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Infection invasive à pneumocoquef p um qu

L  j ité d  La majorité des 
enfants sont 
colonisés à colonisés à 
pneumocoque

Les DIH = rares 
asplénie, déficits 
l h t i  B tlymphocytaire B et
complément

Autres causes ?



Primary Immunodeficiencies
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Défenses anti-infectieuses:

Toll-like récepteurs (TLR)

• 11 chez l’homme

l téi  • glycoprotéines 
membranaires de type 1

• 90-115 kD

•Leucin rich repeat (LRR)p ( )

•Reconnaissance de motifs 
microbiensmicrobiens

•Rôle dans l’initiation de 
la réponse inflammatoirela réponse inflammatoire



Agonistes des TLRs
 Ligands Ligands naturels/synthétiques 

TLR 1/2 Liprotéines triacétylées  PAM CK  TLR-1/2 Liprotéines triacétylées, 
lipopeptides 

PAM3CK4 

TLR-2/6 Liprotéines diacétylées, 
li tid  

PAM2CK4, PGN, LTA, Zymosan 
lipopeptides 

TLR-3 ARN double brin  
(réplication virale) 

Poly(I :C) 

TLR-4 lipopolysaccharide bactérien LPS 

TLR-5 Flagelline des bactéries flagellées Flagelline g g g

TLR-7 ARN simple brin riche en guanine 
et uridine 

R-848, 3M13 
et uridine 

TLR-8 ARN simple brin riche en guanine 
et uridine 

R-848, 3M2 

TLR-9 ADN double brin contenant des CpG TLR-9 ADN double brin contenant des 
motifs dinucléotides cytosine 

phosphate guanine (CpG) 

CpG 



Inherited IRAK-4 deficiency:
Invasive pneumococcal disease (IPD)

TLRIL 1R

Invasive pneumococcal disease (IPD)

TIR Domain

TLRsIL-1Rs

Myd88

IRAK4

MAPK
α β

IkB

IKK NEMO

p p

p50 p65
IκBα

p50 p65
Iκ Bα

IkBα

AP-1

p50 p65 AP-1

Gene transcription
IL-1β, IL-6, IL-12, 
TNF-α, IFN-γ...

Toll-Like receptors (TLRs) and Interleukin-1 Receptors = TIRs

, γ



Défaut de réponse aux ligands des 
TLRs et aux bactéries (sang total)( g )

(Picard et al. Science 2003)



IRAK-4 deficiency – patients IRAK-4 deficiency patients 
 
 

32 patients from 22 kindreds in 13 countries 



IRAK-4 deficiency-genetic (AR)

Q293X E402XY48X

f y g ( )

NH2 1 460 COOH
Q 93X E40 XY48X

I II III IV V VI VII VIII IX X XI XII

5’ 1380

1189-1G>T 1188+520A>G

DD KD

1 3’

573delA
620_621delAC

821delT
1189 1G>T 1188 520A>G

1-1096_40+23del 631delG
167_172insA

1240insA
942-1481_1125+547del

IRAK4

GADPH

EBV- B cells
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C
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IRAK 4 deficiency I i  i f tiIRAK-4 deficiency – Invasive infections

7%
S. pneumoniae

17%

7%

S. aureus17%

Gram negative
55%

21%

bacteria

Other Gram
positive bacteria



IRAK-4 deficiency:
  d  hsevere, narrow, and transient phenotype
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30 0 0 0 0Nb at risk 30 11 4 1 0

Gram + bacteria: Streptococcus pneumoniae (29/32)
12/32 patients with IRAK-4 deficiency died of invasive bacterial infection

p p ( )



Immunological explorations  Immunological explorations  

• Blood lymphocyte subsets : normal  • Blood lymphocyte subsets : normal, 

• TTL normal (mitogens and antigens) : normal, 

• Complement pathways : normal

• lmmunoglobulins : normal

Ab  t  t i   l  • Ab response to proteins : normal, 
but one exception (Day et al, 2003 J Ped)

• Ab response to polysaccharides : variable

I fl  i  ( li i l & bi l i l)  l  • Inflammatory signs (clinical & biological) : low 



