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Résumé

La famille des récepteurs TLRs (70ll-Like Receptors) constitue 1’archétype des
systemes de détection des pathogenes par I’immunité innée. Ils reconnaissent des signatures
moléculaires d’agents infectieux trés divers, avant d’initier des voies de signalisation
complexes impliquées dans la mise en place d’une réponse effectrice efficace.

De nombreux facteurs de virulence bactériens agissent comme des mimiques de
protéines mammaliennes pour interférer avec les processus immunitaires de 1’hote. Une
protéine hypothétique partageant une homologie de séquence avec le domaine TIR (70//-
interleukin-1 receptor) intracellulaire des TLRs a été mise en évidence chez Brucella
melitensis, une bactérie pathogene de cellules phagocytaires.

Au cours de ce travail, nous nous sommes attelés a caractériser cette protéine
hypothétique. Ainsi, nous avons montré qu’elle est exprimée, qu’elle serait sécrétée, et qu’elle
est un facteur de virulence de B. melitensis 16M requis lors de I’infection de souris. Nous
avons également tenté de mettre en évidence un r6le immunomodulateur dans la cellule
eucaryote tel que son effet sur 1’activation du facteur de transcription pro inflammatoire NF-
kB.

On propose qu’en interférant avec les voies de transduction du signal initiées par les
TLRs, cette protéine empéche la mobilisation des mécanismes effecteurs immuns innés et
adaptatifs.
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"Mais, Reine Rouge, nous courrons vite et le paysage autour de nous ne change pas ? "
" Ici, pour rester sur place, il faut courir"

Traduit du roman de Lewis Carroll, Looking through the glass, ce dialogue a lieu entre
Alice et la Reine Rouge lorsqu’elles se lancent dans une course effrénée qui ne semble
cependant pas les faire avancer. En biologie, cette image a été reprise pour illustrer d’une
maniere geénérale la nécessité des espeéces a évoluer en s’adaptant continuellement aux
variations environnementales.

Ce principe dit "'de la Reine Rouge" s’applique a la relation entretenue par 1’hote avec
son pathogene. En effet, toute mesure de défense prise par 1’héte a I’encontre du pathogene
sera nécessairement suivie d’une contre-mesure de celui-ci sous peine de disparaitre. Ainsi,
dans ce principe, 1’objectif est de maintenir sa position, ou sa valeur relative. Le contact
permanent de 1’héte au pathogene lui permet d’apprendre beaucoup des faiblesses de celui-ci,
et inversément. Cette coévolution leur a ainsi permis de développer de nombreuses stratégies,
immune d’un c6té, immunoévasive de 1’autre. Hote et pathogéne menent donc tout deux de
front une course aux armements. Si Alice s’arréte de courir, le paysage défile et elle recule...
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Introduction

A. Immunité

La protection d’un organisme contre 1’envahissement par des agents extérieurs
susceptibles de perturber son intégrité est assurée par un ensemble de mécanismes capables de
faire la distinction entre les constituants propres de cet organisme et les agents étrangers, de
tolérer les premiers tout en éradiquant les seconds. Ces mécanismes de défense constituent le
systéme immunitaire.

1. La dualité du systéme immunitaire: union plutét que désunion.

On distingue généralement, de manieére un peu dogmatique, I'immunité innée ou
naturelle et I'immunité acquise ou adaptative. Cette distinction se fait sur base de données
évolutives d’une part, et sur leurs modalités d’action d’autre part.

Le systéme immunitaire inné est plus ancien car on en retrouve certaines formes chez
tous les organismes multicellulaires. Ainsi, il constitue le systeme de défense exclusif des
invertébrés et des plantes (Hoffmann er al., 1999). L’immunité adaptative est, quant a elle,
plus tardive évolutivement parlant puisqu’elle n’apparait qu’avec les premiers vertébrés.

Ces deux types de réponses immunitaires ont des caractéristiques qui pourraient

sembler opposées mais qui s’avereront complémentaires. La réponse innée est immédiate,
sans latence, car ses acteurs moléculaires et cellulaires préexistent au contact du pathogene a
des endroits stratégiques de 1’organisme. Elle est dite non spécifique. Plus précisément, elle
est "peu discriminative" car elle reconnait des patterns moléculaires typiques de classes de
pathogenes. Elle n’est donc pas, dans une certaine mesure, capable de les différencier. Enfin,
I’immunité innée n’a aucune capacité de mémorisation et répond de maniere stéréotypée.
La réponse adaptative, quant a elle, nécessite trois a cinq jours pour se mettre en place. Ce
temps de latence est le reflet d’une réponse qui ne développe ses mécanismes effecteurs qu’au
contact du pathogene. Elle est assurée par des clones de lymphocytes (T et B) qui ciblent
précisément le pathogeéne a l'origine de l’infection grace a leurs récepteurs spécifiques
d’antigene. De plus, la plupart du temps, se développent au cours de la réponse adaptative des
lymphocytes mémoires qui permettront une réaction plus rapide, plus vigoureuse et plus
spécifique lors d’un deuxiéme contact avec le méme agent infectieux.

Sur base de ces caractéristiques, I’immunité innée a été considérée comme une entité
séparée de I’'immunité adaptative et on a clairement distingué deux étapes lors de la réponse
immunitaire d’un vertébré a un agent infectieux. On a, en effet, longtemps vu I’immunité
innée des vertébrés comme un moyen de défense rudimentaire mais immédiat et a large
spectre d’action capable de reconnaitre et de contenir 1’agent pathogeéne au site d’infection,
tout en laissant le temps a I’'immunité adaptative de s’adapter a la situation et de développer
les effecteurs spécifiques adéquats pour éliminer efficacement celui-ci. Cependant, méme si
on peut admettre qu’il existe une ségrégation temporelle dans la réponse immunitaire,
I’immunité innée a un réle bien plus fondamental.

Il n’y a en effet pas d’immunité adaptative sans immunité innée alors que 1’inverse
s’avere vrai. Cette observation indique que I'immunité adaptative dépend de I’immunité innée
et qu’elle ne peut en étre isolée. Immunité innée et immunité adaptative sont étroitement
intriquées, et ce, tant au niveau de la phase d’induction, que de la phase d’orientation et
d’action de la réponse adaptative.
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Figure 1. Représentation schématique de la réponse immunitaire d’un vertébré a I’infection par un agent
pathogene. Elle met en évidence le role fondamental de I’'immunité innée qui informe I’immunité adaptative de
la présence d’un pathogeéne et de sa nature, et qui oriente la réponse adaptative. Les effecteurs spécifiques
produits au cours de celle-ci sont recrutés au site d’infection, grace aux médiateurs sécrétés par I'immunité
innée, ou ils renforcent I’action des mécanismes innés de défense. Immunités innée et adaptative sont intriquées,
elles fonctionnent ensemble pour conférer a 1’hote une défense optimale.
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En effet, tout d’abord, I’initiation de la réponse adaptative dépend, la plupart du temps,
de cellules de I'immunité innée qui, apres détection du pathogene, informent 1I’immunité
adaptative de sa présence.

De plus, I'immunité innée instruit I’immunité adaptative de la nature du pathogene et
conditionne le type de cellules effectrices développées lors de la réponse adaptative.

Enfin, les cellules et protéines effectrices de I’immunité adaptative ne peuvent a elles
seules ¢liminer le pathogene, elles stimulent les mécanismes de I'immunité innée.

La boucle est ainsi bouclée, la réponse innée informe I’immunité adaptative de la
présence d’un agent infectieux, du type d’agent infectieux, déclenche et influence la réponse
adaptative dont les effecteurs spécifiques renforcent 1’action des mécanismes innés de défense.
(Fig.1) (Janeway, 1989) Longtemps boudée par les immunologistes dont 1’attention s’est
focalisée sur la compréhension des mécanismes d’action de I’immunité adaptative, I’immunité
innée connait ces dernieres années un vif regain d’intérét et on s’y intéressera de plus pres
dans ce travail.

2. La puissance de détection des acteurs de 'immunité innée.

21. Le role critique des récepteurs de 'immunité innée.

Comme représenté a la figure 1, 'immunité innée forme une interface critique entre
les pathogenes et les mécanismes de protection de leur hote. La réponse de cette composante
du systeme immunitaire contribue a la défense de 1’hote dés le contact avec le
microorganisme en limitant le foyer d’infection, en luttant activement contre celui-ci et, si
nécessaire, en sensibilisant les autres composantes du systéme immunitaire inné et acquis.

Cependant, pour induire une telle réponse, I’immunité innée doit pouvoir percevoir le
danger potentiel, en d’autres mots, détecter le pathogeéne. Et, de fait, I’'immunité innée dispose
d’une série de récepteurs, solubles ou exprimés par certaines cellules avant toute infection, qui
lui permettent de discriminer parfaitement le soi (noninfectious self) du non-soi (infectious
non-self) et de reconnaitre une grande variété de pathogenes (Janeway, 1989).

Lors d’une infection, la décision de mettre en place une réponse immunitaire, repose
toute entiere sur leur activation et leur capacit¢ de détecter sans la moindre erreur un
pathogene.

2.2. Les récepteurs de 'immunité innée, sélectionnés au cours de I’évolution.

Les récepteurs de I’'immunité innée, prédestinés a reconnaitre et, dans une certaine
mesure, a identifier des pathogenes, sont encodés au niveau de la lignée germinale. Cette
caractéristique témoigne de leur acquisition par des organismes multicellulaires dont le
systéme immunitaire évolue sous la pression de sélection imposée par le contact permanent de
nombreux pathogenes (Janeway, 1992). L’acquisition de cette capacité de reconnaitre le non
soi a été néanmoins confrontée a une difficulté majeure, a savoir combiner 1’hétérogénéité
moléculaire des microorganismes renforcée par leur évolution trés rapide (vu leur court temps
de génération, leur haut taux de mutations et les échanges génétiques possibles) et une
certaine limite du nombre de geénes qui pourraient coder ces molécules de reconnaissance.
Ainsi a été sélectionné un petit nombre de récepteurs de I'immunité innée encodés
"germline"' bien incapables de reconnaitre tous les antigénes possibles mais se focalisant sur

! Cette caractéristique est 2 mettre en opposition avec les récepteurs de 1'immunité adaptative qui ne sont pas
encodés dans la lignée germinale mais qui dépendent de réarrangements aléatoires du génome de cellules
somatiques, les lymphocytes B et T. De plus, ces récepteurs peuvent, théoriquement, reconnaitre spécifiquement
tous les antigénes rencontrés par I’organisme au cours de sa vie.



PAMPs de nature lipidique et/ou | Classe de Description.
polysaccharidique pathogénes

Lipopolysaccharide (LPS) | Bactéries gram-négatives Constituant de la membrane externe des
bactéries gram-négatives, il posséde une
architecture tripartite avec un lipide A, un
polysaccharide, le core et une longue chaine
carbonée, la chaine O.

Acide Lipoteichoique (LTA) | Bactéries gram-positives Polymére de sucre contribuant a I’armature
rigide de la paroi de peptidoglycan des bactéries
a gram-positives.

Peptidoglycan | Bactéries gram-négatives | Structure macromoléculaire de la paroi des
et gram-positives bactéries gram-positives et gram-négatives,
composé de longues chaines linéaires de sucres
(alternance de N-acétyl Glucosamine et d’Acide
N-acétyl Muramique) liée par des ponts
tétrapeptidiques. La nature du troisieme acide-
aminé différe entre ces deux types de bactéries.

Lipoarabinomannan | Mycobactéries Constituant pariétale des mycobactéries
B-glucanes | Fungi Polysaccharides  constitutifs de la paroi
fongique.

Mannose | Bactéries gram-négatives Le mannose est un sucre commun dans les
et gram-positives ; glycolipides et les glycoprotéines microbiens

Fungi : virus ; parasites mais sont rares dans les cellules humaines.

PAMPs de nature protéique

Flagelline | Bactéries Monomere constitutif du filament du flagelle de

certaines bactéries.

Protéines d’enveloppe virale | Virus Protéines présentes a la surface de virus
enveloppés.

PAMPs — acides nucléiques

CpG-DNA | Bactéries, virus L°ADN bactérien ainsi que le génome des virus
a ADN est riche en il6ts CpG non méthylés.

ARN double-brin (dsRNA) | Virus Le dsRNA est souvent produit lors de la
réplication des virus. Il est un produit
intermédiaire de la réplication du génome des
virus @ ARN simple-brin, et un produit de
transcription symétrique chez les virus a ADN.

Tableau 1. Quelques exemples de PAMPs. Ce tableau illustre la diversité de ligands reconnus par les récepteurs
de I'immunité innée, du point de vue de leur nature et des pathogenes qui les portent. Chacun de ces PAMPs est
typique d’une classe de pathogénes, et constitue une structure essentielle a leur survie.
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une variété de structures typiques et conservées des pathogenes. On les appelle, selon la
nomenclature de Janeway, les Pattern-Recognition Receptors ou PRRs et les structures des
agents infectieux qu’ils reconnaissent sont les Pathogen-Associated Molecular Patterns ou
PAMPs (Janeway, 1989).

Apres une bréve description de la nature des PAMPs et de leurs caractéristiques
communes, nous détaillerons les PRRs.

2.3. Les Pathogen-Associated Molecular Patterns, signatures d’agents pathogénes.

Le tableau 1 propose une liste non exhaustive de quelques PAMPs et des
microorganismes chez qui on les retrouve. Les PAMPs peuvent étre des protéines, des lipides,
des oligosaccharides ou encore les acides nucléiques du génome de virus et de bactéries. Il
s’en dégage une série de caractéristiques communes.

Tout d’abord, les PAMPs sont des structures absentes des cellules de 1’héte, et
uniquement synthétisées par les pathogenes. Cette caractéristique rend compte de la capacité
de I'immunité innée a distinguer sans la moindre erreur le soi du non soi et des lors, de la
possibilité de n’initier une réponse qu’en cas de danger potentiel.

Ensuite, ces structures moléculaires sont des produits conservés trés peu sujets a une
variabilité antigénique. En effet, ils sont essentiels a la survie des microorganismes, et ils
varient donc trés peu sous la pression sélective de I’'immunité innée, ce qui devrait les
empécher d’échapper a la reconnaissance par I’immunité innée.

Enfin, les PAMPs sont communs a de nombreuses especes d’agents infectieux, ce qui
permet de compenser le nombre limité de PRRs par rapport a la diversité¢ des agents
pathogenes. Ainsi, les PAMPs sont partagés par de nombreux pathogenes et en ce sens, leur
reconnaissance par un PRR est non spécifique. Cependant, leur combinaison (susceptible
d’étre reconnue par une association de plusieurs PRRs) constitue une signature typique d’une
classe de pathogénes tout comme I’ensemble des lignes d’un code barre permet d’identifier
rapidement un produit.

2.4. Classification des Pattern-Recognition Receptors, récepteurs de I'immunité
innée.
Les Patterns Recognition Receptors ou PRRs peuvent étre répertoriés dans trois
classes sur base de leur localisation (Fig.2) :

e Les PRRs solubles sécrétés dans le sérum ou les fluides tissulaires.

e Les PRRs associés a la membrane plasmique ou a la membrane d’un compartiment
intracellulaire (lysosome, endosome).

e Les PRRs situés dans le cytoplasme des cellules de I’immunité innée.

Cette classification peut étre améliorée en subdivisant chaque classe en groupes de
récepteurs rassemblés sur base de leur structure et/ou de leur fonction.

Les deux derniers types de PRRs sont exprimés différentiellement par plusieurs types
de cellules effectrices de I’'immunité innée, tels les macrophages, les polymorphonucléaires
neutrophiles (PMNs), les mastocytes, les éosinophiles, les lymphocytes Natural Killers, et les
cellules dendritiques (DCs), dont certains résident dans les tissus subépithéliaux avant toute
infection. Ils sont également exprimés par les lymphocytes B et T de I’immunité adaptative et
par des cellules susceptibles de rencontrer les premieres le pathogeéne lors d’une infection,
telles les cellules des épithélia de surface ou les fibroblastes.

