méningocoques

Gastrointestinale

Eau et aliments contaminés

Salmonella Typhi

Fievre typhoide

Rotavirus Diarrhée
Génitale Contact physique Treponema pallidum | Syphilis
Epithélium externe
Blessures et abrasiong Blessures par piqure Bacillus anthracis Anthrax
Contact avec des animaux | Clostridium tetani Tétanos
infectés Pasteurellgularensis | tularémie

t Alj dzZNBa RQ

Piqure de moustiqueAgdes
aegyt)

Piqure de puces

Piqure de moustiques
(Anopheles)

Flavivirus

Borrelia burgdorferi
Plasmodiunspp

Fiévre jaune

Maladie de Lyme
Malaria




Les défenses e barriere»

La peau et le sébum
(réle antibactérien des acides gj

Lemucuset& QS a Ol f-tilai@N) Y dzO2

muqueuse respiratoire

. 1]
appareil / glande sudoripare
respiratoire
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Les flores commensale:

(intestin, vagin, etg

A Colicine et diverses _
ol OG SN2 é;peyc_gm@le

Les miliewacides

peau

—

Les protéines et peptides antimicrobiens (PAN




LesProtéineset peptidesAntiMicrobienschezt QI 2 Y)Y S
(PAM)

A Enzymesex. lysozymg250-500nmg/mLdans les sécrétions nasales,
salive, Iarmess/

Lactoferrine (chélation du fer)

Défensinegfeuilletshb)
A Db défensines(HBDB1 et HBER)
A Peau et tractus respiratoire
A a défensineg=cryptidineg
A CellulesdanethRS f QAYy G SalGAy
Cathélicidineghélicesa)
Protéines A et D du surfactaragsoninegprimitives)

To o

A
A
M w tedséhtiel dans les défenses de premidigne
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Les Protéines et peptidémtiMicrobiens. PAM

A Produits par de multiples types cellulaires
I Glandes soumugueuses
I Cellules épitheliales
i Cellules wpécialiséeg RS f QAYYdzy A (S ¥
A Polynucléaires neutrophiles
A Macrophages

A Selon les cagsctionextracellulaire, intracellulaire
(sur des microorganismes phagocyteées lesdeux
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AntiMicrobienspar les phagocytes (polynucléaires neutrophiles,
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La reconnaissance d’ une
infection bactérienne ou virale

Signal de DANGER

P

¢

7YY 2T YXY ' Yy "M\

des motifs conserves sur des classes de
pathogenes

{ PAMP: pathogen associated J

molecular pattern

des récepteurs qui discriminent les
pathogenes

PRR: pattern recognition
médiateurs de receptor
I’ inflammation
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Exemples de PAMP (signhatures)

A
A
A

~lagellinedes flage
Peptidoglycanales

_Ipopolysaccharid

lles bactériens
bactéries a G+
endotoxine) des bacteéeries a G

A ARNdouble brin
A ADNnon méthylé




La reconnaissance d’ une
infection bactérienne ou virale

mediateurs de
I’ inflammation

A\

Signal de DANGER

des motifs conserves sur cdes classes de
pathogenes

PAMP: pathogen associated
molecular pattern

des recepteurs qui discriminent les
pathogenes

PRR: pattern recognition
receptor
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Collagénase
Lactoferrine

Lysozyme
Peroxydase
aultres
' | cnzZymes...
Cytokines inflammatoires : IL-16 , TNFe, IL6 Peptides anti-microbiens : défensines
Chimiokines Enzymes toxiques : lysozyme, hydrolases
acides
Amines vaso-actives : histamine Radicaux libres de I oxygéne, de I’ azote
Médiateurs lipidiques : prostaglandines, leucotriénes (NO)
\ J o\
Recrutement et activation Microbicidie

d’ effecteurs inflammatoires
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Principale ligne de
——3 defense de
[ QA Y Y dzy A (i
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Influencent la chimiotactique ¥ G
réponse favorisant le R -

adaptative ? recrutement de Modifications morphologiques
monocytes observées sur S. aureus traité par hBD
(b défensine inductible épithéliale)

Régulation de la
production de
cytokines proe
inflammatoires

Les extrémités des doigts, lavés, R Q dmfontaire sain
3. aureus sont inoculéesartificiellement avec une souchede S
aureus ou R Q @oli. Aprés exposition pendant 30
minutes, les extrémitésdes doigts sont appliquéessur
ungelR QI & ledBloniesde S aureus(agauche)ou
E coli (adroite) dénombréesE coliy” Q pastiansfére,
suggérant que la peau humaine produit de fagon
constitutive une défensechimique capablede tuer les
souchesR Q@li.

M/S Volume22, numéro 2, février 2006p. 153157
Peptides antimicrobiens naturels cutanés r
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Des souris déficientes en lysozyme M présentent des lesions
beaucoup plus séveres apres une injection sous cutanee dee\j=
luteus

Micrographies (MET) de lésions
cutanées 7hapres une infection par
Micrococcudutéuschezdes souris
normales(A) oudéficientes en
lysozyme(B).