PBMCs from IRAK-4 deficient patients

(TLR1/2)
Pam3CSK4

(TLR2/6)
Pam2CSK4

(“TLR3”)
Poly(I:C)

(TLR4)
LPS

(TLR5)
Flagellin

(TLR7)
3M-13

(TLR8)
3M-2

(TLR7,8)
R848

(TLR9)
CpG

IL-1 βIL  β

IL-6

IL-7

IL-8

IL-10

IL-12IL

IP-10

MCP-1

MIP-1α

MIP-1β

TNF-α

Not induced in the controls
Not induced in the patients

>0–10% of the controls 75–100% of the controls
10–75% of the controls

TNF α

Blood cells of IRAK-4 deficient patients display an impaired 
responses to TLR agonists (except for TLR3)



Défaut d’IRAK-4 (Bactéries pyogènes)

Imiquimod
ssRNAdsRNA LPS CpG

?ssRNA

107 8 93 41 2 5 6

?

IRAK IL-1R/APL

4
TRAF 6

MyD88

IRAKX
MAPK NF κB

TRAF-6

C t l

X
MAPK NF-κB Cytoplasme

IL-1b, IL-6,   IL-12, TNF-a, IFN-g...

Noyaux
L , L 6,   L , NF a, FN g...



Case reports

P1
P3
PortugueseP1

French (gipsy)
5 mo: P. aeruginosa pharyngitis

Portuguese
1 mo: S. pneumoniae meningitis
6 mo: S. pneumoniae meningitis
18 mo : Salmonella meningitis8 mo: S. aureus ethmoiditis

10 mo: S. pneumoniae meningitis
Died at 10 mo

18 mo : Salmonella meningitis
6 yo : S. pneumoniae meningitis
Now 16 yo and well

P2
Tu kish

P4 – sibling of P3
2 mo: S. aureus abscessTurkish

2 yo: S. pneumoniae meningitis
Now 3 yo and well

m . u u
4 mo: S. pneumoniae meningitis
3 yo: Salmonella osteitis
5 yo: S  aureus arthritis5 yo: S. aureus arthritis
6 yo: S. pneumoniae meningitis
7 yo: S. aureus arthritis
Now 8 yo and wellNO mutation in IRAK4 Now 8 yo and well…NO mutation in IRAK4



No blood TLR responses for multiple cytokines p p y

(TLR1/2)
Pam3CSK4

(TLR2/6)
Pam2CSK4

(“TLR3”)
Poly(I:C)

(TLR4)
LPS

(TLR5)
Flagellin

(TLR7)
3M-13

(TLR8)
3M-2

(TLR7,8)
R848

IL-1 βIL 1 β
IL-6
IL-8
IL 10IL-10

IL-12

IP-10IP 10

MCP-1

MIP-1α

> 0 – 10% of the controls
10 – 75% of the controls

Not induced in the controls
Not  induced in the patients

MIP-1β

10 75% of the controlsNot  induced in the patients
75 – 100% of the controls

(von Bernuth et al. Science 2008)



A B CA

Mutations in MyD88
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(von Bernuth et al. Science 2008)



Défaut de Myd88

Imiquimod
ssRNAdsRNA LPS CpG

?ssRNA

107 8 93 41 2 5 6

?

IRAK IL-1R/APL

4
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C t l

X
MAPK NF-κB Cytoplasme

IL-1b, IL-6,   IL-12, TNF-a, IFN-g...

Noyaux
L , L 6,   L , NF a, FN g...



L’immunité anti-bactérienne des patients 
IRAK-4 et Myd88 déficientsIRAK 4 et Myd88 déficients

Les patients présentent une susceptibilité aux bactéries Les patients présentent une susceptibilité aux bactéries 
pyogènes :

f i  é è   i i   b  â• Infections sévères et invasives en bas âge

• Amélioration au cours de la vie

• Défaut de réponse aux agonistes TLRs et à l’IL-1

• Défaut de production de cytokines inflammatoires

IRAK-4 et Myd88 jouent donc un rôle crucial dans la 
signalisation des TIRs et dans le contrôle des 
infections bactériennes.infections bactériennes.