D’une maniere générale, les PRRs solubles et les PRRs exprimés en membrane
plasmique des cellules sont capables de reconnaitre les microorganismes extracellulaires. Les
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Figure 2. Reconnaissance d’un
pathogeéne par les récepteurs de
IPimmunité innée (adapté de
Brown, 2006). Toute réponse
immunitaire a un pathogene (en
rouge) est initiée par la
reconnaissance de certains de ses
PAMPs par divers PRRs. La
reconnaissance peut avoir lieu dans
les fluides tissulaires ou dans le
sang par des PRRs solubles (en vert)
qui agissent pour la plupart comme
des opsonines. Les PRRs portés a la
surface des cellules peuvent
reconnaitre le pathogene
directement (reconnaissance non-
opsonique) ou non (reconnaissance
opsonique). Les PRRs portés par la
membrane des lysosomes et des
endosomes  contribuent a la

détection des pathogénes internalisés. Il existe également des PRRs cytosoliques. Souvent, plusieurs PRRs de
différentes classes agissent de concert pour reconnaitre le pathogéne. La destruction du pathogene par phagocytose et
la réponse inflammatoire sont deux exemples majeurs de réponses immunes effectrices résultant de cette

reconnaissance.
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PRRs exprimés au niveau de la membrane des vacuoles et les PRRs cytoplasmiques sont
quant a eux impliqués dans la reconnaissance des microorganismes intracellulaires.

Différents récepteurs de chaque classe ont été identifiés et décrits a ce jour, et pour
certains d’entre eux, les conséquences de la liaison de leur ligand sont plus ou moins bien
comprises. Celles-ci sont résumées dans le tableau 2. Parmi les PRRs, les Toll-like Receptors
ou TLRs forment la famille de récepteurs transmembranaires actuellement la plus étudiée car
ils montrent une diversité de ligands et une spécificité étonnantes. De plus, ils semblent
constituer un lien essentiel entre I'immunité innée et I’immunité adaptative (Akira et al.,
2001). Nous décrirons quelque peu les PRRs les mieux connus ci-dessous avant de nous
focaliser sur les TLRs (pour revue, voir (Kaisho et al., 2006).

2.4.1. Les PRRs solubles.

a) Les Protéines du complément.

Parmi les Patterns Recognition Receptors solubles, on retrouve des protéines du
systeme du complément. Celui-ci est un composant important de I’immunité innée puisqu’il
peut étre activé des les premieres minutes de I'infection (Tomlinson, 1993). Il est constitué
d’au moins vingt glycoprotéines sériques activées localement par la présence d’un pathogene
et réagissant en cascade enzymatique. Sur base des mécanismes d’initiation, on distingue trois
voies d’activation du complément convergeant toutes vers la production des mémes molécules
effectrices, la voie classique, la voie de la Mannan-Binding Lectin et 1a voie alterne. Ces trois
voies peuvent provoquer la lyse du microorganisme, son opsonisation, et contribuer au
déclenchement et a I’entretien de la réponse inflammatoire (Fig. 3).

La glycoprotéine C3, commune aux trois voies, est clivée par une protéase
hétérodimérique, la C3 convertase, en deux fragments, C3a et C3b. Le fragment C3b est un
PRR. En fait, il peut se déposer sur toutes les surfaces mais les cellules de I’hote sont
protégées de toute amplification du complément par des protéines inhibitrices particulicres,
les complement regulatory proteins (Zipfel et al., 1994). Ainsi, cette protéine ne reste liée
qu’a la surface des pathogeénes ou elle peut agir en tant qu’opsonine. Cela signifie qu’en
recouvrant leur surface, elle facilite leur reconnaissance indirecte par d’autres PRRs portés en
membrane par les cellules de I'immunité innée (Fig. 4). Elle est également une sous-unité
d’une autre protéase du systéme du complément qui initie une voie aboutissant a la formation
de pores a la surface du pathogene, les complexes d’attaque membranaire (MAC), qui
provoquent la lyse du pathogene par déséquilibre osmotique (Fig. 3).

Premier composant de la voie classique du complément, la protéine Clq, souvent
décrite comme capable de lier indirectement le pathogene en fixant le fragment constant (Fc)
d’anticorps fixés a leurs antigénes spécifiques est un PRR. En effet, cette voie peut également
étre déclenchée par la liaison du Clq directement a la surface de certains pathogenes, en
absence d’anticorps (Fig. 3) (Cooper, 1985).

La Mannan-Binding Lectin (MBL), structuralement similaire a la protéine Clq, est
capable de lier des résidus mannoses et certains autres sucres accessibles a la surface de
nombreux pathogenes et d’activer la voie de la Mannan-Binding Lectin, homologue a la voie
classique (Fig.3).

b)  Les protéines de phase aigue.

Il existe dans le plasma sanguin un autre groupe de PRRs solubles sécrétés par le foie
lors de la phase précoce de la réponse immune, les protéines de phase aigue (Ramadori ef al.,
1999). Parmi celles-ci, on trouve la protéine C-réactive (CRP), la protéine amyloide sérique
(SAP), les surfactants pulmonaires A et D (SP-A et SP-D) et la MBL (Fig. 5a). Cette réponse
rapide fournit a I’organisme une série de protéines qui fixent une large variété de pathogenes
et qui agissent toutes en tant qu’opsonine en facilitant leur phagocytose (Fig. 5b). La CRP et



Mécanismes
déclenchés par la
liaison PAMP-PRR

Description

Type de PRRs

Activation du
complément

Opsonisation

Induction de 1’apoptose

Phagocytose

Réponse inflammatoire
Action sur
1’ immunité
innée

Action sur
1’ immunité
adaptative

Contribution a la
présentation du
pathogéne aux
lymphocytes de
1’immunité adaptative.

Induction de
1’expression des
signaux de
costimulation

Orientation de la
réponse adaptative

Co-récepteur

Adhésion

Le systéme du complément peut aboutir a la lyse du pathogéne,
contribuer & son opsonisation, et & la réponse inflammatoire via
la génération de facteurs chimiotactiques solubles.

Marquage du pathogéne par des PRRs (appelés opsonines) facilitant
sa reconnaissance indirecte par des récepteurs de surface des
cellules phagocytaires. Ou marquage par des opsonines reconnues
les protéines activatrices du complément.

Certains récepteurs, aprés liaison de leur ligand, induisent la

mort de la cellule qui les exprime.

induction de mécanismes anti-
dans un compartiment

Internalisation du pathogéne et
microbiens destinés a le dégrader
cellulaire, le phagolysosome.

Activation de voies de transduction du signal au sein d’une
cellule qui peuvent aboutir & la dégranulation de certains types
cellulaires, & la génération de chemokines et de cytokines pro
inflammatoires. Ces médiateurs agissent sur les vaisseaux
sanguins locaux et les cellules de 1’immunité innée pour
permettre leur mobilisation et leur activation au site
d’ infection.

ces médiateurs contribuent au recrutement des
1’ immunité adaptative au site

A plus long terme,
lymphocytes effecteurs de
d’infection.

Chez les cellules présentatrices d’antigeénes
(APCs), la phagocytose contribue au processing du pathogéne suivi
de la présentation de peptides dérivés aux acteurs de 1’immunité
adaptative pour les informer du danger et de sa nature.

La reconnaissance d’un pathogéne
maturation, en développant leur capacité de présentation via
1’augmentation de 1’expression des MHC, complexes moléculaires
porteurs des fragments peptidiques de pathogénes a présenter aux
lymphocytes.

par les APCs induit leur

induisent l’expression de signaux
costimulation, nécessaires
a l’activation de la

Les PRRs portés par les APCs
moléculaires, les signaux de
conjoitement & la présentation du pathogéne,
réponse adaptative

Les PRRs des APCs leur permettent, aprés avoir détecté et
déterminé le type de pathogéne, de sécréter des cytokines qui
orientent 1’immunité adaptative vers une réponse appropriée au
type d’agent infectieux.

Certains récepteurs, en coopérant avec d’autres récepteurs

permettent & ces derniers de remplir leur rdle.

Certains récepteurs peuvent contribuer via 1’adhésion
intercellulaire a la rétention des cellules de 1l’immunité au site
d’infection

Clq,C3,MBL,
CRP, SAP

¢3b, Cab, Clq,MBL,
SP-A, SP-D, CRP,
SAP

NALPs

FcR,CR1,CR3,
CR4, SR-A,MARCO,
MMR, Dectin-1,
CD14

MDA-5,RIG-I,
PKcs, NODs,
NALPs, Dectin-1,
TLRs,

ADN-

CIITA

TLRs

TLRs,

dectin-1

LBP,
CD36

CD14, MD-2,

SR-As

Tableau 2. Mécanismes déclenchés lors de la liaison d’un PAMP par un PRR. Lors de I’infection d’un organisme
par un pathogéne, les PRRs agissent de concert pour assurer sa détection et son identification sur base de la nature des
PAMPs et du lieu de leur reconnaissance. Apres avoir lié le pathogéne ou des fragments dérivés, les PRRs ont la
capacité d’initier des mécanismes immunitaires dont la nature dépend du PAMP et de la collaboration des récepteurs

qui le reconnaissent.
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la SAP peuvent également lier la protéine Clq et activer la voie classique du complément
alors que la MBL active la voie du méme nom.

¢) Les protéines LBP et CD14s, deux PRRs solubles du complexe récepteur
du LPS.

La LPS-Binding Protein ou LBP est une protéine plasmatique capable de lier le
lipopolysaccharide (LPS) des bactéries gram-négatives, avant de le transférer a la protéine
CD14, récepteur membranaire de surface des cellules de I’immunité innée ou a la CDI4s,
forme soluble du méme récepteur (Schumann ef al., 1990). Il a été montré que la LBP a une
action catalytique de lipide transférase. Ainsi, elle ne serait pas essentielle a 1’activation du
récepteur CD14 mais elle accélérerait la liaison du LPS a celui-ci (Fig.6) (Hailman et al.,
1994). Le TLR4, en association avec la protéine MD-2 (Shimazu et al., 1999) lie le LPS
présenté par CD14 et compléte le complexe de reconnaissance de ce PAMP.

2.4.2. Les PRRs cytoplasmiques.

Les virus, certaines bactéries pathogenes et certains parasites se répliquent au sein de
cellules de I’hdte. L’immunité innée dispose de plusieurs PRRs solubles dans le cytosol qui
détectent efficacement la présence de ces pathogenes intracellulaires.

Suite a la liaison de leur ligand, la plupart de ces PRRs initient des voies de
signalisation induisant I’expression de genes pro inflammatoires. Ceux-ci codent différentes
cytokines et chemokines sécrétées par la cellule pour contribuer au développement d’une
réponse adaptée au type d’agent infectieux.

a) MDA-5 et RIG-I, deux protéines cytoplasmiques détectant le dsRNA viral.

Lors d’une infection virale, les cellules infectées reconnaissent via des récepteurs
cytosoliques, un pattern moléculaire typique de ces pathogenes, il s’agit généralement de
I’ARN double-brin (dsRNA), souvent produit lors de la réplication des virus. Les protéines
RNA helicases MDA-5 (Melanoma Differentiation-Associated protein 5) et RIG-1 (Retinoic-
acid Inducible Gene I) sont des PRRs cytosoliques qui lient ce PAMP via leur domaine
helicase. Elles portent également deux domaines CARD-like (Caspase recruitment domain -
like) qui initient une voie de signalisation aboutissant, comme dans le cas du TLR3, a
I’activation des facteurs de transcription NF-kB et IRF-3. Ceux-ci assurent 1’induction de
cytokines pro inflammatoires et d’interférons (IFN) de type I qui constituent un signal
d’avertissement d’une cellule infectée a ses voisines (Fig. 7) (Yoneyama ef al., 2004). Notons
qu’une certaine capacité de discrimination des virus a ARN par ces deux PRRs a été
récemment mise en évidence (Kato et al., 2006).

Le signal IFN induit ’expression de la protéine kinase PKR (RNA-dependent Protein
Kinase) par la cellule qui le regoit. Si les cellules sont infectées par le virus, le dsSRNA active
la PKR qui phosphoryle le facteur eucaryote d’initiation de la traduction elF2« et I’inactive
(Balachandran er al., 2000). Cela provoque I’inhibition de la traduction dans la cellule
infectée et des lors, I’incapacité du virus a se répliquer (Fig.8).

La 2°5’- oligoadenylate synthetase est également activée indirectement par la liaison
d’ARN double-brin. Son activation induit la polymérisation de I’ATP en oligonucléotides
atypiques liés en 2’-5’ qui eux-mémes activent une endoribonucléase dégradant les ARNs de
la cellule infectée empéchant dés lors la réplication du virus (Fig.8).

b) L’ADN-PKc, une protéine cytoplasmique détectant I’ADN bactérien.
La protéine kinase dépendante de I’ADN (ADN-PK), activée par ’association avec
des extrémités libres d’ADN est impliquée dans les mécanismes de réparation du génome
(Smith et al., 1999). Cependant, la sous-unité catalytique de cette enzyme, I’ADN-PKc peut
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Figure 3. Les trois voies du systéme du
complément (adapté de Walport, 2001).

La voie classique (a gauche) est initiée par la
liaison de la protéine Clq (en rouge)
directement au pathogene ou aux fragments
constants des anticorps qui opsonisent celui-ci.

La voie MBL (au centre) est initiée par la protéine du méme nom qui lie des résidus de
mannose a la surface du pathogene. La voie alterne est activée suite a 1’hydrolyse
spontanée de la protéine C3. L’activation du complément a la surface du pathogene
aboutit au dépot de la protéine C3b qui agit en tant qu’opsonine. Elle peut aussi
déboucher sur la formation du complexe d’attaque membranaire qui provoque la lyse
du pathogene. Enfin, elle contribue au déclenchement et au maintien de la réponse
inflammatoire, par la libération de peptides chemotactiques.
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¢galement étre directement activée par les motifs CpG non méthylés qui caractérisent I’ADN
bactérien. Suite a son activation, I’ADN-PKc, en phosphorylant IKKf, active le facteur de
transcription NF-kB qui induit alors 1’expression de genes codant diverses cytokines et
chemokines pro inflammatoires (Fig. 9). Cette protéine cytoplasmique a ainsi un rdle
semblable a celui du TLR9 (Chu et al., 2000).

¢) Les NLRs.

Les NLRs (NACHT [domaine présent chez NAIP, CIITA, HET-E and TP1] - LRR
[leucine-rich repeat domain] Receptors) constituent une famille de PRRs cytosoliques
récemment identifiée (Martinon et al., 2005), également baptisée par certains auteurs la
famille CATERPILLER (CARD, transcription enhancer, R (purine)-binding, pyrin, lots of
LRRs) (Ting et al., 2005).

Les membres de la famille NLRs sont regroupés sur base de leur similarité structurale.
IIs présentent tous une architecture tripartite. Ils possédent un domaine carboxy(C)-terminal
LRR de liaison d’un ligand, un domaine central NACHT nécessaire a 1’oligomérisation et a
I’activation du récepteur, et un domaine amino(N)-terminal effecteur particulier, PYD (pyrin
domain) , CARD (Caspase recruitment domain) ou BIR (baculovirus inhibitor of apoptosis
protein repeat). Sur base du type de domaine N-terminal porté, on distingue les sous-familles
NOD (Nucleotide-binding Oligomerization Domain) (Inohara et al., 2005), NALP [NACHT-,
LRR- and pyrin domain (PYD)-containing proteins] (Tschopp et al., 2003), CIITA (Class II
TransActivator), IPAF (ICE-protease activating factor) (Poyet er al, 2001) et NAIP
(Neuronal Apoptosis Inhibitor Protein) (Diez et al., 2000)(Fig. 10).

Bien que I’on présente ces protéines NLRs comme des senseurs cytoplasmiques de
pathogenes, (Kufer ef al., 2005), a ce jour, seules trois d’entre elles, NOD1, NOD2 et NALP3
ont un PAMP identifié. Comme les TLRs, ces protéines reconnaissent des signatures
moléculaires de pathogenes via leur domaine LRR et initient une voie de signalisation pro
inflammatoire par recrutement de protéines adaptatrices au niveau de leur domaine N-terminal
d’interaction protéine-protéine (Fig. 11 et 12).

Méme si elles débouchent toutes les deux sur la génération de cytokines, les voies
suivies par les protéines NODs et NALPs sont différentes. En effet, les NODs, tels les TLRs
induisent 1’expression des geénes de cytokines et chemokines pro inflammatoires alors que les
NALPs contribuent a la maturation des précurseurs de certaines cytokines (IL-1, IL-18) (Fig.
12).

