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Patie 15 : Le Sgstéme Immunitaize ( S)l) humain

G/Lapit’ze 5 : Uimmunité innée

AP # 10 : LIMMUNITE INNEE

Situation . Vous savez du college (Cycle 4) que I'organisme pluricellulaire humain possede un systéme de défense non spécifique
L apparaissant rapidement et correspondant a des globules blancs phagocytes avant un éventuel relais de protection
initiale
supplémentaire spécifique au bout de 4 jours en mobilisant d'autres, les lymphocytes.
p’z()/)/éme g 3 . }
. — COMMENT SAVONS-NOUS QUE L'IMMUNITE PREMIERE, RAPIDE, INNEE EST AUSSI APPARUE EN PREMIER AU
pose COURS DE L'HISTOIRE DU VIVANT, ET QUELS EN SONT LES ACTEURS ET MECANISMES ?
Consigne .. . P \ Sl .
Vous caractériserez et montrerez en quoi les mécanismes de I'immunité inné sont partagés par les
Pluricellulaires et constituent une premiére ligne de défense qui peut étre efficace contre les
antigénes des microbes étrangers a I'organisme.
ATELIER ET TRAVAIL ¢ NIVEAUX DE
P DEMANDE COMPETENCES INDICATEURS & CRITERES DE REUSSITE MATTRISE POINTS
ateliers

ACTIVITE- ATELIER 1

IDENTIFIER L'EXISTENCE
D’UNE IMMUNITE INNEE
CHEZ L'HUITRE

ACTIVITE-ATELIER 2

MECANISMES
MOLECULAIRES DE
DETECTION DE
MOLECULES DU NON-
sol

C 5: concevoir une
stratégie de résolution

Ccil:
mettre en oeuvre
un protocole

C14 : communiquer
des résultats

C12: exploiter les
résultats

CcHl:
mettre en oeuvre
un protocole

C15: communiquer
par un mode de
représentation adapté

C 14 : communiquer
une démarche
argumentée explicative

la stratégie permet bien de vérifier que I'huitre
dispose de mécanismes de l'immunité innée

le protocole fourni est bien respecté et la lame
d'observation est soignée, correspond bien au 2é
liquide de la cavité palléale et est exploitable dans
le sens du probléme a résoudre, comporte les
cellules attendues

les données obtenues apportent les informations
utiles récoltées a la résolution de la situation-
probléeme

I'exploitation vérifie bien que I'hypothése que
I'huitre dispose de mécanismes de limmunité inée | 4
est validée N

RASTOP est bien utilisé dans le sens du
probléme a résoudre (montrer que la détection
d'une infection met en jeu des protéines
membranaires de globules blancs par une RIA
en empéchant la propagation du virus, capables
de se fixer sur les molécules étrangéres du
Non-Soi)

- idem avec ANAGENE : démontrez que les
récepteurs de limmunité innée sont communs
a des organismes de groupes trés différents
depuis trés longtemps

- l'image choisie sur Rastop est correctement
renseignée : titrée, legendée dans le sens du
probléme a traiter

- les résultats de votre réponse sous la forme de
votre choix sont judicieux,pertinents, exacts

- vous avez bien montrer que la reconnaissance
des élements étrangers par les leucocytes
innés se fait par reconnaissance, moléculaire
membranaire de molécules communes a de
nombreux micro-organismes

- en sappuyant sur 'ensemble des résultats du
TP, vous avez correctement montré que les
mécanismes innés sont communs a tous les
Pluricellulaires.




Co’zpus a c[isposition §

- huitre ouverte dont le systéme immunitaire (SI) a été stimulé par injection d'éléments étrangers
- lame a concavité + lamelles

- M0 ef caméra numérique

- corpus documentaire

- fichiers RASTOP (TLR3-Arn.pdb) et ANAGENE fichier TLR4.edi

- logiciels RASTOP dans vos programmes de PC + fiche technique

ATELIER 1 : LA PHAGOCYTQSE : EXEMPLE DE 'HUITRE

HTTPS://WWW.YOUTUBE.COM/WATCH?V=-GZNWFQWXV8

stéme immunitaire de I'huitre

L'O n C”O m ie d e | j h Uﬁ're 'Manib\]latiidn;bféaaglé;éags;ires a I'activation du sy:

bleu de méthyléne. Cette coloration ne permet pas d'obtenir des levures

Bords d - Coloration des levures du boulanger au G e o)
ords du ; 5 i i 6 icroscope (paroi mi ) ; {
bien colorées mais de mieux les repérer au MICrosce € 'animal et
Valves b anchies monteay Ligne pallele ~Injection des levures préalablement colorée & l'aide d'une seringue entre les deux valves, sans ouvrir l'al
gauches (insertion du attendre 30 minutes ité liquid
pomtecs) - Ouvrir I'huitre quelques minutes avant la séance et jeter le premier liquide de la cavité palléale. Un autre liquide se

forme. B S L s~ s S5 =

Palpes e g ) - v T

lobloozs ' Manipulations pour réaliser la lame d’observation microscopique

- prélever directement le liquide de la cavité palléale a I'aide d’une seringue et déposer une goutte de ce

o ' > ' liquide sur la lame fournie

: . attendre deux a trois minutes que les cellules se déposent au fond de la Iqme