NF-kB pathway and genetic defects

TNFR-STCR/BCRRANK/VEGFR3/EDAR TLRsIL-1Rs

TIR Domain

NOD

IRAK4
MyD88

MAPK
α β

IkB

IKK
NEMO

p p

p50p65
IκBα

p50p65
Iκ Bα

IkBα

AP-1

50 65
Gene 

p50p65 AP-1 transcription



Dysplasie ectodermale anhidrotique Dysplasie ectodermale anhidrotique 
avec DI (EDA-ID) (NEMO)

Dents coniques et cheveux fins et rares
A hidAnhidrose
Susceptibilité aux pyogènes, mycobactéries, 
plus rarement pneumocystose et infections virales plus rarement pneumocystose et infections virales 
sévères

Infections à pneumocoque 50% patients :
25% méningites25% méningites
11% septicémies
4% abcès 4% abcès 
14% pneumopathies



Dysplasie ectodermale anhidrotique avec DI



Défauts génétiques hypomorphes de g q yp p
NEMO

• Hétérogène :

– Clinique : anomalie du développement > absenceq pp

– Infectieux : susceptibilité infectieuses large > p g
susceptibilité limitée (S.pneumoniae ou Mycobactéries)

Immunologique  d  h I M  déf t – Immunologique : syndrome hyperIgM > défaut 
de production d’ac polysaccharidiques



Hétérogénéité génétique de défauts de NEMOHétérogénéité génétique de défauts de NEMO

E315A
R319QR319Q

I.Pigmenti, OL-EDA-ID, EDA-ID, Incomplete EDA-ID
and ID without EDAand ID without EDA



L’immunité et patients NEMO déficients

Les patients NEMO déficients présentent une Les patients NEMO-déficients présentent une 
susceptibilité infectieuse large et entre autre B.

f i  é è   i i  • Infections sévères et invasives 

• Défaut de réponse aux agonistes des récepteurs du 
à

p g p
TNF, des TLRs et à l’IL-1

• Défaut de production de cytokines inflammatoiresp y

• Production d’anticorps anti-polysaccharidiques

. Phénotype développemental variable



Conclusions

• Les voies de signalisation des TIRs sont 
cruciales dans la résistance à un spectre u n n un p
étroit d’agent pathogène

• Un syndrome inflammatoire peu important 
ou retardé doit faire rechercher des 
é /déficits en IRAK-4/MyD88 et NEMO. 

   d  f   à • Les patients avec des infections invasives à 
pneumocoque doivent être explorés pour les 
déficits touchant les voies TIRsdéficits touchant les voies TIRs
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HSV-1

90% des adultes
HSV-1 +HSV 1 +

Infections 
asymptomatique ou 
béni nbénignes

Phases de latence et Phases de latence et 
de réactivation



HSE ti id i l i lHSE: a genetic epidemiological survey
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Encéphalite herpétique (HSE)Enc pha t  h rp t qu  (HSE)

HSV-1 touche le SNC via les 
neurones et ne touche pas les 
autres cellules ou organes.

Les déficit immunitaires 
héréditaires classiques ne héréditaires classiques ne 
prédisposent pas à l’HSE.

Les patients avec HSE sont 
Résistant aux autres infections, 
notamment aux virus notamment aux virus 
neurotropiques.



Deux DIH: infections mycobactériennes et HSEDeux DIH: infections mycobactériennes et HSE

.HSV-1

.. STAT1
Mycobactérie
(IFN )

IFNα/β
NEMO

(IFN-γ)

et HSE léthal…et HSE léthal
(IFN-α/β)

Déficit complet en STAT 1 (AR) Déficit complet en STAT-1 (AR) 

Défaut hypomorphe de NEMO (XR)



2 patients avec HSE récurrentesp

Patients consanguins parents 
Origine : Portugal, Gitansg g ,

P1 : HSE à 1, 1.3 et 3.6 ans, 
ll  il  â é d  14 actuellement il est âgé de 14 ans

P2 : HSE à 5 et 17 ans  actuellement âgée de 19 ansP2 : HSE à 5 et 17 ans, actuellement âgée de 19 ans

Ils sont sans infections et sans traitement.
Séropositifs pour  >10 virus, dont CMV et EBV



Enhanced viral growth in vitro in fibroblasts
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(Casrouge et al. Science 2006)



Complémentation par IFN-α
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Défaut de production des IFNs de type 1 

dsRNA LPS CpGImiquimod
ssRNA ?ssRNA

7 8 93 41 2 5 6 10

?