Parmi les 5 protéines humaines de la sous-famille NOD, NODI et NOD2,
principalement exprimées par les cellules présentatrices d’antigenes (APCs) et les cellules
¢épithéliales sont les mieux décrites. Ainsi, il a été montré qu’elles lient des peptides dérivés de
la dégradation du peptidoglycan, un composant de la paroi bactérienne. NODI détecte le
Meso-DAP (y-D-glutamyl-meso-diaminopimelic acid), un tripeptide caractéristique du
peptidoglycan de la paroi des bactéries a Gram-négatif (Girardin et al., 2003). NOD?2
reconnait, lui, le dipeptide MDP (Muramyl Dipeptide) du peptidoglycan de la paroi de la
majorité des bactéries (Inohara ef al., 2003). Apres activation, ils agissent de fagon analogue
aux TLRs en activant les facteurs de transcription NF-«xB et AP-1 (Fig. 11) (Kobayashi et al.,
2005). Ces voies aboutissent a I’induction de I’expression des genes de cytokines pro
inflammatoires (Philpott et al., 2004). L’activation de NOD1 et NOD2 a été mise en évidence
lors d’une infection respectivement par Shigella flexneri (Girardin et al., 2001) et
Streptococcus  pneumoniae  (Opitz et al., 2004), deux Dbactéries pathogeénes
intracytoplasmiques.

Les protéines NALPs, qui forment la plus large sous-famille des NLRs avec ses
quatorze membres chez I’homme (Fig. 10), sont impliquées dans la génération de cytokines et
chemokines, apres détection d’un pathogene, d’une autre fagon que les TLRs et les protéines
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Figure 4. Opsonisation du pathogéne par
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Figure 5. Les protéines de phase aigué jouant un réle de PRR soluble. (a) La protéine amyloide
sérique (SAP) et la protéine C-réactive (CRP) sont des pentraxines. La lectine liant le mannane (MBL)
et les surfactants pulmonaires A et D (SP-A et SP-D) sont des collectines. (b) Elles sont toutes des
opsonines et facilitent la reconnaissance du pathogéne (en rouge) par les cellules phagocytaires. La
CRP et la SAP activent la voie classique du complément. La MBL active la voie MBL.
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Figure 6. Les protéines impliquées dans
la reconnaissance du LPS. La LBP
soluble catalyse la liaison du LPS au
récepteur CD14. Il présente ensuite son
ligand au TLR4 associé au co-récepteur
MD-2. La formation du complexe
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NODs. Ainsi, il a été montré que les protéines NALPs 1, 2, 3, 6 et 12 contribuent a
I’activation de caspases inflammatoires au sein d’un complexe moléculaire connu sous le nom
d’inflammasome (Fig. 12) (Martinon ef al., 2004). Ces caspases activées assurent la
maturation, par clivage protéolytique, des précurseurs de cytokines pro inflammatoires (IL-1,
IL-18), nécessaire a leur sécrétion. Bien que I’on pense que les protéines NALPs soient
activées par la liaison de PAMPs par leur domaine LRRs, ceux-ci restent a découvrir.
Néanmoins, on a montré que, de maniere similaire a NOD2, NALP3 est activé par le MDP.

Les mécanismes impliqués dans la reconnaissance des PAMPs par le LRR des
protéines NALP3, NODI1 et NOD2 ne sont pas caractérisés et aucune interaction directe n’a
¢été rapportée. Il est des lors possible que I’activation de ces PRRs nécessite le concours
d’autres récepteurs.

Malgré leur localisation, les NLRs ne sont pas cantonnés dans la reconnaissance de
pathogenes se multipliant librement dans le cytosol mais ils contribuent également a la
détection de pathogenes extracellulaires et vacuolaires. Dans ce cas, les PAMPs sont soit
transportés activement dans le cytosol aprés phagocytose du pathogene (Fig. 12) ou non
(Vavricka et al., 2004), soit injectés par la bactérie elle-méme (Viala et al., 2004).

2.4.3. Les PRRs membranaires.

Les PRRs membranaires peuvent étre exprimés a la surface d’une cellule ou ils
détectent des pathogenes extracellulaires, ou au niveau de la membrane d’une vacuole ou ils
lient des pathogénes apres leur internalisation (Fig. 2). Ils sont distingués en récepteurs non-
TLRs et en récepteurs TLRs (7oll-Like Receptors).

On leur a décrit deux fonctions qui ne semblent pas exclusives, I’induction de la
phagocytose et le déclenchement d’une réponse inflammatoire.

Apres reconnaissance du pathogene, certains PRRs exprimés a la surface de cellules
phagocytaires, c’est-a-dire des macrophages, des PMNs et des cellules dendritiques,
déclenchent son internalisation en initiant, par un processus actine-dépendant, la formation de
pseudopodes autour de celui-ci (pour revue, voir (Underhill er al., 2002)). Lorsqu’ils
reconnaissent et lient directement un pathogene extracellulaire, la reconnaissance est dite non-
opsonique. Dans les cas d’opsonisation, ces PRRs reconnaissent indirectement le pathogene
puisqu’ils lient des PRRs solubles qui ont eux-mémes li¢ et entouré le pathogene (Fig. 13).
Suite a son internalisation, le pathogéne est dégradé par différents mécanismes tels la
diminution du pH et la libération d’enzymes et de métabolites toxiques dérivés de 1I’oxygene
et de I’azote au sein du phagosome, dont certains sont induits suite a des voies de signalisation
déclenchées par ces PRRs.

D’autres récepteurs membranaires initient quant a eux des voies de signalisation
intracellulaires aboutissant a la synthese et la sécrétion de médiateurs pro inflammatoires.

a)  Les récepteurs non-TLRs.

- Le Mannose Receptor.

Auparavant appelé MMR pour Macrophage Mannose Receptor, le récepteur au
mannose (MR) est exprimé a la surface des macrophages et des cellules dendritiques ou il
reconnait de nombreux types de pathogeénes, bactéries gram-négatives ou positives,
champignons, virus et parasites en liant des oligosaccharides de mannose et de fucose a leur
surface (Apostolopoulos et al., 2001) Apres détection directe de pathogenes extracellulaires
ou de molécules dérivées de celui-ci, il induit leur internalisation, leur dégradation et
contribue a la présentation de fragments peptidiques aux lymphocytes de I’immunité
adaptative (Stahl ef al., 1998).



— Figure 7. Détection des virus par les PRRs (d’aprés
{\&‘ Akira et al, 2006). MDA-5 et RIG-I, deux PRRs
cytosoliques et 7LR3, un PRR exprimé en membrane
des endosomes, sont impliqués dans la détection des
virus. Ils initient des voies de transduction du signal qui
aboutissent a la génération de cytokines pro
inflammatoires et des interférons de type I.
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- La protéine Dectine-1.

A T’origine, la protéine dectine-1 (dentritic-cell-associated C-type lectin-1) fut décrite
comme un récepteur spécifique des cellules dendritiques, bien qu’on ait montré par la suite
qu’elle est également exprimée a la surface d’autres cellules de I’'immunité, tels les
macrophages, les monocytes, les PMNs, les lymphocytes T et, chez I’homme (pas chez la
souris), il est aussi exprimé par les éosinophiles et les lymphocytes B (Taylor et al., 2002)
(Willment et al., 2005).

Ce PRR est impliqué dans la réponse antifongique puisqu’il reconnait les 3-glucanes
(Brown et al., 2001), que I’on retrouve principalementdans la paroi de ces pathogenes. Par
exemple, il reconnait le zymosan de la paroi des levures.

La protéine dectine-1 est le seul récepteur membranaire non-TLR décrit capable de
contribuer, en collaboration avec le TLR2, a la réponse inflammatoire en initiant des voies de
signalisation qui induisent la production de cytokines et de chemokines (Fig. 14) (pour revue,
voir (Brown, 2006). En outre, la dectine-1 est un récepteur phagocytaire puisqu’elle peut
initier 1’internalisation du pathogene (Herre er al.,, 2004) et induire un mécanisme
antimicrobien, I’explosion respiratoire (Underhill et al., 2005).

- La protéine CD14.

Ancrée a la surface des monocytes, des macrophages et des PMNs, la protéine CD/4
(Cluster of Differenciation 14) lie le LPS de la membrane externe des bactéries gram-
négatives (Wright ef al., 1990). Il existe également une forme soluble de la protéine CD/4
dans le sérum, la protéine sCDI/4 qui permet aux cellules en contact avec le sérum qui
n’expriment pas ce PRR en membrane de répondre au LPS (Frey ef al., 1992). La liaison de
CDI4 a son ligand est facilitée par la protéine LBP. Le complexe CD14-LPS est ensuite
reconnu par le TLR4 qui contribue au déclenchement d’une réponse inflammatoire (Fig. 6).

- Les scavenger receptors SRs.

Les récepteurs scavengers (SRs) sont largement exprimés par les macrophages et
forment une famille de glycoprotéines membranaires possédant un ensemble de ligands
endogéenes apparentés, lipides et lipoprotéines modifiés chimiquement (Krieger et al., 1994)lls
sont répertoriés en six sous-groupes, de la classe A (SR-A) a la classe F (SR-F), sur base de
leur structure tertiaire prédite (Fig. 15). Parmi ces récepteurs, les SR-A, les SR-B et les SR-C
ont un role dans I’immunité innée puisqu’ils reconnaissent des structures d’agents pathogenes
(Krieger, 1997) (Gough et al., 2000).

La classe des SR-As regroupe quatre récepteurs, les SR-AI, SR-AIIl et SR-AIll, et la
protéine MARCO (Macrophage Receptor with COllagenous structure). Ces récepteurs
présents a la surface de la plupart des types de macrophages et de certaines cellules
endothéliales (Hughes et al., 1995) (van der Laan er al., 1999) peuvent lier des bactéries
gram-négatives et gram-positives suite a la reconnaissance du lipopolysaccharide LPS
(Hampton ef al., 1991) et de I’acide lipoteichoique LTA (Dunne et al., 1994) respectivement.
IIs induisent alors, par des mécanismes peu connus une phagocytose silencieuse de ces
ligands exogenes (Peiser ef al., 2000) (Hampton et al., 1991). En effet, I’activation des SR-As
ne semble pas accompagnée de la génération de médiateurs pro-inflammatoires. Outre leur
capacité d’induire la phagocytose, le role des SR-As dans 1’adhésion entre cellules semble
impliqué dans la rétention des macrophages activés au site d’infection (van Velzen et al.,
1999).

A ce jour, on retrouve trois récepteurs dans la classe des SR-Bs, le SR-BI, le SR-BII et
le CD36. Cette derniére reste la mieux décrite. Elle est exprimée a la surface des macrophages,
des plaquettes, des adipocytes et de certaines populations de cellules endothéliales (Greaves ef
al., 1998). Le premier PAMP connu de ce récepteur est exprimé a la surface des érythrocytes
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AD, activation domain; BIR,
baculovirus IAP repeat (IAP,
inhibitor of apoptosis protein) ;
CARD, caspase-recruitment
domain ; CIITA, class 11
transactivator ; FIIND, domain with
function to find; IPAF, ICE-
protease activating factor ; LRRs,
leucin-rich repeats ; NAD, Nacht-
associated domain ; NAIP, neuronal
apoptosis inhibitor protein ; NALP,
domain present in NAIP, CIITA,
HET-E and TP1 ; NOD, nucleotide-
binding oligomerization domain ;
PYD, pyrin domain.

Figure 11. Voies de signalisation
initiées apres activation des
protéines NODs (adapté de
Strober et al., 2005). Comme les
TLRs, les protéines NOD1 et NOD2
déclenchent des voies de
signalisation qui débouchent sur
I’activation  des  facteurs de
transcription ~ NF-kB  (via le
complexe de kinases IKK) et AP-1
(via les MAP kinases).

ie-DAP, acide diaminopimélique ;
IKK, IkB-kinase complex; MDP,
muramyl dipeptide ; P, groupement
phosphate ; PGN, peptidoglycan ;
RICK, receptor-interacting
serine/threonine kinase ; ub,
ubiquitiine.
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humains parasités par Plasmodium falciparum (Oquendo ef al., 1989).En outre, CD36 est
capable de reconnaitre des acides gras diacylés de la paroi de divers microorganismes et de les
présenter au dimere de TLR2-TLR6.

Bien que les mécanismes de reconnaissance des (-glucanes chez les vertébrés
impliquent principalement la protéine dectine-1 et le CR3, c’est le récepteur scavenger SR-CI
des macrophages qui, chez la drosophile, semble impliqué dans la réponse a ce PAMP
(Pearson et al., 1995).

- Les récepteurs d’opsonines.

Les cellules phagocytaires portent a leur surface des récepteurs assurant la
reconnaissance indirecte de particules préalablement opsonisées pour induire leur
internalisation et les mécanismes de dégradation.

Les Complement receptors, CR1, CR3 et CR4, en interagissant avec les opsonines du
complément qui couvrent la surface du pathogéne, déclenchent sa phagocytose. Le récepteur
CR1 lie les protéines C3b C4b, Clq et MBL (Ghiran et al., 2000) (Klickstein et al., 1997)
(Nicholson-Weller et al., 1999). Les récepeurs CR3 et CR4 lient la forme clivée de C3b, iC3b
(Ehlers, 2000) (Ross et al., 1992). En outre, le récepteur CR3 reconnait directement les (-
glucanes (Ross et al., 1985) (Thornton et al., 1996).

Les cellules phagocytaires disposent également d’un C/q Receptor (C1qR) qui lie les
opsonines C1q, MBL et SP-A a la surface du pathogéne (Nepomuceno ef al., 1997).

Elles portent également divers Fc receptors (FcR). Certains d’entre eux, en plus de
fixer des anticorps qui entourent 1’agent pathogéne spécifiquement reconnu, peuvent lier la
CRP et la SAP (Mold et al., 2001).

b) Les TLRs.

Parmi les différents PRRs identifiés, on accorde actuellement beaucoup d’attention a
I’étude des propriétés et des activités d’une famille de récepteurs transmembranaires
initiateurs de voies de transduction du signal inflammatoire, les Toll-like Receptors ou TLRs.

- Historique de leur découverte.

Les récepteurs de membrane appartenant a la famille TLR tirent leur nom du récepteur
Toll a Vorigine impliqué, chez la drosophile, dans la différenciation dorsoventrale des
embryons (Hashimoto ef al., 1988).

Cependant, deux études indépendantes ont marqué ’entrée du récepteur 70// dans le
champ de I’'immunologie. On a, d’une part, mis en évidence une similarité de séquence de son
domaine intracellulaire a celui des membres de la famille du récepteur a 1’interleukine 1 ou
IL-1IR des mammiferes (Gay er al, 1991). On retrouve également ce domaine
intracytoplasmique, sur les produits de certains genes de résistance des plantes a ’infection,
les genes R (Jebanathirajah et al., 2002). Sur base de ces considérations, on a baptisé¢ celui-ci
domaine TIR pour Toll-IL-1 Receptor ou Toll-IL-1-Resistance. Par ailleurs, on a associé au
récepteur 7o/l un réle dans la réponse immune de la drosophile a une infection fongique ou
par des bactéries a Gram positif (Lemaitre et al., 1996).

Suite a la mise en évidence de ce role du récepteur 7oll et a sa description structurale,
un récepteur homologue portant un domaine 77/R intracellulaire a été identifié chez les
mammiferes, le Toll-like receptor 4 ou TLR4. 1l est rapidement apparu que celui-ci avait la
fonction d’un PRR. En effet, d’une part, il a ét¢ montré que ce TLR4 pouvait, apres activation,
induire 1’expression de genes pro-inflammatoires (Medzhitov et al., 1997). D’autre part, on a
associé¢ le manque de sensibilité de certaines souches de souris au LPS a une mutation perte
de fonction dans un geéne appelé a I’époque Ips gene, qui en fait code le TLR4 (Poltorak et al.,
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Figure 12. Les protéines NODs et NALPs contribuent a la réponse inflammatoire par des
mécanismes différents (d’aprés Martinon & Tschopp, 2005). Les protéines NOD -1 et -2 sont activées
par la liaison de leur PAMP au domaine LRR (en jaune). Elles activent des voies de signalisation qui |
aboutissent a la synthése de cytokines pro inflammatoires. Certaines d’entre elles (IL-1f, IL-18) sont |
synthétisées sous forme de précurseurs. Leur maturation est assurée par un complexe mutliprotéique,
I’inflammasome formé apres activation de la protéine NALP3, qui reconnait le méme PAMP que NOD2, le
MDP.

