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Complexité de la premiere
barriéere de défense
immunitaire

dans les muqueuses

L’immunité humorale des muqueuses dépend de plusieurs
meécanismes complémentaires apparus par étapes succes-
sives au cours de I’évolution. Il est maintenant établi que les
immunoglobulines A sécrétoires (S-IgA) ne constituent pas
le seul isotype d’immunoglobuline présent dans les sécré-
tions et que leur nature n’est pas univoque. Ces molécules
sont essentiellement des anticorps naturels polyréactifs, qui
existent avant tout contact avec ’agent pathogene et for-
ment ’essentiel de la premiere barriere de défense au
niveau des muqueuses. Les S-IgA peuvent également étre
induites par contact avec un antigéne étranger, mais cette
induction est inefficace, ce qui explique les difficultés de
mise au point des vaccinations par voie muqueuse. La mise
en évidence de fragments Fab de haute affinité issus du
catabolisme hépatique des IgG sériques dans le tube diges-
tif, et d’une régionalisation des anticorps de type IgG dans
les muqueuses ont renouvelé les concepts classiques de
Iimmunité humorale. Ces résultats récents ouvrent de
nouveaux champs d’investigation pour les vaccinations.

n dehors de la voie transcu- pour résister a la pénétration de ces

tanée, les agents pathogénes

pénétrent aussi dans 1'orga-

nisme par voie muqueuse.

Méme si 'on fait exception
de I'immense surface alvéolaire, les
muqueuses correspondent a une sur-
face d’échange de plus de 400 m?
généralement de type monocouche,
au contact d’une flore microbienne
dont les constituants sont 100 fois
plus nombreux que les cellules euca-
ryotes de I'organisme. Plus de 70 %
des cellules immunitaires et des anti-
corps sont mobilisés en permanence

germes, qu’ils soient potentiellement
(commensaux) ou réguliérement
pathogeénes. Les processus de
défense des muqueuses sont proba-
blement apparus par vagues succes-
sives, et font appel a des mécanismes
variés, additifs et/ou complémen-
taires [1]. Leur role essentiel est de
limiter I'importance de l'inoculum
microbien qui traverse la muqueuse,
facteur-clé dans le déclenchement de
la maladie et sa sévérité. Le role pro-
bablement important des lympho-

cytes intra-épithéliaux [2] ne sera pas m—
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abordé dans cet exposé, qui sera
focalisé sur les défenses relayées par
les anticorps des sécrétions. La plu-
part des études actuelles portent
essentiellement sur les mécanismes
de transcytose des IgA sécrétoires (S-
IgA), largement majoritaires dans le
lait et la salive, ainsi que sur les méca-
nismes de la réponse induite au
niveau des plaques de Peyer. Cepen-
dant, des travaux récents ont permis
d’élargir ce champ d’investigation
dont l'intérét est le développement
possible de vaccinations muqueuses.

Les _outils : )
les immunoglobulines
des sécrétions

Les immunoglobulines S-IgA sont
prédominantes dans les sécrétions
humaines les plus facilement acces-
sibles. Leur structure originale leur
procure une résistance tres élevée a la
dégradation par les protéases endo-
genes (figure 1). Les S-IgA sont des
molécules polymériques (générale-
ment des dimeres), comportant une
chaine de jonction appelée chaine J.
Grace a cette chaine enfouie dans la
molécule, les IgA acquierent une
conformation qui leur permet de se
fixer sur des structures membra-
naires, les récepteurs poly-Ig, situés

au pole baso-latéral de la cellule épi-
théliale. Les complexes IgA-récep-
teurs sont transportés de facon active
vers le pole apical de la cellule épi-
théliale, d’ou ils sont libérés dans la
lumiéere épithélio-glandulaire apres
clivage enzymatique de leurs attaches
membranaires. Le résultat de cette
transcytose est la libération de molé-
cules dont la région « fragile» (Fca)
est protégée contre la dégradation
protéolytique par la fixation cova-
lente des fragments extracellulaires
des récepteurs, appelés « composants
sécrétoires » (SC). Le caractere poly-
mérique des S-IgA augmente leur affi-
nité fonctionnelle, tandis que le rem-
placement de la région charniére
(telle qu’elle existe dans les IgG) par
une pseudo-charniere courte et glyco-
sylée (IgAl), ou rudimentaire (IgA2),
complete leur résistance aux pro-
téases endogénes.