TRIF IRAKX XTRIF

TRAF 6

MyD88 4
IRAKX X

MAPK NF-κBIRF-3

TBK1
IKKε

IRF-7

TRAF-6

C t lM K NF BF F Cytoplasme

NoyauxIFNβ IFNα



Déficit en UNC-93B 

Mutant murin 3d (Bruce Beutler)Mutant murin 3d (Bruce Beutler)
Défaut de signalisation via TLR-3, 7, 9 
Susceptibles aux MCMV  S  aureus  ListeriaSusceptibles aux MCMV, S. aureus, Listeria…

1 NH2 597  COOH
781G>A

5’

 NH

IIII II IV V VI VII VIII IX X XI

5’

1034 del4
3’

TGAATG

(Casrouge et al. Science 2006)



Déficit en UNC93B: défaut de réponse aux ligands TLR3, 7-9  

dsRNA LPS CpGImiquimod
ssRNAssRNA

7 8 93 4

TRIF IRAK
UNC-93B

X XTRIF

TRAF 6

MyD88 4
IRAKX X

MAPK NF-κBIRF-3

TBK1
IKKε

IRF-7

TRAF-6

C t lM K NF BF F Cytoplasme

NoyauxIFNβ IFNα



Conclusions
• Les patients UNC-93B déficients ne répondent pas aux ligands 

des TLR3  7-9 et développent des HSEdes TLR3, 7-9 et développent des HSE.

L  p ti t  IRAK 4 t M D88 défi i t   p é t t p  • Les patients IRAK-4 et MyD88 déficients, ne présentent pas 
d’HSE et ne répondent pas aux ligands des TLRS sauf TLR3.

• TLR7-9 sont donc redondant dans l’immunité anti-HSV

• TLR3 est exprimé au niveau du SNC (neurones, oligodendrocytes, 
 i li )  astrocytes, microglie). 

• HSV1 produit des ARN doubles-brins

• Y a-t-il des patients avec HSE et des mutations dans TLR3 ?



2 patients avec HSE (HSE-2)

Parents non-consanguins d’origine française

2 patients avec HSE (HSE 2)

g g ç

P1 : HSE à 2 ans, actuellement âgée de 15 ans
P2  HSE à 1  t ll t â é  d  17 P2 : HSE à 1 an, actuellement âgée de 17 ans

Ils sont sans infections et sans traitementIls sont sans infections et sans traitement
Séropositifs pour  >10 virus, dont CMV et EBV

P554S
NH2 1 904 COOH

P554S

* *
TM TIRLRRsL

I II IV VIII

5’ 3’
ATG TAA

 hé é  f  dMutation hétérozygote faux-sens deTLR3
(Zhang et al. Science 2007)



P554 is predicted to be a crucial residue

P554

531 562
KLEILDLQHN NLARLWKHAN PGGPIYFLKG LS
KLEILDLQHN NLARLWKHAN PGGPVYFLKG LS
KLEILDLQHN NLARLWKHAN PGGPVYFLKG LS
KLEILDLQHN NLARLWKHAN PGGPVQFLKG LF
KLEILDLQHN NLARLWKHAN PGGPVQFLKG LS
KLEILDLQHN NLARLWKHAN PGGPVQFLKG LS

Homo sapiens
Macaca mulatta
Pan troglodytes
Bos taurus
Bubalus bubalis
Boselaphus tragocamelus

H539

KLEILDLQHN NLARLWKHAN PGGPVQFLKG LS 
KLQILDLQHN NLARLWKHAN PGGPVQFLKG LS
KLEVLDLQHN NLARLWKHAN PGGPVHFLKG LS
KLEILELQHN NLARLWKRAN PSGPVYFLKG LS
KLEVLDLQHN NLARLWKQAN PGGPVHFLKG LS
ELDILNLQHN NLARLWKCAN PGGPVLFLKD VP