- recouvrir d’'une lamelle et rechercher des hémocytes au microscope optique

- Prendre soin de ne pas aspirer d'impuretés en prélevant le liquide de la cavité palléale
- Bien attendre que les cellules se déposent au fond de la lame a concavité

- Ne pas confondre les hémocytes avec les cellules reproductrices (ovules ou
spermatozoides) qui peuvent étre présentes

Attention :

Muscle
aducteur

Région de Région de Cavité
I'hépatopancréas |q gonade  Péricardique

© France Naissain / Vendée Naissain

le prélévement de 'hémolymphe (2¢ liquide] se fait se fait directement dans la

cavité palléale
on appelle pseudopodes les prolongements cytoplasmigues des hémocytes

3 droite : extrait du Nathan, TS nsur le site de l'inflammation

) Afin de comprendre comment les cellules de I'immunité réagisse,

’ i 5 3 nt fq
a I'entrée d'un pathogéne dans |'organisme, on réalise I'expérig ce

Nce syj.

vante.

» Des monocytes sont isolés @ partir de sang de souris puis traités
quement de fagon @ les transformer en macrophages. Ces derpjg,
ensuite mis en présence de bactéries puis sont régulierement prél
observés au microscope.

) L'ensemble des phénoménes observés constitue la phagocytose.

chimj.
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3 Magrnphage (en rose) et bactéries

(MEB, image colorisée).

(en vert) aprés 15 min de culture


http://acces.ens-lyon.fr/acces/thematiques/evolution/logiciels/anagene/complements-2011-2012/tlr/TLR4.edi/view

Le systéme immunitaire des bivalves : I'huitre

DOCUMENT 1 : Les différentes populations d’hémocytes de Crassostrea gigas et leurs principales caractéristiques

Crassostrea gigas

Hemocyte type Granulocyte Agranulocyte  Vesicular cell
Subpopulation BG Intermix
Proportion 25% Rare 64% Rare
Nucleus Eccentric ND Central, eccentric ND
Chromatin Large chumps ND Stripped ND
Cytoplasm
Ectoplasm Prominent Unobvious None Prominent
Pseudopod Prominent Prominent Long Unobvious
N/C ratio Low ND High ND
Organelles G,M,V ND G, M, V,rER ND
Granules (Gr) Basophilic Eosinophilic and basophilic Lake Lake
Tinctures Deep blue Pink and blue
EM Electron-lucent ND
Size 04~09 ym
Shape Round, ovoid

LEG, large eosinophilic granulocyte; SEG, small eosinophilic granulocyte; H, hyalinocyte; BLC,
blast-like cell; EG, eosinophilic granulocyte; BG, basophilic granulocyte; Intermixed, hemocyte with
eosinophilic and basophilic granules; Gr, granule; G, Golgi complex; M, mitochondria; V, vesicle,
rER, rough endoplasmic reticulum; ND, not detected.

DOCUMENT 3 : Hémocyte d’huitre (x400)

Videos : Preparing the Hemolymph —~ Hemocytes in Action
hup://ww2. mdsg.umd.edw/
interactive_lessons/oysters/oysbhlood htm

DOCUMENT 2 : Hémocytes vivants d’huitre (Crassostrea gigas) au microscope optique a contraste de phase

Granulocytes (G) Agranulocyte (AG)

Vesicular cell

Su-Jang Chang et al. (2005), « Morphological Characterization via Light and Electron Microscopy of the Hemocytes of two Cultured Bivalves
A Comparison Study between the Hard Clam (Meretrix lusoria) and Pacific Oyster (Crassostrea gigas) », Zoological Studics, vol. 44, n°1, p. 144-153.

Barre d'échelle doc C = 50 pm (toutes les photos sont a la méme échelle)

DOCUMENT 4 : Hémocytes d’huitre (Crassostrea gigas) au microscope optique aprés coloration au May-Granwald Giemsa

Légende :

» Granulocytes :

(e) Eosinophilic granulocyte

(D) basophile granulocyte

(g) granulocyte avec des granules éosinophiles
et basophililes

» Agranulocytes
(h) agranulocyte

» (i) vesicular cell

Barre d’échelle = 20 pm
Toutes les photos sont a la méme échelle

S.-J. Chang et al., op. cit.
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la digestion lysosomale est un travail enzymatique a pH acide.

ATELIER 2 : MECANISMES MOLECULAIRES DE LA RIA

Au cours de la RIA, 'activation de différentes populations de cellules de limmunité innée nécessite de détecter les éléments
étrangers du Non-Soi. On veut comprendre les mécanismes moléculaires de détection d'une infection provoquant une
réaction innée et montrer que ces mécanismes sont communs a tous les Pluricellulaires.