Il existe également d’autres isotypes
d’anticorps dans les sécrétions. En
effet, les IgM peuvent aussi étre sécré-
tées par transcytose sous forme de S-
IgM, trés peu abondantes et trés sen-
sibles aux protéases malgré la
présence de composants sécrétoires.
Les IgG sont largement majoritaires
dans les sécrétions génitales [3], et
sont abondantes dans la lumiére intes-
tinale, sous forme de fragments Fab. A

site anticorps

)
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Figure 1. Structure d’une S-IgA1. La molécule d’IgA (domaines clairs) est
dimérique. Cette structure lui confére 4 sites anticorps situés sur les frag-
ments Fab (VH + VL + CH1 + CL) et augmente ainsi son affinité fonctionnelle
d’un facteur 100. La région charniére présente sur les IgG est remplacée par
une pseudo-charniere o-glycosylée, mieux protégée contre I’action de nom-
breuses enzymes, a I'exception des IgA1-protéases. Le composant sécrétoire
(SC, domaines roses) emmaillote le fragment Fca, rendant la molécule résis-
tante aux protéases endogénes. La chaine J, indispensable a cette liaison, est
inapparente. La liaison avec la protéine Fv a lieu sur le fragment Fv (VH + VL)

s 3U niveau du domaine VH de la chaine lourde.
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la naissance, les fragments Faby du
méconium sont d’origine maternelle.
IIs constituent le seul agent de défense
de l'intestin pendant la premieére
semaine postnatale [4]. Les IgE sont
relativement abondantes a l'intérieur
de la muqueuse ou elles se fixent sur
les nombreux mastocytes locaux. Des
plasmocytes a IgD ont été observés
dans la muqueuse nasale dans les cas
de déficit en IgA, et cette augmenta-
tion serait de mauvais pronostic.

Les mécanismes d’action:
exclusion et élimination
immunes

Décrite par Stokes [5], «l’exclusion
immune » constitue 'activité de base
des anticorps présents dans les sécré-
tions (figure 2). La fixation de l'anti-
corps sur 'antigéne dans la lumiere
sécrétoire, peut entrainer 1'agglutina-
tion de l'agent pathogeéne, augmen-
tant ainsi son élimination par le flux
du mucus. Elle peut également neu-
traliser les toxines pathogenes et inhi-
ber les adressines microbiennes qui
permettent I’adhérence a la cellule
épithéliale. Les anticorps S-IgA du lait
maternel ainsi que, fréquemment, les
IgG agissent par ce mécanisme.
«L’élimination immune », décrite
plus récemment [6, 7], est associée a
la transcytose, au cours de laquelle des
complexes immuns du stroma sous-
épithélial, ou des virus intra-épithé-
liaux, sont transportés vers la lumiere
mugqueuse par les IgA ou les IgM poly-
mériques spécifiques de I’agent patho-
gene. La transcytose permet ainsi de
«nettoyer » la muqueuse en relar-
guant l'agent pathogéne dans les
sécrétions ou il sera éliminé par le
flux du mucus. La transcytose des
complexes immuns peut étre facilitée
par la présence d’anticorps IgG neu-
tralisants fixés a I’agent pathogene.
Les IgE augmenteraient la perméabi-
lité de la muqueuse et faciliteraient
ainsi la diffusion des anticorps de la
muqueuse vers les sécrétions. Elles
auraient également une activité anti-
parasitaire [8].

Anticorps induits

et anticorps naturels
Dans un article publié en 1927, Bes-
redka attribuait les anticorps des
sécrétions a un systéme immunitaire
particulier [9]. La vision moderne de
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Figure 2. Synthése et réle des S-IgA. Les IgA polymeres (p-IgA) sont synthé-
tisées par les plasmocytes du stroma sous-épithélial des muqueuses (cel-
lules avec bordure en brosse) et des glandes exocrines ou des épithéliums
canalaires (cellule sans bordure en brosse). Elles se fixent (fleches verticales)
sur le récepteur des immunoglobulines polymériques (p-IgR = SC membra-
naire) et sont transportées de fagon active (transcytose) vers le péle apical
(endoluminal) de la cellule d’ou elles sont libérées par clivage protéolytique
de I'attache membranaire du SC. Elles sont entrainées ensuite par I'écoule-
ment des sécrétions (fleches horizontales) ou elles peuvent neutraliser ou
agglutiner les agents pathogénes (ici des bactéries en rouge). Cette exclusion
immune peut avoir lieu a distance du site de synthese, notamment dans le
tube digestif. A l'inverse, dans I’'élimination immune, les anticorps IgA syn-
thétisés sur place forment des complexes immuns avec les agents patho-
genes présents dans le stroma et peuvent les entrainer dans la lumiere
muqueuse durant la transcytose. Par le méme mécanisme de transcytose ces

anticorps peuvent capturer et éliminer des virus intracellulaires.