Surle cliché A, les bactéries présenten
une paroi alteregfantomesmarqués
par des fleches) et apparaissent
intactes sur le cliché BGanzet al.
Blood 2003)
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A Protéine antimicrobienne
(animaux, végeétaux) et impliquée dans
f QA Y YidlageA U S

concernant cette protéine, y
compris récente, depuis sa découverte en 1922 par
Alexanderleming

A Premiére enzyme et seconde protéine (aprés la
myoglobine) dont |a |
par radiocristallographie

A Enzymefacile a purifier, (lysozymedu blanc
R Q dakzPoule p.ex) et presentantune totale
doncfacilea manipulerenclasse
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A uneseule chaine protéique
b, A forme globulaire
A 129acides aminés
; A 4 pontsdisulfures
: A massemoléculaire de l'ordre
de 14,6kDa
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A Le lysozyme permet la destruction du
peptidoglycanede la parobactérienne :

Bactérie Gram + Bactérie Gram -

,_- e
reml o)

Membrane plasmique
Peériplasme
Peptidoglycane

Membrane plasmique

Peptidoglycane

Membrane externe

Espace périplasmique

Nag Lo
L ..

Epa isséur paroi : 10-80 nm Epassr paroi: 2-3 nm




Structure du peptidoglycane

A Le lysozyme catalyse
I'nydrolyse de la \
liaison osidique erb_—NAG™
1-4entre la N
acetylglucosamine
(NAQ et l'acide N

NAG : N-acétyl glucosamine

ANAM : acide N ac

¢étyl muramique

Liaison 3 1-4

aCétyI m u ram iq u e interpeptidique
Le peptidoglycane.

(NAM)




Conséquences

Milieu isotonique Eau distillée
Suspension Suspension

Suspension bactérienne + Suspension bactérienne +

bactérienne lysozyme bactérienne lysozyme

%

Milieu limpide Milieu trouble

[ QF OG A 2y &Rdzlidué@cohi@neénduit a la lyse
bactérienne (nette chez les Gram +) visualisable par une chute de la
turbidité de la suspension.

r
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Dosage
Materiel :
TamponphosphatepH 6,24 - Spectrophotometre
100 mL de dihydrogenophosphatele potassium0,066 M ajusté a pH 6,24 réglésur et cuves en plastique a usage uniqt
aveckKOHIM :

- Logiciel Excel (par exemple) ou autre tableur
Lysozymele blancR 4 dzdz¥
Lysozymefrom chicken egg white, Sigma#L3790-1mL, solution stock en
tamponphosphatea )

Suspensiomle Micrococcudysodeikticus

Micrococcudysodeikticus ATCONo 4698 Sigma# M3770509) : en
tampon phosphate(p/V) : 15 mg de bactérieslyophiliséesdans100 mL de
tamponphosphate

UnesoucheR Q®li:

Soucheasoléesurune gélosenutritive (atitre de controle)




Protocole :
Approche cinétique et quantitative

A utiliserle spectrophotométre en mode « Acquisition manuelle » ou en mode
«Cinétique»a lat 2 v 3 dzS dzNJ Q2 vV RS 1 p 5

A réaliserdzy ¢ o6flyO n t fQFARS RQdzyS &2t dzfi .

A Introduire ensuite une cuve contenant 2,9 mL de suspension bactérienne
(Micrococcudysodeikticuy;

A mesurerf QF 6 A2NDF yOS LISYRIFIY(l H YAydziSa o
puis introduire dans la cuve 160[de la solution de lysozyme a testaun 100> [de
tampon potassium (contrélaégatif)- continuerft 1 Y S & dzZNBE R QI 6 & 2/N
au moins 5 minutes

A lesdonnées sont exportées au format Excel pour étre exploitées dans ce
programme ;

Remarque i o o 3
LyS dzyAGS RS fteazlevysS Sad NBalLkRyaloftS RS fF RAYA)
25°C




Exemplede résultats obtenus avec le lysozyme humain sur une suspensgion
de Micrococcudysodeikticus

Densité optique a 450 nm
temps ens lysozyme 200 pug/mLlysozyme humain 20 pug/mllysozyme 2 pug/mLlysozyme 0,2 pg/mLcontréle