Les Toll-Like Récepteurs 3 (TLR 3) reconnaissent les ARN double-brins (dsRNAs), une signature moléculaire caractéristique de
nombreux Virus., déclenchant une RIA empéchant la propagation virale. Les domaines extracellulaires de LTR3 se dimérisent

(sassocient par ) au contact doligonucléotides (petits ribonucléotides) de 40 & 50 paires de bases (pb).

Les mécanismes de immunitg
dans le monde vivant

présence de différents éléments de I'immunite innée et
daptative chez plusieurs étres vivants. Ces résultats, mi
bre phylogénétique du vivant, permettent de dater
nditions d’émergence du systéme immunitaire

) On identifie la
de I'immunité a
en paralléle avec I'ar
et de déterminer les col
adaptatif.

Requin Grenouille Homme Oiseau

Lamproie

Termite

300 Ma

Vertébres

a_‘f"" phylogénétique de quelques taxons. Les caractéres dérivés
ainsi que leur date d'apparition supposée sont indiqués pour quelques ~ 2U0S

Chez 'humain et la Souris,

organismes |'existence de cellules équivalentes.

es cellules de limmunité inée sont caractérisées par leur capacité de phagocytose

Nous avons recherché des lymphocytes T chez le Requin 2 corne.

Pour prouver l'existence de ces cellules, il nous fallait identifier
leurs récepteurs d’antigénes. Nous avons échoué jusqu'au jour ou nous
avons utilisé la méthode d’amplification des genes, ou PCR, une technique
qui produit des millions de copies d’un petit fragment d’ADN. Réccmmcnz,
nous avons isolé, chez la Raie, les quatre classes de récepteurs d'antigenes
des lymphocytes T de mammiféres, et nous pensons qu'elles existent aussi
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@ @ €1 7rois lymphocytes dans le sang
d’une poule (MO).

Des phagocytes y sont fréguemment
observés.

chez le Requin.

ﬁ Extrait de « Les défenses de 'organisme », Pour lo Science, Octobre 2000.
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. 5pm [d Une Iampmi:.,
» —_— animal parasite.
On y observe
ﬂ Phagocytose de billes ﬂuure_s:e'ntes des cellules
de latex par des cellu!es_ immunitaires phagocytaires
de termite (microscopie 3 fluorescence). mais aucun vrai
Aucun lymphocyte n'a été mis en évidence (ymphocyte.

chez cet animal.

- on recherche chez d'autres



a: chez la tortue, macrophage présentant des prolongements
membranaires pouvant faciliter la reconnaissance et
phagocytose (MET, image colorisée), aprés 30 min de culture,
les vésicules digestives contenant les bactéries sont orange
foncé

Aprés 1h de culture, les bactéries ne sont plus détectables dans
le cytoplasme des macrophages : elles ont été digérées.

b : ci-dessous : hémocyte d'une larve de drospohile (Microscope
a Fluorescence) : les hémocyte en vert sont spécialisées dans la
phagocytose de bactéries chez les insectes.

b Macrophage aprés 30 min de culture (MET, image colorisée).
Les vésicules digestives contenant les bactéries apparaissent en orange fancé.

A Lymph Subepithelial Posterior hemato-

glands hemccyte patches poietic tissue (PHT)

nen-infected

Plasmatocytes

B Secondary lymph Encapsulated
gland lcbes parasite eggs

infected

Plasmatocytes

¢ : phagocytose par une amibe, animal unicellulaire (MO) : HTTPS://WWW.YOUTUBE.COM/WATCH?V=AWITGLVTILC




a immunité innée et diversité des pathogenes

pun organisme est susceptible de répondre au cours de sa

[
| @ Molécule exprimée par Ph
% H ité a agocyte
(e aune immense diversité de pathogeénes. Celaestrendu | plusieurs micro-organismes gocys
possible grace aux macrophages qui possédent des récep- |  différents et reconnue
teurs capables de reconnaitre des molécules présentes a la 3 zﬁr;hnuge;fﬁt:ur
curface de nombreux micro-organismes. |
- . ’ i 2 |
»On cherche @ identifier précisément les mécanismes |
moléculaires de reconnaissance des pathogeénes par les cel- l — RRERIASS
a2 o 2 |
'immunité innée.
s d Pimri . - S
) On s'intéresse & une souche de souris CD36KO particu- | a—a l
jisrement sensible aux infections par les champignons. On |

identifie chez ces souris I'absence d'un récepteur mem- ‘
pranaire @ une molécule appelée béta-glucane. On évalue
I'activité phagocytaire de macrophages de souris sauvages
et de souris CD36KO en présence de deux champignons : | Micro-organisme @  Micro-organisme @®  Micro-organisme @
Candida albicans et Cryptococcus neoformans. Principe de la reconnaissance entre un récepteur

et une molécule étrangere.

Activité phagocytaire Activité phagocytaire \
(en UA) (enUA) ) |}
' \

600

(Cneoformans) 500 'Eaik!gﬁ ) |

:

Sauvage CD36KO |

400
300
200

100

Sauvage  CD36KO

n Activité phagocytaire de macrophages en contact
avec deux champignons.

3 Récepteurs aux pathogenes (en rouge) sur une cellule
de 'immunité innée (en bleu) (microscopie 3 fluorescence).