ce systeme, récemment synthétisée
par Brandtzaeg [10], comporte des
tissus lymphoides différenciés pré-
sents dans différentes muqueuses
(mucosa-associated lymphoid tissues,
MALT), dont le type est la plaque de
Peyer intestinale. Ces tissus sont sti-
mulés par des antigénes traversant la
muqueuse grace a des cellules épithé-
liales modifiées, appelées cellules M
[11]. Les lymphocytes B activés sont
ensuite engagés dans un cycle de
maturation de 6 jours dans le sang
circulant, aboutissant a une migra-
tion vers des zones dispersées dans la
muqueuse, généralement a proxi-
mité de la formation lymphoide
d’origine [10]. Les lymphocytes B se
différencient alors en plasmocytes et
sécretent des IgA. Ce systéme consti-
tue le modele de référence pour la
mise au point des protocoles vacci-
naux par voie muqueuse. Il présente
cependant des inconvénients
majeurs : le premier est d’ordre opé-
rationnel, et est lié a la difficulté
d’induction des anticorps S-IgA chez
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I’homme. Le second est d’ordre théo-
rique, et concerne le retard d’appari-
tion de cette réponse immunitaire,
qui peut atteindre 3 semaines, ainsi
que ’absence fréquente de mémoire
immunitaire, ces deux limitations
étant incompatibles avec une fonc-
tion de premiere barriére qui néces-
site 1a présence de I'anticorps a I’arri-
vée de I’agent infectieux.

Ces difficultés conceptuelles ont été
récemment levées par la mise en évi-
dence de nombreux anticorps natu-
rels dans les sécrétions humaines
[12]. Ces anticorps, décrits par
I’équipe de S. Avraméas [13, 14],
existent avant toute stimulation anti-
génique. Ce sont des molécules pluri-
spécifiques, chacune capable de
reconnaitre plusieurs épitopes non
apparentés, principalement auto-
antigéniques. La structure des
régions hypervariables de ces anti-
corps est généralement peu modifiée
par rapport a leur structure germi-
nale [15, 16], et une théorie récente
suggere que ces anticorps correspon-

dent a une forme moderne de molé-
cules ancestrales impliquées dans la
clairance des composants du soi [17].
Les anticorps naturels réagissent éga-
lement avec de nombreux consti-
tuants microbiens, fournissant ainsi
une défense «immeédiate » existant
avant tout contact préliminaire avec
I'antigene microbien. Cette défense
est cependant limitée par I'existence
d’antigenes (toxines ou addressines)
impliqués dans la pathogénicité des
agents les plus infectieux mais mal
reconnus par les anticorps naturels.
Les anticorps S-IgA induits par I’anti-
gene sont sécrétés par des cellules B
de type B2, originaires du MALT,
tandis que les anticorps naturels S-
IgA sont généralement sécrétés par
des cellules de type Bl, autorenouve-
lées dans la muqueuse ou elles consti-
tuent plus de 50 % des cellules B
intestinales chez la souris [18].

Anticorps

d’origine sérique,
immunité passive
et anticorps locaux

Les anticorps présents dans les sécré-
tions possedent différentes activités
physiologiques selon leur isotype, leur
mode d’induction et leur origine
(Tableaw I). En dehors de la transcy-
tose, des anticorps peuvent diffuser
du sang vers les sécrétions lorsque la
perméabilité de la muqueuse est aug-
mentée en raison d’une inflammation
locale ou d’une simple dilatation. Le
foie est également le siege d’une libé-
ration importante d’IgG sériques dans
le tube digestif. Lors de leur catabo-
lisme hépatique, les IgG du sérum
sont éliminées dans les voies biliaires,
puis vers l'intestin, ou elles sont
ensuite dégradées en fragments Fab
apres clivage par les protéases endo-
geénes [4]. Les IgA et IgM sériques
sont également relarguées, mais ce
phénomene est physiologiquement
négligeable, car I'affinité de leurs frag-
ments Fab est beaucoup plus faible.
Chez les rongeurs (rats, souris,
cobayes) et les lagomorphes (lapins,
lievres), le statut polymérique des IgA
sériques et la présence du récepteur
poly-Ig récepteur sur la membrane
des hépatocytes entrainent la forma-
tion d’une «pompe hépatique », libé-
rant par transcytose locale des S-IgA
dérivées du sérum, mais indiscer-
nables des S-IgA muqueuses [19].
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Tableau |
PROPRIETES DES PRINCIPAUX ANTICORPS DES SECRETIONS