0 0,641 0,63¢ 0,637 0,63¢ 0,64z
5 0,641 0,63¢ 0,637 0,63t 0,64z
10 0,641 0,63¢ 0,637 0,63t 0,64z
15 0,641 0,63¢ 0,637 0,63< 0,64z
20 0,641 0,63¢ 0,637 0,63t 0,64z
25 0,641 0,63¢ 0,637 0,63¢ 0,64z
30 0,641 0,63¢ 0,637 0,63t 0,64z
35 0,464 0,307 0,54¢ 0,571 0,64z
40 0,29¢€ 0,24¢ 0,50¢ 0,562 0,64z
45 0,20¢ 0,22 0,437 0,55¢€ 0,64z
50 0,174 0,197 0,3¢ 0,551 0,64z
55 0,15¢ 0,177 0,361 0,54¢ 0,64z
60 0,14 0,165 0,31¢ 0,537 0,64z
65 0,13 0,14¢ 0,3 0,52¢ 0,64z
70 0,12¢ 0,13¢ 0,294 0,52¢ 0,64z
75 0,11¢ 0,13 0,28t 0,517 0,64z
80 0,114 0,122 0,27¢ 0,51z 0,642
85 0,111 0,11¢€ 0,27 0,50¢€ 0,64z
90 0,10¢ 0,11 0,26¢ 0,5 0,64z

95 0,10¢€ 0,10¢€ 0,26 0,494 0,64z




Traitement des résultats

B0 s
Micrococcus (G+) + differentes doses ug / ml lysozyme
700
. e N
(7]
£ 500 \
R & hY
2 & 400
g E \.
= ay 300
o = \
5 200
2
< 100 \\v—. |
o T T T T 1 -
0,6 1,2 3,3 33 330
o pe/ml  pg/ml pgiml  pg/ml  pg/mi
Concentration en lysozyme

La vitesse Initiale de réaction

ampsTampon Phosphate Temp5 [mm} J e 2\

—mysosyme 330 ug/im (mesuréepar lapenteaf Q2 Nded A

tLyzosyme 33 ug/mi ft Ql @&Pstmymependantaumoins|

e lyzosyme 2.3 ug/mi une minute) est directement|

i |z orsymie 0,666 ug/mil -
[

proportionnelle a la concentration
en lysozymedansune gammeallant|
de 0.2 aquelquesug/ml.

== yzosyme 1,2 ug/mil
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A Dosagedu lysozymedans des liquides biologiques: sérum,
larmes,salive,laitX

A Comparaisore la teneur en lysozymedu lait de vacheet du
lait maternise

A Dosagedu lysozymedans un antiseptique local (Lysopaing
préconiseen casde mal de gorgepeu intense,sansfievre ou
d'aphtes,de petitesplaiesde la bouche




structure
prediction

sequence structure

evolution Lysozyme et évolution

phylogeny function
reconstructon prediction

function

A Lelysozyme estine enzyme produite par de trés nombreux
organismesanimaux, vegetauy(voire bactéries et bacteriophages)
permettant, entre autres, la lutte contre les microorganismes.

A Dans chacun des grands phylums dans letjaedté identifié, le
lysozyme présentta capacitéR Q K @ R NPf e ardNIa 2y )
glycosidiqueentre le G1 du NAM et |eG 4 du NAG duPG
évoquant uneconservation de son role biologigudans les
YSOFYyA&aYSa RS RSTSyasS AyySS [Iid

r




Comparaisons de sequences primaires et de structures :
logicielsRastopet Anagene

=

‘e
Lysozyme de type C 2VBl1 A
e
f;ss;ezry?zedreatr;s;eer S(]Goose = Oie) NCB::-::;‘IC_)téine 18524 153 L
E;Sd;tza;/p;i SZilti)?;);niarum (Tapes japonica) NCZI?DISLO_tiine 124 aa 2DOA
e EPOS a2 E
mécienancome) NGE| Protéine 15432 Inexistant

AFM43653

Lysozyme de type C

|
3y

\



Distribution des différents
types de lysozymes décrits
dans le regne animal

METAZOA
e A
Let} !Qe C: ( Porifera I
A plupartdes Vertébrés dont les Mammiféres Protostomia
A archétype:lysozymedz 6t I yO R.Qdzdz Deuterastomia
A Surla base des séquences génomiques
disponibles, on ne retrouve pas de lysozyme de

type C chez les Invertébrés autres que les
Arthropodes et le<Céphalochordés

Echinodermata ]

ype

Le Typgy:

A décritAy AGALFESYSyd RIya f¢ ] |
(Gooseen anglais), — -
dansf S a dzdzT a RS )f 2 v 5 NB dzi [ Urochordata ]\ Cephalochordata ][ Vertebrata J
majoritairement ou avec le lysozyme de type C. ) )
desgénes fonctionnels or#té décrits chez b_'yfi] [ﬂ”f—} [-—]“'
certains Invertébrés, mollusques bivalves et
Urochordés

I_J_

{ Nematoda ] { Arthropoda ]

Le t} [Q el : ou «type invertébré» : Mollusca ] Annelida

A premiéreséquence décritehez unmollusque [:W‘-][ i-lype] ) [ I-iypc] [ Hypc] [c-lype ][ i-lype]
lig/gslg\)/e marin Tapegponica(TiL; Ito et al. <

A présentau moins dans lgshylumdes
Mollusques, Annélides, echinodermes,
Nématodes et Arthropodes (mais pas chez les
vertebrés).




Comparaison de structures 3D de 3 lysozymes de type C (homme, polile,
papillon)