ASC, apoptosis-associated speck like protein containing a CARD ; CARDINAL, protéine adaptatrice
(TUCAN, CARDS8, NDDPl) MDP, muramyl dipeptide; PGN, peptidoglycan; ProlL-1p, forme
précurseur de I’'IL-1 ; RICK, receptor-interacting serine/threonine kinase ; ub, ubiquitiine.
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et voies de signalisation
impliqués dans la
phagocytose (d’apreés
Underhill et Ozinsky,
2002). Plusieurs
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des voies de signalisation qui provoquent une réorganisation du cytosquelette d’actine sous la membrane et la
formation de pseudopodes autour du pathogene, ensuite internalisé.
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1998). A I’heure actuelle, il est clairement établi que le TLR4 est, avec CD14 et MD2, un
composant du complexe récepteur au LPS de la paroi des bactéries a Gram négatif (Takeuchi
etal., 1999).

- La famille TLR.

Depuis lors, plusieurs protéines structuralement similaires au TLR4 ont été
découvertes. Elles ont mis en évidence la conservation des TLRs depuis le ver Caenorhabditis
elegans jusqu’aux mammiferes (Janeway et al., 2002). L’ensemble de ces protéines forment
la famille des Toll-like receptors ou TLRs. Jusqu’a présent, treize membres de la famille TLR,
du TLR1 au TLR13, ont été identifiés chez les mammiferes (Kaisho and Akira, 2006). Parmi
ceux-ci, les TLRs1-9 sont conservés chez I’homme (Rock ef al., 1998) et la souris ; le géne
codant le TLR10 chez la souris, contrairement a I’homme, n’est pas fonctionnel (Hasan et al.,
2005), et les TLRs -11 (Zhang et al., 2004),-12, et -13 sont exprimés chez la souris, pas chez
I’homme (Fig. 16).

Tous les TLRs sont des glycoprotéines transmembranaires de type 1. Elles possedent
un domaine intracytoplasmique conservé 7/R impliqué dans I’initiation de la réponse, une
région transmembranaire et une portion extracellulaire constituée d’un nombre variable (de 19
a 25) de répétitions riches en leucines, les motifs LRRs (Leucin-Rich Repeats), assurant la
liaison du ligand.

- Classification.

Des études, basées principalement sur I’analyse du phénotype de souris mutées pour
les geénes codant les différents membres de la famille des TLRs ont permis d’en comprendre la
fonction physiologique, a savoir la reconnaissance de pathogenes. Et elles ont mis en évidence
le large spectre de PAMPs de ces récepteurs, qui comprend des composants bactériens, viraux,
fongiques et de protozoaires (Fig.17 et tableau 3) (pour revue, voir (Takeda ef al., 2003).

Le TLR2, en association avec le TLR1 ou le TLR6 reconnait des lipopeptides triacylés
et des lipopeptides diacylés, respectivement. Il dispose ainsi d’un large spectre de ligands au
sein duquel, on retrouve un composant de la paroi des bactéries a Gram positif, I’acide
lipoteichoique (LTA) (Schwandner et al., 1999) (Takeuchi et al., 1999) (Yoshimura et al.,
1999).Contrairement a ce qui a longtemps été admis, le peptidoglycan ne semble pas reconnu
par le TLR2 (Travassos et al., 2004) et ce sont les protéines cytoplasmiques NOD1, NOD2 et
NALP3 qui jouent un role central dans la reconnaissance de ce PAMP.

Le TLR3 reconnait I’ARN double-brin (dsRNA) produit par de nombreux virus lors
de leur replication (Alexopoulou et al., 2001).

Comme mentionné plus haut, le LPS, et plus particulierement le lipide A hexa-acylé,
de la paroi des bactéries gram-négatives peut étre 1ié par le TLR4 (Hoshino er al., 1999).
Outre ce PAMP, il reconnait une série d’autres ligands n’ayant aucun lien structural (Tableau
3).

Le TLRS reconnait la flagelline, monomere constitutif du filament du flagelle de
certaines bactéries (Hayashi ef al., 2001), et plus particulierement, un domaine conservé de
cette protéine. Ce domaine est requis pour I’assemblage et la mobilité du filament (Smith ef
al., 2003)

Le TLRY reconnait spécifiquement les motifs CpG non méthylés caractéristiques de
I’ADN bactérien. Il existe deux différences entre I’ADN des mammiferes et I’ADN bactérien
du point de vue de ces motifs CpG. Premierement, contrairement a I’ADN bactérien, la
fréquence des dinucléotides CpG est réduite dans I’ADN mammalien, et ensuite, la plupart
des résidus cytosine des motifs CpG de I’ADN des mammiferes sont méthylés, ce qui n’est
généralement pas le cas dans I’ADN génomique bactérien (Hemmi er al., 2000). Plus
récemment, il a été montré que les virus a ADN possedent des génomes riches en
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dinucléotides CpG qui stimulant le TLR9, assurant la génération de cytokines anti-virales
(IFNs de type I) (Hochrein et al., 2004) (Krug et al., 2004) (Krug ef al., 2004) (Tabeta ef al.,
2004). Par ailleurs, 1’activation du TLR9 par ’ADN génomique de différents protozoaires a
¢té mise en évidence (Gazzinelli ef al., 2004).

Jusqu’a présent, aucun PAMP n’a été impliqué dans I’activation des TLRs -7 et -8. On
sait cependant qu’ils sont activés par des molécules synthétiques de la famille des
imidazoquinolines (Jurk ef al., 2002), par I’ARN simple-brin d’origine virale et qu’ils activent
une réponse antivirale (Diebold ef al., 2004) (Heil et al., 2004).

A ce jour, aucun ligand n’a été identifié¢ pour le TLR10.

Le TLR11, exprimé chez la souris par les cellules épithéliales de la vessie est impliqué
dans la réponse a une infection bactérienne des voies urinaires, le ligand responsable de cette
activation reste inconnu (Zhang et al., 2004). Par ailleurs, la protéine profilin-like présente
chez certains protozoaires a été récemment décrite comme un ligand de ce TLR (Yarovinsky
et al., 2005).

- Distribution cellulaire et tissulaire.

La capacité des TLRs de reconnaitre des pathogenes extracellulaires et intracellulaires
est permise par leur distribution différentielle au sein d’une cellule donnée. Ainsi, il a été
montré par marquage que les TLRs -1, -2, -4, et -6 qui reconnaissent des ligands lipidiques et
le TLRS a ligand protéique, sont associés a la membrane plasmique des cellules, alors que les
TLRs -3,-7, -8 et -9 reconnaissant les acides nucléiques viraux et bactériens, sont portés par
la membrane des endosomes (Nishiya ef al., 2004) (Fig. 18). La localisation subcellulaire
particuliere des TLRs est corrélée au type de pathogene reconnu et elle leur permet ainsi
I’acces a leur ligand. Mais cette localisation peut aussi contribuer a la régulation de
’activation du récepteur. Ainsi, il a été proposé€ que la localisation intracellulaire du TLR9
contribuerait a empécher son activation par I’ADN du soi. On sait en effet que I’ADN du
génome des vertébrés contient des motifs CpG non méthylés, qui ne stimulent cependant pas
le systeme immunitaire (Barton ez al., 2006).

Les TLRs sont des PRRs a large spectre d’expression, leur niveau d’expression est
fonction du type cellulaire et il augmente lors de 1’infection. Ils sont largement exprimés par
les cellules de I'immunité innée, par les lymphocytes de I’immunité acquise, et par les cellules
présentatrices d’antigéne qui constituent un lien entre les deux bras du systéme immunitaire.
Ils sont également exprimés par les cellules épithéliales, endothéliales, et par les fibroblastes.

- Des collaborations nécessaires a la reconnaissance des PAMPs.

Comme dans le cas des NLRs, les modalités de reconnaissance et de liaison des
ligands via [’ectodomaine LRR des différents TLRs restent peu connues. Plus
particulierement, il n’y a actuellement aucune preuve que tous les TLRs interagissent
directement avec leurs PAMPs. Une interaction directe du ligand spécifique a été démontrée
dans le cas du TLR4 (Lien ef al., 2000), du TLR9 (Bauer et al., 2001) et du TLR2 (Iwaki et
al., 2002)

Par ailleurs, la structure cristallographique de 1’ectodomaine LRR du TLR3 humain a
été récemment résolue (Choe et al., 2005) (Bell et al., 2005). Elle met en évidence la
possibilité d’une interaction directe entre une portion précise de I’homodimere de TLR3 et le
dsRNA viral (Fig. 19). De plus, les auteurs (Choe er al., 2005) suggerent que la liaison de
celui-ci provoque un changement de conformation du dimere qui rapprocherait leur domaine
TIR pour initier la signalisation intracellulaire (Fig. 20). De la méme maniére, on peut espérer
que la caractérisation structurale du domaine extracellulaire de chaque TLR permette de
comprendre comment ils interagissent avec des ligands aussi variés, en particulier, comment
un type de TLR reconnait une série de ligand qui n’ont aucun lien d’un point de vue structural
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TLRs Ligands Pathogénes

TLRs liant des lipides

TLR1 | Lipopeptides triacylés (avec TLR2)

TLR2 | Lipopeptides triacylés (avec TLR2)
Lipopeptides diacylés (avec TLR6)
Acide Lipoteichoique (avec TLR6)
Peptidoglycan (?)
Lipoarabinomannan

Zymosan (avec TLR6)
Phospholipomannan

TLR4 | Lipopolysaccharide

Mannan
Glycoinositolphospholipides
TLR6 | Lipopeptides diacylés ( avec TLR2)
Acide Lipoteichoique (avec TLR2)
Zymosan (avec TLR2)

Bactéries et Mycobactéries

Bactéries et Mycobactéries
Mycoplasmes

Bactéries gram-positives
Bactéries

Mycobactéries
Saccharomyces cerevisiae
Candida albicans

Bactéries gram-négatives
Candida albicans
Trypanosoma

Mycoplasmes
Bactéries gram-positives
Saccharomyces cerevisiae

TLRs liant des acides nucléiques

TLR3 | ARN double-brin Virus

TLR7 | ARN simple-brin Virus

TLR8 | ARN simple-brin Virus

TLRY | ADN :ilots CpG déméthylés Bactéries
ADN viral Virus

TLRs liant des protéines
TLRS5 | Flagelline Bactéries
TLRI1 | ? Bactéries uropathogénes

Profilin-like Toxoplasma gondii

TLR4 | Protéines d’enveloppe virale RSV (Respiratory Syncytial Virus)

MMTYV (Mouse Mammary Tumor Virus)

Tableau 3. Principaux ligands identifiés des TLRs et pathogénes qui les portent.
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(par exemple, le TLR4 [tableau 3]) et, comment ils contribuent a induire la réponse via le
domaine TIR.

A P’instar du TLR3, on sait que les TLRs -4, -5, -7, -8 et -9 forment des homodimeres
pour déclencher leur réponse. Le TLR2, quant a lui, s’associent a d’autres TLRs, ce qui
contribue a é€largir son spectre de patterns moléculaires reconnus. En effet, la reconnaissance
des lipopeptides triacylés est assurée par 1’hétérodimere TLR2-TLR1, tandis que la réponse
aux lipopeptides diacylés implique leur reconnaissance par le dimere TLR2-TLR6 (Fig. 17)
(Ozinsky et al., 2000). Bien que son PAMP soit inconnu, il a été montré que le TLR10
s’associe également aux TLR2 et TLR1 (Hasan et al., 2005). Ces TLRs -1, -2, -6 et
probablement le TLR 10 sont incapables d’initier seul une réponse (Ozinsky et al., 2000).

Dans le cas de certains TLRs, la reconnaissance du ligand nécessite, une collaboration
avec des PRRs d’autre type. Ainsi, le TLR4, pour répondre au LPS doit s’associer a CD14 et a
MD?2 (Fig. 6) (Miyake, 2003)Le récepteur scavenger CD36 (Hoebe et al., 2005) présente a
I’hétérodimere TLR2-TLR6 son ligand (Gantner ef al., 2003).

- En aval des TLRs, des voies de signalisation.

Les TLRs jouent un réle critique dans la mise en place des réponses immunes innée et
adaptative. En effet, leur activation induit la génération de chemokines et de cytokines pro
inflammatoires qui créent au site d’infection un contexte favorable a 1’élimination de 1’agent
pathogene, en permettant d’y recruter et d’activer rapidement les effecteurs de I’immunité
innée, PMNs, macrophages, mais aussi les glycoprotéines du complément et les protéines de
phase aigue. De plus, les TLRs contribuent a la maturation des APCs c’est-a-dire a
I’acquisition par celles-ci de tous les signaux nécessaires a la mise en place d’une réponse
adaptative appropriée (Fig. 21). Le contexte pro inflammatoire créé au site d’infection
permettra le recrutement des effecteurs développés au cours de celle-ci. Le réle des TLRs
dans la phagocytose des pathogenes est controversé (Blander et al., 2004) (Yates et al., 2005).

Contrairement aux mécanismes d’activation des TLRs, leurs voies de signalisation
sont bien décrites (pour revues, voir (O'Neill, 2006) ; (Oda et al., 2006). Elles dépendent
toutes du recrutement et de ’activation au niveau du domaine TIR intracellulaire du TLR, de
protéines adaptatrices cytoplasmiques portant également ce méme domaine. Les interactions
homotypiques TIR-TIR jouent donc un réle critique dans la réponse des TLRs.

° TIR, domaine central du traitement de I’information.

Les domaines 7/R des TLRs et des membres de la famille de I'/L-/R ont des
séquences hautement conservées groupées en motifs, les Box -1, -2 et -3 (Slack et al., 2000)
Cependant, malgré la similarité de leur domaine intracytoplasmique, il a été montré que les
TLRs, disposent d’une certaine spécificité en terme de protéines adaptatrices recrutées par
interaction homotypique (Fig. 22), pour initier des voies de signalisation distinctes et donc des
réponses spécifiques (Fig. 23).

La compréhension de cette spécificité de réponse des TLRs passera par la description
de la structure moléculaire de I'interface entre ces différents récepteurs et leurs protéines
adaptatrices, et des changements de conformation qui ont lieu au cours de leur activation.

Ainsi, la structure cristallographique du domaine TIR des TLR1 et TLR2 humains a
été résolue (Xu et al., 2000). En dépit de leur haute similarité¢ de séquences en acides aminés
(50% d’identité) et d’une structure tridimensionnelle globale identique consistant en un
feuillet-3 parallele de cinq brins, entouré par un total de cinq hélices-« (Fig. 24), le domaine
TIR de ces TLRs présente des différences de conformation notamment au niveau d’une
portion de la box2 appelée le BB loop (Fig. 25). Le role de la box2 dans le recrutement des
protéines adaptatrices avait déja ¢été proposé suite une étude de mutagenese du domaine TIR
de I'IL-1R (Slack et al., 2000)
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Figure 18. Localisation subcellulaire
des TLRs (d’aprés Akira, 2005). Les
TLRs -1, -2, -4,-5 et -6 sont exprimés a la
surface des cellules, les TLRs -3, -7 et -9
sont portés par la membrane des
endosomes.

Figure 19. La structure de la surface de
Pectodomaine du 7LR3 humain met en
évidence des régions de surface impliquées
dans la dimérisation du récepteur et la
liaison du dsRNA (d’aprés Choe, et al, 2005).
L’ectodomaine du TLR3 humain a une
structure en « fer a cheval » de 23 LRRs, repli¢
en solénoide. Cette structure est maintenue par
un réseau de ponts hydrogeénes formés par des
résidus Asn conservés au sein des motifs LRRs.
Une face du TLR3 est largement masquée par
des carbohydrates (en jaune), et la face
glycosylation-free  (face au lecteur) est
impliquée dans la dimérisation du récepteur et
la liaison de son ligand. Des résidus de surface
hautement conservés et le motif LRRI2
particulier ~ constituent Iinterface  de
dimérisation. Deux patches de résidus chargés
positivement et le motif LRR20 particulier
formeraient le site de liaison du dsRNA.