Isotypes Résistance Affinité Adaptation aux Elimination Agglutination Neutralisation

aux protéases intrinseque pathogeénes immune* des facteurs

humaines locaux de pathogénicité

S-igA
Locales Ag-induites Oui Moyenne Oui +++ ++ Oui
Lactées Oui Moyenne Variable Non ++ Variable
Dérivées du sérum** Oui Moyenne Variable Non ++ Variable
Locales polyréactives Oui Moyenne Non +++ ++ Non
IgG
Catabolites hépatiques  Non Haute Variable Non + Oui
Par diffusion tissulaire Non Haute Variable Dépendante des p-lg  + Oui
Fragments Fab Oui Haute Variable Non Non Oui
Locales induites par Ag Non Haute Oui Dépendante des p-lg  + Oui
S-igM
Locales induites par Ag Non Basse Oui + +++ Oui
Locales polyréactives Non Basse Non + +++ Non

* Durant la transcytose des IgA et des IgM polymériques (p-lg). ** Chez les rongeurs et les lagomorphes. Ag: antigéne.

L’induction par voie parentérale
d’anticorps S-IgA d’origine sérique est
donc possible chez les principales
especes de laboratoire et ne doit donc
pas étre confondue avec une immuni-
sation muqueuse. L’activité protec-
trice de ces anticorps est d’ailleurs
limitée a I’exclusion immune. Cette
différence avec la protection apportée
par des S-IgA produites localement est
apparue dans des travaux récents de
vaccination par voie orale ou parenté-
rale contre Salmonella typhimurium
chez la souris [20]. De la méme
maniere, les S-IgA du lait maternel
induisent chez le nourrisson une
immunité passive, également limitée a
I’exclusion immune. A l'inverse, la
découverte récente d’une réponse
muqueuse locale a anticorps IgG chez
’homme [21] ouvre de nouvelles
voies pour la vaccination muqueuse. I1
semble que dans certaines conditions
expérimentales, il soit possible
d’induire dans les sécrétions des anti-
corps IgG de haute affinité dont des
antitoxines tétaniques [22].

Les agents inhibiteurs
ou amplificateurs:
protéases et protéine Fv

Bien que la colonisation microbienne
stimule la synthese d’anticorps et

s 5’0oppose au développement de nom-
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breux germes pathogénes, elle peut
également interférer avec les fonctions
effectrices des anticorps dans les sécré-
tions. Ainsi, les S-IgA qui résistent aux
protéases endogenes peuvent cepen-
dant étre dégradées par des IgA-pro-
téases bactériennes généralement diri-
gées contre la sous-classe IgAl [23].
Par ailleurs, certains des composants
de la flore, ainsi que des virus hépato-
tropes, peuvent induire la libération
dans l'intestin d’un co-récepteur des S-
IgA, la protéine Fv [24], qui se fixe
spécifiquement sur le fragment
variable (Fv) (mais a distance du site
anticorps) des immunoglobulines de
la famille VH3 [25]. Cette sialopro-
téine de 175 kDa, résistante aux pro-
téases, porte 6 sites de liaison, entrai-
nant la formation de larges complexes
macromoléculaires avec les S-IgA et
leurs fragments F(ab’)2 (figure 3).
Dans les selles, ces complexes, appelés
« forteresses immunitaires », peuvent
atteindre 3 000kDa [26] ; ils potentiali-
sent Pactivité effectrice des S-IgA et de
leurs fragments, notamment ’aggluti-
nation, et sont particulierement inté-
ressants pour potentialiser I'action des
anticorps naturels [12].

I La conception d’ensemble

La multiplicité des mécanismes
impliqués dans 'immunité humorale

des sécrétions (Tableau I) refléte
Iimportance de leur rdle protecteur
anti-infectieux. Ces mécanismes cor-
respondent a des perfectionnements
rendus progressivement indispen-
sables au cours de 1’évolution, notam-
ment par le passage a I'homéother-
mie, qui a nécessité de «soulager» le
systtme macrophagique, jusqu’alors
suffisant pour les animaux a sang
froid. Certains outils nécessaires a
I'immunité humorale des muqueuses
sont cependant tres anciens. Ainsi, la
chaine ], nécessaire a la fixation sur
le récepteur SC, était déja présente
chez la plupart des mollusques [27]
alors que ces animaux ne possedent
pas d’immunoglobulines. De méme,
I'IgM est apparue chez les poissons
cartilagineux et le récepteur SC a été
détecté chez les amphibiens primitifs
[28], tandis que les immunoglobu-
lines de poissons sont formées essen-
tiellement d’anticorps naturels poly-
réactifs [29]. L’immunité muqueuse
relayée par des S-IgM locales poly-
réactives est donc probablement
apparue la premiere au cours de la
phylogenese. Chez les mammiferes,
le remplacement des S-IgM par les S-
IgA a représenté une amélioration
considérable du rendement de la
transcytose [30] et de la persistance
de ces polymeres dans le tube diges-
tif. Ces anticorps naturels ont fourni
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site de liaison a la pFv