R tt i

Boselaphus tragocamelus
Sus scrofa
Equus caballus
Felis catus
Oryctolagus cuniculus
Gallus gallus

H539
N541

Ins

Ins

P554

NLEILDFQHN NLARLWKHAN PGGPVNFLKG LS                      
NLEILDFQHN NLARLWKRAN PGGPVNFLKG LS
NLKVLKFQHN NLARLWKSAN PGGPVLFLRG LR
HLKVPKMQHN NLARLWKTAN PGGPVFFLKD AT                  
NLKVVKMQHN NLARLWKMAN PGGPVLFLKD AT
HLSVLKLQHN NLARVWKNAN PGGPVLILRD AQ

Rattus norvegicus
Mus musculus
Oncorhynchus mykiss
Carassius auratus
Danio rerio
Ictalurus punctatus Q Q

NLRVLKLQHN NFARLWKNNN VGGPVMFLQD TL

Insertion(544-554)
LRR20 (531-562)

p
Takifugu rubripes



Phénotype cellulaire :Phénotype cellulaire 
Défaut de production partiel d’IFN de type 1

f mill  A IFN-β
60

Fibroblasts

famille A

famille B 0

30
IFN-β
(IU/ml)

IFN-λ
(pg/ml)500

1000

P2P1
104

106

IL-6

0

0102

104IL 6
(pg/ml)

12h 24h
1 5 25 0 1 5 25CIncomplete clinical penetrance

Poly(I:C)
12h 24h

(µg/ml)
P1
P2
UNC-93B -/-

p p
Partial cellular defect

(Zhang et al. Science 2007)



Mortalité cellulaire in vitro augmenté 
et complémenté par l’IFN-α dans les cellules TLR3+/-et complémenté par l IFN-α dans les cellules TLR3+/-
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ConclusionsConclusions

L’HSE h  l  ti t  UNC 93B t TLR3 défi i t  • L’HSE chez les patients UNC-93B et TLR3 déficients 
est secondaire aux défauts de détections des ARN 
intermédiaires de l’HSV1 au niveau du SNC.m .

• Responsable d’un faible production des IFN de type 1 p p yp
et 3, d’une augmentation de la réplication virale et 
d’une augmentation de la mortalité cellulaire.

• Pourquoi n’y a-t-il pas de dissémination de l’HSV dans 
l’ensemble de l’organisme ?l ensemble de l organisme ?

• Pourquoi les patients UNC-93B et TLR3 déficients q p
sont ils résistants aux autres virus ?



Laboratoire de Génétique Humaine des Maladies Infectieuses

Bactéries
pyogènes, Virus ÉpidémiologieMycobactériespyogènes,
Candida

V rus
Emmanuelle Jouanguy
Lazaro Lorenzo 
Shenying Zhang

Anne Puel
Capucine Picard

Ép dém o og e
génétique

Alexandre Alcaïs
Sabine Plancoulaine

Myco actér es
Jacinta Bustamante 
Jacqueline Feinberg
Ludovic de Beaucoudrey y g g

Vanessa Sancho-Shimizu
Rebeca Pérez de Diego
Laure Gineau 
Annabelle Cardon

Capucine Picard
Maya Chrabieh 
Pegah Ghandil
Angels Natividad
Alessandro Borghesi

Sabine Plancoulaine
Audrey Grant
Aurélie Cobat
Cédric Laouénan
N. Peiffer-Smadja

y
Arina Samarina
Xiao-Fei Kong
Lucile Jannière 
Yoann RoseAlessandro Borghesi

Alexandre Bolze
N. Peiffer Smadja

Marjorie Hubeau

Jean-Laurent Casanova Laurent Abel

Stéph ni  B iss n
Support

Jérôme Flatot, Martine Courat, Tony Leclerc, Guy Brami, Sylvanie Fahy

Stéphanie Boisson
Carolina Prando 
Elodie Pauwels