Figure 20. Modéles de reconnaissance du
dsRNA par I’ectodomaine du TLR3 (d’apres
Choe, et al, 2005). La liaison du PAMP seul,
ou en présence d’un co-récepteur pourrait
induire la dimérisation du récepteur ou induire
des changements de conformations d’un dimere
de TLR3 préexistant. Le rapprochement des
domaines TIR intracellulaires déclencherait les
voies de signalisation.
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Par ailleurs, les souris C3H/Hej qui ne répondent pas au LPS et qui, comme évoqué
plus haut, ont permis la découverte du TLR4, sont mutées au niveau d’un acide aminé du
sommet de ce méme BB loop qui ne peut des lors initier une réponse intracellulaire (Fig. 26).

Bien que I'implication du BB loop dans I'interaction des TLRs avec leurs protéines
adaptatrices reste a prouver, la mise en évidence de la conservation des résidus de cette
portion du domaine TIR (Fig. 26) et d’une probable diversité structurale (Fig. 25) de celle-ci
porte a croire qu’il pourrait jouer un rdle crucial dans la spécificité d’élaboration de
complexes multiprotéiques de signalisation des différents TLRs.

Deux types de voies de transduction du signal ont été identifiées sur base du
recrutement ou non au niveau du domaine TIR du TLR de la protéine adaptatrice MyD88
(Myeloid differentiation primary response protein 88). Cette protéine adaptatrice posseéde un
domaine TIR C-terminal et un Death Domain (DD) N-terminal. Ils sont tout deux des
domaines d’interaction homotypique protéine-protéine.

. La Voie MyD88-dépendante.

On pense que la voie dépendante de MyDSS§ peut étre déclenchée par tous les TLRs
sauf le TLR3. Le réle central de cette protéine dans 1’induction de la réponse des TLRs -2, -4,
-5, -7 et -9 activés a été démontré chez des souris MyDS88 knockout (Kawai et al., 1999)
(Takeuchi et al., 2000) (Hemmi et al., 2000) (Hayashi et al., 2001).

Cette voie de signalisation (Fig. 27), semblable a celle déclenchée par les récepteurs a
I’IL-1 et I’'[L-18 aboutit a 1’activation des facteurs de transcription NF-kB et AP-1 qui
induisent 1’expression de geénes codant des cytokines et chemokines pro inflammatoires (le
TNF-a, I’IL-6, I’1lI-183 et I’'[L-12) sécrétées par la cellule.

Apres liaison du ligand a ’ectodomaine LRR, la protéine adaptatrice cytoplasmique
MyDS8S8 est recrutée au niveau du TLR par une interaction homotypique de leur domaine 77R
respectif. Lors de 1’activation des TLRs -2 et -4, le recrutement de MyD88 nécessite une autre
protéine adaptatrice a domaine 77R, la protéine Mal (MyDS88 adaptor like) ou TIRAP (TIR
domain-containing adapter protein). L’utilisation de cette protéine pourrait contribuer a
conférer une spécificité de réponse a ces deux TLRs. MyDSS interagit alors via son domaine
DD (Death Domain) aminoterminal avec le méme domaine DD porté par des serine/thréonine
kinases de la famille IRAK (/L-1 Receptor-Associated Kinase). Ensuite sont recrutés
successivement TRAF6 (Tumor necrosis factor Receptor-Associated Factor 6) et TAKI
(TGF-B-Activated Kinase 1). Le complexe multiprotéique formé sous la membrane se détache
du récepteur et constitue un complexe plus large dans le cytosol ou une série de
phosphorylations et d’ubiquitination lui permet d’activer d’une part, le facteur de transcription
NF-kB (via le complexe de kinases IKK) et d’autre part, le facteur de transcription AP-1 (via
les MAP kinases telle la p38 ou JNK).

o La Voie MyD88 indépendante.

Les TLRs -3 (Alexopoulou et al., 2001) et -4 (Kawai ef al., 1999) peuvent déclencher
une voie de transduction du signal indépendante de MyDS8S, en recrutant en lieu et place de
celle-ci une autre protéine adaptatrice a domaine 77/R, la protéine TRIF (TIR domain-
containing adaptor inducing IFN-f), encore appelée TICAM-1 (TIR domain-containing
adaptor molecule-1). Cette voie implique des protéines kinases différentes qui en aval
activent un autre facteur de transcription, I’IRF-3 (Fig. 27). Ce dernier induit principalement
I’expression du gene de /'JFN-{3, qui induit le facteur de transcription Statl qui a son tour
induit 1’expression des /FN-inducible genes. De plus, dans le cas du TLR4, I’activation de
TRIF par le LPS nécessite la protéine adaptatrice a domaine TIR, TRAM (TRIF-related
adaptor molecule). Elle induit dans ce cas 1’activation retardée de NF-kB (Covert et al., 2005).
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Figure 21. Les TLRs contribuent a la
maturation des APCs (d’aprés Takeda &
AKira, 2005) L’activation des TLRs portés par
une APC induit ’expression des signaux de
costimulation et la sécrétion de cytokines pro
inflammatoires par celle-ci. Ces signaux, en
plus de la présentation d’antigéne aux
lymphocytes T naifs sont essentiels a la mise
en place et a lorientation de la réponse
adaptative.

Innate immunity

Figure 22. Les différents
TLRs recrutent des
protéines adaptatrices
spécifiques au niveau de
leur domaine TIR
(d’aprés Akira, 2005).
Selon le complexe
mutliprotéique formé, des
voies de signalisation
différentes sont initiées.
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Représentation simplifiée
des voies de signalisation
déclenchées par les TLRs
TNF IL-1  INOS IL-10 IL-8 IFNgamma CDB0/8S MHCA/Hl IL-12 IFNbeta IFNalpha (réalisée a partir de
Kitano & Oda, 2006).
Chaque TLR déclenche une voie de transduction du signal qui aboutit a la génération de cytokines et de
chemokines et, sur les cellules présentatrices d’antigenes, a I’induction de I’expression de signaux costimulateurs
(CD80/86) ainsi qu’a I’augmentation de I’expression des complexes majeurs d’histocompatibilité, deux acteurs
moléculaires impliqués dans I’activation de la réponse adaptative. La réponse différentielle de chaque TLR peut
étre expliqué en partie par leur usage différent des protéines adaptatrices. La combinaison de cytokines produites
dépend de la combinaison de TLRs qui ont contribué a la reconnaissance du pathogene..
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) Des collaborations nécessaires au traitement de I’information.

Des coopérations entre les TLRs et des PRRs impliqués dans la réponse inflammatoire
dont on a déja parlé, a savoir le récepteur membranaire Dectine-1 et les protéines
cytoplasmiques NOD1 et NOD2 ont été récemment décrites.

Ainsi, I’induction de certaines cytokines pro-inflammatoires par la Dectine-1 nécessite
des signaux résultant de 1’activation de I’hétérodimere TLR2-TLR6 tels MyD88 et NF-«kB. La
coopération entre ces deux types de PRRs qui lient des PAMPs différents assurerait la
reconnaissance d’un pathogeéne fongique et ils déclencheraient ensemble la réponse
inflammatoire (Fig. 28) (Gantner et al., 2003)

L’activation de NOD2 concomitante a celle du TLR2, assure une régulation de la voie
de signalisation initi€e par ce dernier, en agissant au niveau du complexe IKK de kinases (Fig.
29a). Par ailleurs, des cross-talks entre les voies de signalisation initiées par NOD2 et TLR4
ont ¢été¢ proposés. Le TLR4, apres activation augmente l’expression de NOD2, qui lui,
augmente 1’expression de MyD88. De plus, il favorise 1’activation du complexe IKK de
kinases. Ainsi, NOD2 favorise 1’activation de la voie MyD88-dépendante initiée par le TLR4
(Fig. 29b).
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Figure 25. Superposition du
squelette carboné des structures du

Figure 24. Structure du domaine TIR du 7LR2 humain (d’apreés
Xu et al., 2000). 11 est constitué¢ d’un feuillet B a brins paralléles (en
bleu, de BA a BE) entourés par un total de cinq hélices-a (en jaune, de
aA a oE). Des loops (en rose) relient ces structures.

domaine TIR des TLRI et TLR2

humains (d’apreés Xu et al, 2000) Le TLR1 apparait en bleu et le TLR2 en jaune. La deuxiéme représentation
est obtenue apres une rotation de 180°C de la premiére. Malgré leur similarité de séquences, les domaines TIR
des TLR-1 et -2 humains présentent des différences de conformation. Ces régions différentes sont annotées en

rose.

Figure 27. Voies de signalisation initiées par les
TLRs (d’aprés Akira et al, 2006). Les voies
MyD88 dépendante et MyD88 indépendante sont
représentées respectivement a gauche et a droite.

Figure 26. La structure de surface du domaine TIR
du 7LR2 humain montre un patch de résidus
conservés impliquant des résidus du BB loop (d’apreés
Xu et al, 2000). Les résidus conservés se trouvent dans
des brins du feuillet B (bleu), dans des hélices a (jaune),
dans le BB loop (mauve) et dans d’autres loops (vert).
En rouge, apparait le site de mutation du 7LR4 qui
empéche sa réponse au LPS.
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Cette premiére partie a tenté de mettre en évidence la base solide sur laquelle repose le
systéme immunitaire, a savoir la reconnaissance des agents pathogenes par les récepteurs de
I’immunité innée. Ces sentinelles omniprésentes dans 1’organisme peuvent percevoir a tout
moment la présence d’un intrus et de mobiliser les mécanismes effecteurs de défense des que
nécessaire.

En particulier, on a mis ’accent sur une famille de récepteurs, les TLRs, qui
reconnaissent chacun spécifiquement des PAMPs de pathogeénes variés. Théoriquement, a elle
seule, cette famille permet a I’organisme hdte de reconnaitre et de discriminer une grande
diversit¢ de pathogenes bactériens, viraux, fongiques, protozoaires qu’ils soient
intracellulaires ou extracellulaires ; et chaque TLR initie sa propre cascade de transduction du
signal et déclenche ainsi une réponse appropriée au type d’agent infectieux en présence. Les
TLRs illustrent une certaine capacité de discrimination et d’adaptation de I’immunité innée.

B. Anti-immunité : le principe de la reine rouge a I’ceuvre.

1. Généralités.

Lors de I'invasion par un pathogene, 1’hote peut détecter ce danger potentiel pour
ensuite le combattre efficacement au moyen des mécanismes effecteurs du systeme
immunitaire (Fig. 1).

D’un point de vue évolutif, on peut considérer que cette capacité de défense émerge de
la cohabitation de I’organisme avec une grande diversité de pathogenes. Ainsi, la présence
permanente de ceux-ci a en quelque sorte obligé les organismes hotes a développer des
mesures efficaces de détection et de protection.

Mais, si les agents infectieux, par la pression qu’ils imposent a 1I’organisme, ont
faconné le systéme immunitaire au cours de 1’évolution, en contrepartie, I’énorme contrainte
représentée par ce méme systeme pour les pathogenes a débouché sur 1’acquisition, par ceux-
ci, de stratégies variées destinées a tromper, a manipuler et a empécher le bon déroulement de
la réponse immune. Et le succes de nombreux pathogeénes ne fait qu’attester leur capacité a
tirer profit des niches proposées par un organisme tout en évitant leur élimination.

Cet équilibre dynamique entre 1’agent pathogene et 1’hdte qu’il infecte a ouvert un
volet d’investigation nouveau qualifi¢ par Brett Finlay d’"anti-immunologie" (Finlay ef al.,
2000).

Dans ce contexte de coévolution, chacun a beaucoup a apprendre de 1’autre, de ses
forces et de ses faiblesses. Les exemples de stratégies développées par les bactéries, les virus
et les protozoaires pour passer entre les mailles du filet tendu par le systéme immunitaire sont
trés divers, depuis la capacité d’adhérer aux surfaces de 1’hdte en faisant face a un
environnement peu favorable, a celle de paralyser voire de détruire les mécanismes
immunitaires effecteurs. Pour une information plus compléte sur ces stratégies
d’immunoévasion qui agissent a chacune des étapes de la réponse immunitaire, on renvoie le
lecteur a des revues récentes (Finlay and McFadden, 2006), (Portnoy, 2005), (Hilleman, 2004)
(Coombes et al., 2004) (Rosenberger et al., 2003) (Hornef et al., 2002) (Sacks et al., 2002)
(Knodler et al., 2001) (Pieters, 2001).

Nous nous focaliserons dans cette partie sur les mécanismes d’interférence de virus et
de bactéries avec la reconnaissance par les PRRs solubles ou cellulaires en distinguant trois
points : (i) la capacité d’échappement au systtme du complément, (ii) la possibilit¢ de
modifier des PAMPs ou la possession de PAMPs atypiques et enfin, (iii) la capacité
d’interférer avec les voies de transduction du signal initiées par les PRRs cellulaires. Leurs
nombreuses autres stratégies sont résumees dans le tableau 4.
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Figure 28. Coopération entre la
dectin-1 et ’hétérodimére TLR2-
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réponse inflammatoire lors
d’une infection fongique
(d’aprés Brown, 2006). Des
cross-talks entre les voies de
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Figure 29. Cross-talks entre les voies de signalisation initiées par NOD2 et les TLRs -2 (a) et -4 (b) pour
déclencher une réponse inflammatoire (d’aprés Brown, 2006). (a) NOD2, apres activation, module
I’activation du facteur de transcription NF-«B initiée le TLR2, en agissant au niveau du complexe IKK de
kinases. (b) NOD2 favorise également I’activation de NF-kB en aval de la voie MyD88-dépendante initiée par
le TLR4. L’activation de ce dernier augmente I’expression de NOD2 qui, lui contribue a augmenter 1’expression
de MyD88. De plus, NOD2 favoriserait I’activation du complexe IKK, par un mécanisme différent que celui
proposé en (a).
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2. Echapper au systéeme du complément.

De nombreux agents pathogenes ont développé divers mécanismes d’échappement au
complément, c’est-a-dire a ’opsonisation par ses protéines (C3b, C4b et iC3b) et a la
formation du complexe d’attaque membranaire a sa surface, ainsi que des mécanismes
empéchant la libération de facteurs chemotactiques puissants tel le peptide C5a.

Tout d’abord, certains agents infectieux empéchent 1’activation du systeme du
complément. Ainsi, bien que cela reste mal compris, il a ét€ montré que la capsule entourant
certaines bactéries gram-négatives et gram-positives active peu le complément. Certaines
bactéries trompent également les protéines régulatrices du complément par 1’acquisition a la
surface de leur capsule de molécules de I’hote tels 1’acide sialique ou 1’acide hyaluronique.Par
ailleurs, certaines bactéries pathogenes(Kraiczy et al., 2006) , des virus (Stoiber ef al., 1996),
des champignons (Meri et al., 2002)et des parasites (Diaz ef al., 1997) ont acquis la capacité
de recruter a leur surface, des protéines solubles régulatrices du complément (facteur H, FHL-
1, C4BP) (Fig. 30). L’acquisition de facteurs de surface possédant des propriétés fonctionelles
identiques aux protéines régulatrices du complément par certains virus (Friedman et al., 1984)
(McNearney et al., 1987)et parasites (Norris ef al., 1991) (Pearce et al., 1990) constitue une
autre stratégie. Quelle que soit la stratégie, ces protéines ou leur mimique fonctionnelle
protegent les pathogenes de 1’activation du complément.

Ensuite, certains agents infectieux n’empéchent pas 1’activation du complément a leur
surface mais en évitent les conséquences. Ainsi, il a ét€¢ montré que la paroi de certaines
bactéries gram-négatives et gram-positives est peu favorable a I’action du complexe d’attaque
membranaire. La chaine O et 1’épaisse couche de peptidoglycan respectivement, limitent
I’acces de celui-ci a la membrane plasmique et a la membrane externe. Aussi, les bactéries
gram-négatives rugueuses (sans chaine O) sont plus sensibles a la lyse. D’autre part, des
bactéries telle Streptococcus pyogenes sécrétent une protéine (la protéine Mac), qui se lie aux
Fcy receptor et au complement receptor CR1 des cellules phagocytaires. Celle-ci empéche la
phagocytose opsonique du pathogene (Agniswamy et al., 2004).