<4—— site anticorps

Figure 3. Structure d’une «petite » forteresse immune (800 kDa) formée par
la protéine Fv (au centre) et 6 fragments F(ab’)2a. La molécule est formée
de deux sous unités de ~ 82 kDa qui fixent les domaines VH appartenant a la
famille VH3, sans inhiber le site anticorps. L’'ensemble formé d’un agrégat
d’anticorps polyclonaux permet d’amplifier ou de rétablir les propriétés des
S-IgA liées a leur caractére polymérique. Celui-ci potentialise leurs propriétés
agglutinantes et facilite I’exclusion immune.

dés leur apparition un moyen de
défense simple et suffisamment effi-
cace pour maintenir un bon équi-
libre avec la flore commensale et des
inoculums peu abondants ou peu
pathogeénes. Chez les rongeurs, la
transcytose hépatique des IgA chez
les rongeurs ainsi que la diffusion des
IgG sériques et leur catabolisme
hépatique ont apporté 'aide d’anti-
corps induits par I’antigéne. Ces anti-
corps persistent apres disparition de
I’agent pathogéne et augmentent
rapidement lors d’un nouveau
contact. Ils présentent cependant
I'inconvénient d’étre adaptés a la
pathologie générale et non aux infec-
tions locales, d’ou l'intérét des der-
niers-venus parmi les anticorps
muqueux: les IgG et S-IgA locales
induites par I'antigeéne. Ces anticorps
sont adaptés aux pathogenes locaux,
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leur régionalisation aboutissant a des
spécificités treés variables d’une
muqueuse a I'autre. Les avantages
respectifs des deux isotypes dépen-
dent des conditions locales. Les S-IgA
prédominent dans la salive, le lait et
le tube digestif, probablement en rai-
son de leur résistance aux protéases
endogénes en aval, et de leur fixation
supérieure a celle des Faby sur la pro-
téine Fv pour former des forteresses
hyperagglutinantes. Elles sont égale-
ment indispensables a I’élimination
immune, et leur caractere aggluti-
nant dit a la polymérisation facilite
leur entrainement par le mucus sur
une longue distance. A l'inverse, les
IgG prédominent dans les sécrétions
génitales qui ne contiennent pas de
protéases endogénes, mais des IgAl
protéases microbiennes [3]. Les anti-
corps IgG sont probablement plus

faciles a induire et ont une meilleure
affinité. Ils ont des propriétés neutra-
lisantes vis-a-vis des virus et des
toxines, méme apres clivage enzyma-
tique. Il semble donc que la complé-
mentarité des anticorps de ces deux
isotypes (S-IgA et IgG), induits par
Iantigene et synthétisés localement,
soit d’un grand intérét dans I'immu-
nité muqueuse.

L’analyse récente des différents
aspects de 'immunité sécrétoire
relayée par les anticorps éclaircit
considérablement notre compréhen-
sion de ce systéme immunitaire
d’importance majeure sur les plans
quantitatif et fonctionnel. Ces nou-
velles conceptions d’ensemble per-
mettent de suggérer les raisons pro-
bables de I’échec de certains vaccins
et élargissent le champ de recherche
des modes d’induction et d’analyse de
la réponse muqueuse, facteur-clé du
développement des vaccins locaux ®
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Summary

Complexity of the first immune
barrier against mucosal pathogens

Antibody-dependent mucosal
immunity consists of different and
complementary mechanisms which
emerged during evolution. It is
now established that S-IgA is not
the only isotype of Ig found in
secretions, and that antigen-indu-
ced and naturally occurring anti-
bodies play different roles. The
antigen-induction of S-IgA antibo-
dies by classical methods is ineffi-
cient, which may explain the per-
sistent failures of mucosal vaccines.
Polyreactive natural antibodies,
which precede any preliminary
contact with antigens, appear to be
the major agents in the first muco-
sal defence barrier against patho-
gens. The presence of high affinity
Fab fragments in the digestive
tract, originating from liver release
of serum IgG, as well as the evi-
dence for a regionalization of
mucosal IgG have led to reconsi-
der the classical concepts in muco-
sal immunity. The major implica-
tions of this recent advances will be
to open new fields of investigations
for trials of future mucosal vac-
cines.
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