Enfin, certaines bactéries disposent a leur surface d’'une C5 peptidase qui empéche la
formation du MAC et donc leur cytolyse et qui a €également une action anti-inflammatoire, en
clivant la protéine C5a (Cleary et al., 1992).

3. Eviter la reconnaissance de PAMPs.

A tout moment, la présence d’un agent infectieux peut étre décelée par les récepteurs
de I'immunité innée, omniprésents. En réponse a cette forte pression, certains pathogenes ont
acquis la capacité de passer inapercu, soit en masquant leur patterns moléculaires conservés,
soit en modifiant dans une certaine mesure ceux-ci.

3.1 Ne pas exprimer un PAMP, ’'exemple du flagelle.

Les PAMPs sont définis comme des structures essentielles aux pathogenes si bien que
toute modification majeure en diminue la viabilit¢é ou la pathogénicité. Néanmoins, la
flagelline pourrait étre une exception a cette régle. Bien qu’il soit un facteur de virulence
important pour des bactéries comme Vibrio cholerae ou Helicobacter pylori, I’expression du
flagelle ne semble essentielle ni a la survie, ni a la pathogénicité de Salmonella enterica
serovar Typhimurium (Schmitt e al., 2001). Eviter I’expression de la flagelline place ainsi la
bactérie a 1’abri de sa reconnaissance par le TLRS.

3.2 Camoufler les PAMPs.

De nombreuses bactéries extracellulaires telles Streptococcus pneumoniae , Neisseria
meningitidis, ou Haemophilus influenza disposent d’une capsule qui masquent leurs PAMPs
et leurs antigénes, cibles respectives de I’'immunité innée et adaptative. De plus, elle protege
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Figure 30. Les pathogénes peuvent échapper a P’activation du complément en recrutant des protéines
régulatrices de I’hote a leur surface (d’apres Kraiczy & Wiirzner, 2006). (A) Le facteur H et les protéines FHL-
1 et C4BP sont des protéines régulatrices du complément solubles de 1’h6te qui contribuent a éviter I’activation du
complément a la surface de ses cellules. Certains pathogénes ont acquis la capacité de recruter ces protéines a leur
surface. (B) La protéine FHL-1 et le Facteur H favorisent I’inactivation des protéines C3b déposées a la surface du
pathogéne par le Facteur I, une autre protéine régulatrice. (C) La protéine C4BP retarde la formation de la C3

Inactivation

Tableau 4. Exemples
de stratégies anti-
immunitaires des
virus et des bactéries
pathogénes (d’aprés
Finlay, 2006).

convertase (C4b2a) en entrant en compétition avec un de ses composant (le C2) pour la liaison de la protéine C4.
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le pathogeéne en le rendant insensible au complément, résistant a la phagocytose, et en
empéchant la fixation d’anticorps a sa surface.

3.4 Disposer de PAMPs atypiques.

Bien que le lipide A soit un composant essentiel de la membrane externe des bactéries
a Gram négatif, il est caractérisé par une diversité du nombre et de la longueur des chaines
latérales acylées, ainsi que de la nature des liens impliqués, plusieurs caractéristiques critiques
vis-a-vis de sa reconnaissance par le TLR4. Le lipide A classique (glucosamine backbone,
ester- and amide-linked C14:0(3-OH) and C12 to Cl6 in acyloxyacyl groups) stimule
fortement le TLR4 (Schromm et al., 2000) (Lapaque ef al., 2006).
Les variations dans le nombre, la longueur, la charge et le type de liens de ces chaines
favorisent I’échappement au TLR4. Ainsi, plusieurs bactéries pathogeénes a gram négatif telles
Brucella, Legionella ou Helicobacter possedent un lipide A atypique stimulant peu le TLR4
(Lapaque et al., 2006). Cependant, certains auteurs suggerent que des lipides-A non-
classiques puissent étre reconnus par le TLR2 (Smith, ef al.. 2003) (Werts ef al., 2001). Cette
idée est néanmoins controversée (Lapaque et al., 2000).

Par ailleurs, les bactéries pathogenes Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori, et
Bartonella bacilliformis, dont la mobilité est nécessaire a 1’infection efficace de 1’hdte dispose
d’une flagelline atypique non reconnue par le TLRS (Andersen-Nissen ef al., 2005).

3.5 Modifier les PAMPs.

I a été décrit que certains pathogenes sont capables de modifier des PAMPs sans que
ces changements n’affectent leur viabilité ou leur capacité a établir une infection.

Ainsi, certaines bactéries gram-négatives, altérent au cours de 1’infection, la structure
du lipide A de leur LPS pour éviter leur détection mais également pour les protéger des
peptides antimicrobiens sécrétés par les cellules épithéliales (Ernst ef al., 2001). Salmonella
enterica serovar Typhymurium dispose d’un senseur de I’environnement qui induit
I’expression de genes codant diverses enzymes de modification du lipide A (addition de
palmitate, d’aminoarabinose et de phosphoethanolamine, hydroxylation et deacylation de
certains acides gras) (Fig. 31). Les formes modifiées du lipide A activant jusqu’a cent fois
moins le TLR4 lui permettent d’éviter une réaction inflammatoire (Guo et al, 1997)
(Kawasaki et al., 2004)

Cette stratégie a également été bien décrite dans le cas de Pseudomonas aeruginosa,
responsable d’infection pulmonaire chez les patients atteints de mucoviscidose (Ernst et
al,1999 ). L’altération du lipide A de son LPS (forme penta-acylée) lors des étapes précoces
de I’infection lui permet de coloniser la surface du poumon en évitant la réponse immunitaire.
Une fois I’infection établie, la bactérie exprime un lipide A activateur du TLR4 (forme hexa-
acylée) qui déclenche une forte réaction inflammatoire responsable de la pathologie (Fig.32)

4. Interférer avec le traitement de I'information.

Puisque le role essentiel des PAMPs réduit considérablement la possibilité de les
altérer, les pathogenes ont développé une stratégie alternative d’immunoévasion, a savoir
I’interférence avec les voies de signalisation déclenchées par 1’activation des PRRs cellulaires.

Ainsi, divers pathogenes perturbent, a différents niveaux, le bon déroulement des
voies TLRs-dépendantes qui conduisent a la réponse inflammatoire. Le pathogene atténue
ainsi la réponse effectrice de 1I’'immunité¢ innée et coupe les ponts qui lient celle-ci a
I’immunité adaptative.
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Figure 31. Modifications du lipide A par Salmonella enterica serovar Typhymurium
(d’apres Miller et al., 2005). a. Structure du lipide A non modifiée de S. enterica serovar
Typhymurium. b. Modifications chimiques régulées lors d’une infection.

<
a b
q . o o
Ho O oM Ho D O™ "o, J
E ; X .
HO™ g o wF_ N o " O™ N
o o 0 o =
o ot \ )
o N ol Y o ~ - DL - c O . o
O s A -0 o o ol SOH g S
" - WH O ey - HH O g HO e oH
o (sl ) ;- o o -
Om 5 -
L O o HC
HO o o
O o
1 -
13
2 i<
14 - 2
12 14 1z i
12
1
4 s 12 2
i4
E. coli % P aeruginosa
Lipide A hexa-acylé P. aeruginosa
Lipide A penta-acylé

Figure 32. Structure du lipide A classique d’E.coli, et des lipides A penta- et hexa-acylé de Pseudomonas
aeruginosa (d’apres Miller et al., 2005). Le lipide A classique hexa-acylé est reconnu par le TLR4 et il stimule
la production de cytokines pro inflammatoires par I’hote. P. aeruginosa convertit son lipide A en fonction du
stade de I’infection. Lors de la phase précoce, son LPS porte la forme penta-acylée du lipide A, non stimulatrice
du TLR4. Le lipide A hexa-acylé est quant a lui reconnu par le TLR4 qui déclanche une réponse pro
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Certains virus disposent de protéines effectrices qui perturbent la formation du
complexe multiprotéique sous la membrane plasmique apres 1’activation des TLRs et des
récepteurs du type /L-1R.

Ainsi, deux protéines du virus de la vaccine, A46R et A52R, montrent une similarité de
séquence avec le domaine 7/R typiquement eucaryote caractéristique des TLRs, des membres
de la famille /L-1R et de leurs protéines adaptatrices (Bowie et al., 2000). Il a été montré que
la protéine A52R agit comme un dominant négatif de MyDS88 en bloquant la voie de
signalisation induite par 1’/L-1 nécessaire a la résistance au virus (Spriggs ef al., 1992). La
protéine A46R, dont I’importance pour la virulence du virus est démontrée chez un mutant,
inhibe les voies de signalisation initiées par de nombreux TLRs en séquestrant les protéines
adaptatrices MyDS88, Mal, Trif et Tram (Stack et al., 2005).

Le virus de I’hépatite C dispose lui de la protéine NS3/44 qui interfere avec la voie
indépendante de MyD88 en clivant la protéine adaptatrice TRIF. Celle-ci est nécessaire a la
voie de signalisation initiée par le TLR3 lors d’une infection virale et aboutissant a la synthese
et sécrétion d’/FN-f. En empéchant cette réponse, la protéine NS3/44 contribue donc a la
persistance du virus (Li et al., 2005).

Récemment, certains auteurs ont rapporté la présence d’une protéine a domaine 77R
chez Salmonella enterica serovar Enteritidis qui interfere également avec la voie NF-kB.
Méme si son mécanisme précis d’action reste inconnu, 1’activation du facteur de transcription
et des lors I’'induction de 1’expression des cytokines pro inflammatoires n’ont pas lieu
(Newman et al., 2006).

D’autres bactéries pathogenes bloquent la voie NF-xB en agissant en aval du
recrutement des protéines adaptatrices. Ainsi, Yersinia (Orth et al., 2000) et Salmonella
enterica serovar Typhimurium, par deux mécanismes différents empéchent la translocation de
NF-kB dans le noyau (Collier-Hyams et al., 2002) (Fig.33).

Il faut noter que, contrairement aux virus, pour interférer avec les processus cellulaires
eucaryotes, la bactérie doit étre dotée d’un systeme de translocation de ses toxines ou de ses
protéines immunomodulatrices au sein du cytoplasme de ces cellules.

5. Tirer profit de la reconnaissance.

De maniere tout a fait surprenante, certaines bactéries extracellulaires et
intracellulaires ont acquis la capacité de tirer profit de leur reconnaissance par les récepteurs
de I’immunité innée.

Ainsi, Yersinia pestis produit une protéine agoniste du TLR2, la protéine LcrV
(Fig.33). En interagissant avec le TLR2, elle modifie la production de cytokines par les
macrophages. En effet, elle induit la sécrétion d’IL-10 qui atténue la réponse inflammatoire et
favorise la survie de la bactérie (Sing et al., 2002). 11 est étonnant de voir que cette stratégie
fait du TLR2 un point faible, en rendant des souris plus susceptibles a I’infection par Yersinia.

Certaines bactéries intracellulaires empéchent leur détection par les récepteurs
cytoplasmiques de I’immunité innée, par exemple, en empéchant le processing de leur
peptidoglycan et la reconnaissance de ses dérivés par les NODs (Boneca, 2005)Par contre,
Listeria monocytogenes sécréte des hydrolases du peptidoglycan qui ont été identifiées
comme facteurs de virulence (Lenz ef al., 2003), ce qui laisse supposer qu’en clivant le
peptidoglycan et en exploitant les protéines NODs, il détourne la réponse inflammatoire a leur
avantage (O'Connell ef al., 2004).

Le virus West Nile bénéficie de sa reconnaissance par le TLR3 des astrocytes car la
réponse inflammatoire qu’elle déclenche lui ouvre la porte de la barriére hématoencéphalique.
En accord avec cette observation, des souris KO pour le TLR3 sont plus résistantes a
I’infection par ce virus.
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Figure 33. Détournement par les bactéries de voies de signalisation impliquées dans la réponse immune.
Plusieurs protéines immunomodulatrices ont été décrites chez différentes bactéries. Yersinia sécréte la protéine
LerV, un agoniste du TLR2 qui module la réponse de celui-ci en favorisant la sécrétion d’une cytokine anti-
inflammatoire, 1’IL-10. YopJ et AvrA respectivement produit par Yersinia et Salmonella empéchent I’activation
de NF-kB. La capacité d’altérer la réponse déclenchée par les TLRs en agissant au niveau de leur domaine TIR
est peu connue chez les bactéries.
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C. Le genre Brucella.

1. Généralités.

Les bactéries du genre Brucella sont des coccobacilles gram-négatifs, pathogeénes
intracellulaires facultatifs. Elles appartiennent a la sous-classe o-2 des protéobactériacées
(Moreno et al., 1990) qui regroupe des bactéries pathogenes d’animaux telles Rickettsia spp.et
Bartonella spp., des bactéries pathogenes de plantes comme Agrobacterium tumefaciens, et
des bactéries symbiotiques de plantes telle Sinorhizobium meliloti.

Ce genre regroupe six especes distinguées sur base de tests biochimiques, de tests
immunologiques et de leur préférence d’hote ; B. melitensis (chévre et mouton), B. abortus
(bovins), B. suis (porc), B. ovis (mouton), B. canis (chien) et B. neotome (rat du désert)
(Boschiroli er al., 2001). Brucella est 1’agent de la brucellose, une zoonose mondiale,
particulierement répandue dans le bassin méditerranéen, le Golfe Persique et en Amérique
Latine, qui provoque ’avortement et la stérilit¢ des males chez les animaux domestiques et
sauvages.

Chez I’homme, B. melitensis, B. suis et B. abortus sont responsables d’une maladie
connue sous le nom de fievre de Malte. L’infection aigue est principalement caractérisée par
une asthénie et des fievres ondulantes alors que la phase chronique, atteinte dans 30% des cas
d’infection, est caractérisée par de nombreuses complications, endocardite, spondylarthrite,
encéphalite, problémes pulmonaires, urogénitaux, hépatobiliaires,... (Ariza et al., 1995). Le
type de symptomes détermine 1’évolution de la maladie dont 1’issue peut parfois étre fatale
(Rahman er al., 2001). Cependant, la brucellose est efficacement traitée par une cure
d’antibiotiques de deux mois, alliant généralement doxycycline, aminoglycoside et/ou
rifampicine.

2. Pathogénie.

21. Généralités.

Brucella est un pathogeéne intracellulaire qui survit et se réplique au sein des cellules
phagocytaires professionnelles et des cellules phagocytaires non professionnelles de 1’hote. La
bactérie pénetre dans leur hote par les muqueuses et se propagent, probablement via les
neutrophiles et les macrophages du sang, a travers tout 1’organisme pour se retrouver dans la
rate, le systeme lymphatique et, excepté chez I’homme, dans le tractus génital et les glandes

mammaires. De nombreux types de tissus peuvent par la suite étre envahis (Pizzaro-Cerda,
1999).

2.2. Brucella, une bactérie furtive.

Le macrophage, une des cellules centrales de I’immunité innée, est décrit comme une
cible majeure de I’infection par Brucella.

On peut distinguer deux types de bactéries intracellulaires du macrophage en fonction
de leur relation avec celui-ci. La premiere catégorie, qui comprend notamment Salmonella,
Shigella et Listeria regroupe celles qui perturbent profondément la physiologie de la cellule
hote avant de la tuer et d’en infecter une nouvelle. La seconde inclut des bactéries comme
Mycobacterium et Chlamydia qui paraissent moins agressives puisqu’elles maintiennent leur
cellule héte en vie. Brucella fait partie de cette seconde catégorie. Si celle-ci est capable de
préserver sa cellule hote, c’est qu’elle a su tirer profit des avantages de cette niche de
réplication tout en évitant ses inconvénients. Et ceux-ci sont de taille dans une cellule comme
le macrophage.

Sa survie au sein du macrophage, I’absence majeure de réponse inflammatoire de sa
part et la description du statut immunitaire d’une personne infectée supportent 1’hypothese
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Figure 34.Trafic intracellulaire de Brucella au sein d’un macrophage. Aprés son entrée
induite au sein du macrophage via les lipid rafts, elle se retrouve dans une BCV (Brucella
Containing Vacuole) qui interagit avec I’endosome précoce. Apres avoir acquis les protéines
EEA-1 et Rab$, la vacuole s’acidifie. Elle accumule alors LAMP-1, mais pas Rab-7 pour éviter
la fusion avec I’endosome tardif et le lysosome. La vacuole se dirige ensuite vers des sites
privilégiés du reticulum endoplasmique ou elle établit sa niche de réplication. Le facteur de
virulence LPS est nécessaire pour induire I’entrée via les lipid rafts et éviter la voie classique de
phagocytose. Le systeme de sécrétion de type IV, encodé par I’opéron virB, est essentiel pour
éviter la fusion lysosomale.
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d’une perturbation profonde de la réponse immunitaire par Brucella qui empéche son
¢limination.

2.2.1 Une porte d’entrée peu commune.

Le macrophage, dans bien des cas, est capable de débarrasser 1’hote d’un pathogéne
par phagocytose. Cependant, il a été mis en évidence que Brucella induit son entrée et ne suit
pas la voie normale de phagocytose (Liautard et al., 1996) (Fig.34). En effet, elle provoque
son entrée dans la cellule cible par I’interaction de son smooth-LPS (S-LPS) avec les lipid
rafts, microdomaines particuliers au sein de la membrane plasmique des cellules
eucaryotes(Naroeni et al., 2002). Le point culminant de 1’interaction de Brucella avec la
cellule hote est I'inhibition de la fusion phago-lysosomale et la déviation du trafic vacuolaire
qui conduit la bactérie dans sa niche de réplication. Cette derniére vacuole, appelée
"brucellososme, (Kohler er al., 2003) est entourée d’une seule membrane qui entretient des
contacts étroits avec le réticulum endoplasmique rugueux (ER) (Celli et al., 2003) au niveau
des sites ERES (Celli et al., 2005)

2.2.2 Brucella paralyse la réponse du macrophage.

En plus d’échapper a la voie normale de phagocytose des macrophages, Brucella, en
empéchant, par un mécanisme non identifié, la sécrétion par celui-ci d’une cytokine pro
inflammatoire importante, le TNF-« évite 1’activation des mécanismes bactéricides de sa
cellule hote et des macrophages voisins (Caron ef al., 1994).

3. A larecherche de ses stratégies anti-immunitaires.

La réussite de Brucella au sein du macrophage, truffé de mécanismes anti-microbiens,
et, en tant qu’APC, carrefour entre I’immunité innée et I’immunité adaptative témoigne de
’acquisition de stratégies immunoévasives.

Des analyses réalisées chez un homme infecté confirment que Brucella empéche d’une
fagon ou d’une autre la mise en place de la réponse immune adaptée (Rodriguez-Zapata et al.,
1996) (Giambartolomei et al., 2002).

Les mécanismes anti-immunitaires de Brucella doivent encore étre largement étudiés,
cependant, deux facteurs de virulence, le LPS et le systétme de sécrétion de type IV (T4SS)
ont été identifiés.

3.1. Leréle important de son LPS.

La plupart des souches sauvages de Brucella dispose d'un S-LPS présentant une
longue chaine-O terminale et une structure atypique de son /ipide A qui lui confére plusieurs
avantages.

Tout d’abord, la longue chaine-O protége Brucella de la lyse par le systétme du
complément avant son entrée dans la cellule hote (Eisenschenk er al., 1999). D’autre part,
c’est le LPS qui induit I’interaction avec les /ipid rafts. Ensuite, le LPS contribue a éviter la
voie agressive de la phagocytose. Une fois dans le phagosome, la chaine-O confere la
résistance de la bactérie a I’environnement phagosomal et son acidification (Allen et al., 1998)

Le role clé du LPS et, plus particulierement de sa chaine-O, au cours des premieres
étapes de I’interaction avec la cellule hote est mis en évidence chez des souches de Brucella
ne possédant pas cette derniere et dont la virulence est atténuée. Ces souches n’entrent pas par
les lipid rafis, sont phagocytées plus rapidement et sont acheminées vers le phagolysosome ou
elles ne peuvent résister a la dégradation (Rittig et al., 2003) (Porte et al., 1999)

En plus d’étre essentiel a la survie extracellulaire et a I’atteinte de la niche de
réplication intracellulaire, il a été montré que le /ipide A atypique du LPS de Brucella n’induit
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pas la sécrétion de TNF-« par le macrophage infecté, contribuant ainsi a éviter la réponse
inflammatoire (Lapaque et al., 2006).

3.2. Identification d’un systéme de sécrétion de type IV.

Une approche génétique a identifi¢ un autre facteur de virulence chez Brucella, le
systtme de sécrétion de type IV (74SS), homologue au systeme VirB d’Agrobacterium
tumefaciens (O'Callaghan et al., 1999)

L’injection d’effecteurs a 1’intérieur des cellules de I’hdte par des bactéries pathogenes
gram-négatives extra- et intracellulaires via un systéme de translocation de ce type peut
favoriser I’infection, en permettant au pathogene d’exploiter divers processus cellulaires ou en
modulant la réponse immunitaire de 1’hote.

Il est actuellement clairement établi que le T4SS de Brucella joue un role crucial dans
le processus infectieux en permettant le "vacuolar jacking" mais a ce jour aucun effecteur
transloqué n’a été identifié (Delrue et al, 2001) (Delrue et al., 2005). Par ailleurs, il est
probable que ce systéme assure la translocation intra-cytoplasmique d’effecteurs bactériens
contribuant au maintien de leur cellule hote en empéchant 1’apoptose (Gross et al., 2000) et
peut-étre d’effecteurs qui paralysent la réponse inflammatoire.
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Objectif du mémoire.

Apres avoir montré dans la section précédente I’importance des mécanismes de
reconnaissance de I’immunité innée et 1’acquisition de stratégies immunoévasives par divers
pathogenes, la description de la réussite de Brucella en tant que pathogene intracellulaire
supporte I’hypothese qu’elle dispose de tels mécanismes.

Aussi, 1l a été proposé que cette bactérie injecte dans la cellule hote des effecteurs qui,
en interférant avec divers processus cellulaires, favorise 1’établissement de sa niche de
réplication. Néanmoins, a ce jour, aucun effecteur n’a été identifié.

Une recherche menée sur le génome de B. melitensis 16M a mis en évidence une
protéine hypothétique partageant une homologie de séquence avec le domaine TIR essentiel
aux voies de signalisation initiées par les TLRs. Celles-ci sont destinées a activer les
mécanismes de défense de la cellule infectée, mais également a mobiliser les différents
acteurs du systéme immunitaire. On a deés lors proposé que la translocation d’une telle
protéine au sein de la cellule hote de B. melitensis 16M pourrait contribuer a réduire cette
réponse immune visant in fine a 1’éradiquer.

L’objectif de ce travail est de contribuer a la caractérisation de cet effecteur putatif.
Dans cette optique, on a cherché a savoir :

1- si cette protéine est exprimée par B. melitensis 16M,

2- si elle est susceptible d’atteindre le cytosol de la cellule hote,

3- si elle contribue au processus infectieux de la bactérie,

4- quels sont les mécanismes moléculaires eucaryotiques ciblés pour cet effecteur.
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Figure 35 (d’apres http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) Résultat de la recherche de domaines
au sein de la protéine hypothétique 7lp renseignée par la base de données de B. melitensis 16M. La représentation
schématique montre que la protéine hypothétique Tlp de B. melitensis 16M proposée par la base de données de 'URBM
(en trait noir) est caractérisée par un domaine TIR (7oll/IL-1-Receptor/Resistance) (en rouge) qui constitue presque
I’entiereté de la protéine. L’alignement du domaine TIR de Tlp avec la séquence consensus établie de celui-ci, montre la

conservation des box-1 et box-2 (en jaune). Score g value
(bits)

Hypothetical protein BMEI1674.[Brucella melitensis] 273 2e-72
Hypothetical protein. [Brucella abortus] 271 5e-72
Hypothetical protein. [Brucella abortus] 271 5e-72
TIR. [Paracoccus denitrificans PD1222] 166 2e-40
TIR. [Mycobacterium sp] 150 le-35
TIR. [Mycobacterium sp] 150 le-35
Hypothetical protein. [Flavobacteria bacterium 149 4e-35
Hypothetical protein. [Escherichia coli 06] 136 3e-31
TIR. [Syntrophomonas wolfei subsp] 132 3e-30
Hypothetical protein.[Staphylococcus aureus] 105 6e-22
Hypothetical protein.[Xanthomonas campestestris T7 2e-13
Hypothetical protein Chloroflexus aurantiacus 759 5e-13
Hypothetical protein.[Xanthobacter sp] 72 6e-12
Hypothetical protein. [Vibrio angustum S14] 70 2e-11
Hypothetical protein.[Geobacter sulfurreducens 70 2e-11
Hypothetical protein.[158)] 66 3e-10
Hypothetical protein.[Polaromonas sp] 65 7e-10
TPR repeat. [Frankia sp] 64 2e-09
TIR; Disease resistance protein,..Medicago truncatula 64 2e-09
Conserved domain protein.[Methylococcus capsulatus 63 4e-09 !
Hypothetical protein. [Nitrobacter winogradskyi 62 5e-09 |
Disease resistance protein. [Arabidopsis thaliana 62 6e-09
Arabidopsis thaliana genomic DNA,... 61 le-08
TIR domain protein.[Chlorobium tepidum] 60 2e-08
F1L3.30. [Arabidopsis thaliana] 60 2e-08
F3N23.6 Arabidopsis thaliana 60 2e-08
F3N23.4 Arabidopsis thaliana 60 3e-08

Figure 36. Apercu du Blastp de séquence de la protéine hypothétique Tlp de B. melitensis 16M obtenu en utilisant
une banque de séquences protéiques non redondante.

B. melitensis Tip

H.sapiens TLR6
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H.sapiens TLR6
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Figure 37. (Adapté de Newman et al., 2006). Alignement du domaine TIR prédit de la protéine hypothétique Tlp
de B. melitensis 16M avec celui des protéines humaines TLR4, TLR6 et MyD88. Il montre la conservation de
séquence des box-1 et box-2 (encadrées en noir) qui caractérise le domaine TIR eucaryote.



Résultats

A. ldentification d’une protéine a domaine TIR chez Brucella
melitensis.

1. BMEI1674, mise en évidence d’un géne codant un effecteur potentiel.

On a postulé que la mise en évidence de protéines de Brucella melitensis 16M
homologues a des protéines impliquées dans les voies de signalisation de I’immunité innée
pouvait conduire a 1’identification de facteurs de virulence (potentiellement transloqués par le
T4SS). Aussi, la recherche d’une protéine présentant une homologie de séquence avec le
domaine eucaryote TIR (7oll- IL-1 Receptor/Resistance) dans le génome de B.melitensis 16M
a été entreprise par I’utilisation d’une base de données disponible au laboratoire®. Cette
recherche a permis d’identifier ’ORF BMEI1674, codant une "hypothetical protein" de
fonction inconnue.

Cette ORF, par la suite désignée Tlp (TIR-like protein), comprend 417 nucléotides et
code une protéine Tlp de 138 acides aminés dont 132 forment le domaine TIR (Fig. 35).

Le résultat du Blastp de séquence de Tlp contre une banque de séquences protéiques
non redondantes, présenté a la figure 36, révele 1’existence d’une protéine homologue chez
Brucella abortus, mais pas chez Brucella suis. Chez les autres o-protéobactéries telles
Agrobacterium tumefaciens, Sinorhizobium meliloti ou Caulobacter crescentus, aucune
protéine homologue n’est observée. Par contre, on observe une homologie de séquence de la
Tlp de B. melitensis 16M avec des protéines de résistance de plantes, ainsi qu’avec des
protéines hypothétiques de bactéries tres diverses, comme, Staphylococcus aureus, un
pathogene opportuniste. La comparaison de séquences du domaine TIR de Tlp avec celui des
protéines humaines TLR6, TLR4 et MyD88 montre une homologie de séquence avec
conservation des box/ et box2, caractéristique de tous les domaines TIR connus (Fig. 37).

2. Une erreur d’annotation de 'ORF ?

La base de données de B. melitensis 16M indique donc une protéine hypothétique Tlp
constituée exclusivement du domaine TIR. Cependant, une recherche approfondie a montré
que la séquence génomique présente quatre ?hases ouvertes de lecture plus larges (Fig. 38).

De plus, d’autres bases de données” disponibles en ligne proposent une ORF 71p de
753 nucléotides qui résulte de la considération du deuxieme codon start. Cette ORF code une
protéine hypothétique de 250 acides aminés a domaine TIR C-terminal de 132 acides aminés
qui possede également un domaine N-terminal adoptant vraisemblablement une conformation

? Une base de donnée de B. melitensis 16M a été développée par 'URBM. Elle contient une série d’informations
sur chaque ORF du génome ; séquences, structure, domaines, résultats de Blast ainsi que les données biologiques
pertinentes. Elle est accessible a 1’adresse
http://serine.urbm.fundp.ac.be/~seqbruce/GENOMES/Brucella_melitensis/

3 KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?bme:BMEI1674

PUMAZ2 (high-throughput genetic sequence analysis and metabolic reconstructions from sequence data);
http://compbio.mcs.anl.gov/puma2/cgi-bin/protein.cgi?id type=NCBI GI&id=17987957

NCBI ;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=NP 540591.1
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a. |
TAAGCTGTAGTTACAGCGGCGTTGGGAACCGTCTTTTGTGAATGAATCCGGTTGTTTAGCGAAGCCGTGAGAAAAGCTTATAAAAATTTCGATACGGT i
GCTGGACAGCGCGAAATTTAATGCTATAACCCACCCACTTCCGGCGGGAACCAACACCGCCACGAACGAGCGAACAGCTTGTTTGGGAT |
AL CCTCCGGGCACCATTTTTCAGTAAAAATATCAAACARATCAATT |
|
|
|

GCTTAGGCTTGAGAGGCACCGCTCAATCCACCTGAAAATCCCCCTTGTTTCTTTTGATTGAACTGAGTTTCTACTGAACATAATTCCGCACCCGAAAC
GATTTTCCCTCGCGCGCGTGCGCGTATTGGTCCCGAAAGTCCCTTGACCCTTCCCTTGCACCTTTACATTGCAGCACGATTTGATTTCCTCTGATTGT
TTTCAAAGCCAATCCGCCACATAACCGAAAGCCCCTCGCGTGCGCGTGCGCGCGTACTGGTCGCARAACTCTTTCCCGCATGCGACCGCCTGACAAAA
CTGCACTCATCAAAAAARATCTTCAAACACGCCAGAAGCGAACCCTCAAAACCTTCAAARACCATTCGCACGGCAGAAAAAACATCGAAAACGCTCCAAA
GCGTAACCGACAAAACCGTCARAACCCCTCGCGCGCGTGCACGCGCGTATTGGTCCACAAACTAATAGGTGCGGCTTTGAACGGATCATAAAGGCATC |
TTCATCGTGAAGATTGCTTCAAGCCATGGCGTTCGTCACCATACCTGAACCTGCCTTAAGGTATGCGCAGAAATTTCCACCGCTGGCGAAAAGCTGAT |
GAGGGGGAATTACTTCTACTGACAGCCGTCACTTGCTCTTTTGACCCGACTCATTGCTCAATCTTTTTACAGTCGGTAACGCTGACCARATGGGGEC
ACCATGAGTTCGTACTCTTCTAATATTGATCGTTTGCAGCGCGAAATAGCGAGATTAAAGGCCGACGATTCAAGAGAGATGTCTAAAGAGARACAAG
CCCAATCAAAAGCCCACAAAGCCCAACAAGCTATCAGTTCAGCARAATCACTCTCCACACAGAARAGCAAAATGTCAGAGCTTGAGCGCGCCACGAG
GGATGGTGCCGCGATTGGCAAGAAGCGAGCGGATATCGCCAAAAAAATTGCCGATAAGGCARAACAGTTAAGCTCCTATCAGGCTAAGCAATTCAAAG |
| CTGATGAGCAGGCTGTTAAAAAGGTCGCGCAGGAGCAAAAGCGTTTATCAGATGAGCGAACCAAGCATGAAGCTTTCATCAAACAATCATTGAGCTCC |
i ATGCGAACAACTGCGAGCGCGACTATGGAAGCAGAAGAAGAATACGATTTCTTCATATCACATGCGAGCGAAGACAAAGAAGCATTCGTTCAGGATC
TAGTCGCCGCGCTTCGCGACCTAGGAGCTAAGATTTTCTATGACGCATATACGTTGAAGGTCGGTGACAGCCTTCGGCGCAAAATCGATCAGGGGCTC

GCGAACTCCAAATTTGGCATAGTTGTTCTATCGGAACACTTTTTTAGCAAGCAATGGCCCGCAAGAGAATTAGATGGACTGACGGCAATGGAAATTGG |
CGGACAGACGCGAATATTGCCGATCTGGCATAAAGTTTCCTACGATGAAGTTCGGCGTTTCAGTCCCTCATTGGCCGACAAAGTGGCACTGAACACAT |
CGCTAAAAAGCGTGGAAGAAATCGCGAAAGAACTGCATTCCCTTATCTGATGA |
|
|
!
|

http://serine.urbm.fundp.ac.be/~segbruce/GENOMES/Bruceila melitensis

|
|
|
' b.
|
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Figure 38. (a) Séquence génomique située en amont de I’ORF Tlp de B. melitensis 16M. Elle débute avec le codon stop
(en rouge) de ’ORF BMEI1673. L’ORF Tlp proposée par la banque de données de B.melitensis 16M est soulignée. La
séquence notée en orange (BMEIt38) intercalée entre les ORFs BMEI1673 et Tlp est transcrite en tRNA (tRNA-Phe).
Quatre codons start (en vert) en phase avec I’'ORF 7lp révelent la présence de phases de lectures ouvertes plus longues
que celle proposée par la base de données. On retrouve donc cinqg ORFs potentielles, de la plus courte a la plus longue,
’ORF1, ’ORF2, ’ORF3, ’ORF4 et I’ORFS5. Leur RBS putatif apparait en bleu. Le codon stop TGA, en phase avec les
cinq codons start mis en évidence, marque le point d’arrét de la recherche d’ORFs 7/p. (b) Comparaison schématique de
la taille de ces différentes ORFs hypothétiques et du ou des domaine(s) qu’elles contiennent.
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Figure 39. Représentation schématique de la localisation génomique de ’ORF 7lp (BMEI1674). Elle fait partie
d’un groupe de protéines hypothétiques apparaissant en blanc.




Résultats

coiled-coil’. Ce dernier a été mis en évidence par I'utilisation d’un programme calculant la
probabilité qu’une séquence en acides aminés donnée adopte cette conformation’ (Lupas, Van
Dyke & Stock, 1991).

Ainsi, on a émis 1’hypotheése d’une erreur d’annotation de I’ORF dans la publication
du génome de B. melitensis 16M qui a aliment¢ la base de données de ’URBM.

Parmi les cing ORFs 7lp potentielles, deux groupes se distinguent. D une part, les
ORFs 1 et 2 coderaient ce que I’on appellera des "versions courtes" de Tlp, constituées
uniquement du domaine TIR C-terminal. D’autre part, les ORFs 3, 4 et 5 coderaient des
"versions longues" qui disposent également du domaine coiled-coil N-terminal (tableau 5).

ORF1-Tlp | ORF2-Tlp | ORF3-Tlp | ORF4-Tlp | ORF5-Tlp
Taille de la protéine (a.a.) 138 146 220 250 275
Poids moléculaire de la protéine (kDa) 15,648 16,467 24,769 27,997 30,920
Domaine C-terminal TIR TIR TIR TIR TIR
Domaine N-terminal - - Coiled-coil | Coiled-coil | Coiled-coil

Tableau 5. Caractéristiques des protéines hypothétiques issues des cinq ORFs Tilp potentielles.

Ni la recherche de Ribosome Binding Sites (RBS) ou séquences Shine-Dalgarno, ni
I’analyse de 1’usage des codons n’ont permis de déterminer I’ORF réelle de 7/p. Le RBS dont
la séquence consensus est AGGAGGU sur I’ARNm, est constitué de 4 a 7 nucléotides situés a
moins de 10 nucléotides en amont du codon start. Aucun ATG des ORFs de 7Ip proposées par
les différentes bases de données ne semble présenter un RBS plus séduisant qu’un autre
(Fig.38). Par ailleurs, I’analyse de 1’'usage des codons ne permet pas de délimiter la région
intergénique séparant les ORFs BMEI1673 et BMEI1674.

Face a ce dilemme, nous avons considéré, dans la suite de ce travail, deux ORFs de
Tlp. D’une part, en vue d’éviter toute perte d’information, on a travaillé avec la plus longue
phase ouverte de lecture (ORFS5). Elle comprend 829 nucléotides et code une protéine Tlp de
275 acides aminés qui porte le domaine TIR C-terminal de 132 acides aminés et un domaine
coiled-coil N-terminal. D’autre part, on a considéré la plus petite ORF (ORF1) ne contenant
que le domaine TIR, car elle est disponible au laboratoire, dans I’ORFéome.

Ces deux ORFs retenues coderont pour ce que 1’on appellera des-a-présent
respectivement la "version la plus longue" de la T/R-like protein hypothétique de B. melitensis
16M oujongTlp et sa "version la plus courte" ghorTIp.

3. BMEI1674, une protéine hypothétique parmi d’autres.

La présence chez une bactérie pathogeéne d’une protéine a domaine TIR typiquement
eucaryotique et intervenant dans les voies de signalisation de I’immunité en fait un candidat
effecteur sérieux.

L’ORF Tlp est située au sein d’un groupe de prés de 20 ORFs hypothétiques (Fig. 39)
qui forment une région de plus de 10kb, trop grande pour constituer une région intergénique.
On peut donc étre amené a penser que 7/p fait partie d’un cluster de génes qui coderaient des
effecteurs.

* Un domaine coiled-coil est un motif structural partagé par des protéines trés diverses. Il est formé de 2 a 5
hélices-a constituées de patterns d’acides aminés hydrophobes, qui s’enroulent ensemble (a la fagon des brins
d’une corde). Cette structure est maintenue par des forces hydrophobes. Elle est impliquée dans des interactions
protéines-protéines, dans lesquelles les hélices-a des domaines coiled-coil de deux ou plusieurs protéines
s’entrelacent.

® Nous avons utilisé le programme COILS (Prediction of Coiled Coil Regions in Proteins) accessible a I'adresse
suivante : http://www.ch.embnet.org/software/COILS form.html
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Western blot
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Figure 40. Test de I’expression des tags 3HA, GST et 13Myc chez B. melitensis 16M (Le poids moléculaire
P.M. des protéines du marqueur est exprimé en kDa). La figure présente le résultat des western blots anti-HA,
anti-GST et anti-Myc réalisés sur les extraits protéiques de souches sauvages de B. melitensis 16M transformées
individuellement respectivement par les plasmides réplicatifs medium copy pBBR-MCSI-,,,Tlp-3HA-cat (Tlp-
3HA), pBBR-MCSI-,,Tlp-GST- cat (Tlp-GST) et pBBR-MCSI-,,;Tlp-13Myc- cat (Tlp-13Myc). Les pistes
pBBR-MCSI correspondent aux western blots effectués sur un extrait protéique de souche sauvage de
B.melitensis 16M transformée par le plasmide pPBBR-MCSI ne portant pas d’insert. Il est utilisé afin de contrdler
un éventuel manque de spécificité des anticorps. Aucun signal n’est détecté pour le tag 3HA. Pour les tags GST
et 13Myc, des protéines de P.M. compatible avec celui des protéines de fusion 1ong TIp-GST et o5 Tlp-13Myc
sont détectées. De plus dans chacun des cas, une seconde bande révele une protéine dont le P.M. est proche de
celui de g0 Tlp-tag. Dans le cas de I'utilisation de la GST, une bande est observée a un P.M. correspondant a
celui du tag.




Résultats

L’expression du geéne 7lp et la synthése de la protéine correspondante pourraient
conférer a B. melitensis 16M la capacité d’interférer avec les voies de transduction du signal
déclenchées suite a sa reconnaissance par les 7LRs. La protéine Tlp permettrait ainsi de
moduler la réponse inflammatoire des cellules infectées par la bactérie.

Dans la suite de ce travail, nous avons tenté de mettre en évidence 1’expression de la
protéine Tlp et sa sécrétion par B. melitensis 16M. Par ailleurs, nous avons testé la virulence
d’une souche mutée pour 7/p avant de nous attacher a essayer de comprendre les mécanismes
d’action de cette protéine au sein de la cellule infectée.

B. Bmel1674, protéine hypothétique ou protéine exprimée ?

La protéine Tlp étant annotée comme protéine hypothétique, on a tout d’abord tenté de
mettre en évidence son expression. Pour ce faire, une fusion traductionnelle de son ORF a la
séquence codant un tag a été réalisée au locus génomique. L’ORF codant la protéine de fusion
Tlp-tag est donc sous le contréle du promoteur natif du gene.

L’expression de la protéine par B. melitensis 16M a, d’une part, été testée in vitro,
pour étre suivie au cours de différentes phases de croissance de la bactérie. D’autre part,
I’expression a été testée en condition d’infection cellulaire.

1. Validation et choix des tags.

Quatre tags et des anticorps monoclonaux dirigés contre ceux-ci sont disponibles au
laboratoire : les tags eGFP, 3HA, GST et 13 Myc.

Parmi ceux-ci, I’expression du tag rapporteur eGFP (enhanced Green Fluorescent
Protein) a été validée chez B. melitensis 16M, préalablement a ce travail (Hallez R., thése en
cours).

Dans ce mémoire, on a tenté de valider par western blot (cfr. Matériel et méthodes)
I’expression des trois autres tags en fusion de I’ORF 4, 77p portée par un vecteur réplicatif
chez B. melitensis 16M. Sur celui-ci, ’ORF de la protéine de fusion juelIp-tag est
surexprimée par le promoteur pLac. La construction des vecteurs utilisés lors de ce test est
résumée dans ’encadré Construction des plasmides destinés aux divers controles a la page 31.

Aucun signal n’est observé suite a 1’utilisation de I’anticorps anti-HA (Fig. 40). Par
contre, la protéine est détectée en fusion avec les tags GST et 13Myec. La taille des bandes
observées sera discutée plus longuement par la suite. D’emblée, on peut dire que deux
protéines dont les poids moléculaires sont compatibles avec celui de la fusion jongTlp-tag
d’une part et celui de la protéine ot Tlp-tag d’autre part, sont obtenues. On observe une
bande correspondant a la taille du tag GST. Celle-ci peut résulter soit d’une traduction
opéronique entre notre protéine d’intérét et le tag, soit d’un important clivage protéolytique de
la protéine de fusion 1ong TIp-GST libérant le tag. L absence de signal dans les puits controles
atteste la spécificité des anticorps.

Puisque les tags (excepté 3HA) sont fonctionnels chez B. melitensis 16M, et que le
signal détecté par 1’utilisation du tag GST est plus net, on a porté notre choix sur celui-ci et
sur le tag eGFP pour réaliser la construction souhaitée.

Pour obtenir une souche de B. melitensis 16M codant la protéine de fusion Tlp-GST
ou Tlp-eGFP sous le controle du promoteur natif, nous avons construit des plasmides non
réplicatifs chez Brucella portant ces ORFs.

2. Construction des vecteurs suicides Tlp-eGFP et Tip-GST chez B. melitensis.

Afin de cloner I’ORF de ¢por¢Tlp dans un vecteur non réplicatif et mobilisable chez
B.melitensis 16M qui permette une fusion en phase a la séquence de I’eGFP ou de la GST
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Figure 41. Schéma des réactions de recombinaison du systéme de clonage
GATEWAY™. La réaction BP permet de cloner un produit PCR d’intérét flanqué des
sites de recombinaison a#fB dans un vecteur donneur contenant les séquences de
recombinaison azfP. Ce clonage permet I’échange entre I’insert et la cassette
Gateway™ qui contient le géne toxique ccdB et le géne de résistance au
chloramphénicol. La recombinaison génére un vecteur d’entrée portant le produit PCR
entouré des sites arfL. La réaction est catalysée par le « mix BP clonase » contenant les
enzymes Int et [HF. La réaction LR permet le clonage de I’insert porté par le vecteur
d’entrée dans un vecteur de destination par recombinaison entre les sites atfL et atfR.
Le vecteur ainsi obtenu porte ’insert flanqué des sites a#zB. La réaction est catalysée
par le mix « LR clonase », contenant Int, IHF et Xis.




Résultats

(tags C-terminaux), nous avons utilisé¢ le systtme Gateway' " de clonage par recombinaison
(cfr. Matériel et méthodes). Celui-ci est brievement décrit a la figure 41. Le vecteur d’entrée
(pDONR201-BMEI1674) portant I’ORF de ¢hortTlp est disponible dans I’ORFéome’ de B.
melitensis 16M (Dricot et al., 2004).

Une réaction LR a été réalisée entre ce vecteur pDONR201-BMEI1674 d’entrée et,
soit le vecteur de destination pSKoriT-eGFP-bla-kan®, soit le vecteur de destination pSKoriT-
GST-cat. Ces deux vecteurs de destination portent la cassette Gateway'™ (constituée du géne
ccdB, toxique pour certaines souches d’E. coli et du géne car de résistance au
chloramphénicol) flanquée des sites de recombinaison a#fR1 et attR2. Directement en aval de
ce dernier, se trouve la séquence codant le tag, GST ou eGFP, selon le vecteur. La réaction
LR permet la fusion transcriptionnelle de I’ORF g, Tlp avec le tag, elle code alors une
protéine de fusion C-terminale.

Les produits de réaction LR (Fig.42) ont été transformés individuellement dans la
souche DH10B d’E.coli. En fonction du vecteur, les transformants ont été sélectionnés en
présence d’ampicilline ou de chloramphénicol. Une extraction d’ADN plasmidique a été
effectuée sur plusieurs candidats transformants et la présence de I’insert au sein des deux
types de plasmides récupérés a été validée par restriction diagnostique (résultats non montrés).

Les plasmides validés pSKoriT-sl,,,,,Tlp-eGFP-bla—kanR et pSKoriT-gpon ! Ip-GST-cat
ont été transformés individuellement dans la souche conjuguante S17 d’E. coli. La mise en
présence de B. melitensis 16M permet le transfert des plasmides individuels par conjugaison.
Les transformants B. melitensis 16M pSKoriT—s,,,,,,Tlp—eGFP—bla—kanR et B. melitensis 16M
pSKoriT-gpor I Ip-GST-cat  sont  sélectionnés sur kanamycine et chloramphénicol
respectivement.

3. TIp-eGFP et TIp-GST au locus génomique de B. melitensis 16 M.

Les vecteurs pSKoriT-gporllp-eGFP-amp-kan et pSKoriT-guonTlp-GST-cat ne
possédant pas d’origine de réplication fonctionnelle chez Brucella, les clones de B. melitensis
16M qui poussent sur milieu sélectif I’ont intégré dans leur génome par recombinaison entre
I’ORFg40rTlp que porte le plasmide et le géne 7lp de leur génome (Fig.43). L’intégration de
ces vecteurs duplique I’ORF 7/p. Cependant, seule I’ORF fusionnée a la séquence du tag se
trouve sous le controle du promoteur natif. Pour chacun des plasmides, I’intégration a été
validée par PCR sur lysat bactérien (cfr Matériel et méthodes). Cela consiste a réaliser une
PCR sur le surnageant d’une colonie bactérienne resuspendue dans un tampon isotonique,
apres centrifugation a haute vitesse.

Pour valider I’intégration des vecteurs, les PCR utilisent une amorce forward Aml
(Amontl) qui s’hybride 500pb en amont de I'ATG de png/lp et une amorce reverse
universelle s’hybridant sur le plasmide intégré. Les résultats sont présentés aux figures 44 et
45, ils confirment I’intégration pour les deux vecteurs utilisés.

On dispose des lors de deux souches de B. melitensis 16M codant une protéine de
fusion, 1’'une code la Tlp-eGFP, I’autre, la Tlp-GST. Dans ces souches, la séquence codant la
protéine de fusion est au locus génomique de 7I/p, sous le controle de son promoteur
authentique.

® Un ORFéome est la collection complete des ORFs correspondant a I’ensemble des protéines potentiellement
encodées au sein d’un organisme, clonées dans un vecteur. Pour B. melitensis 16M, cela représente environ 3200
ORFs clonées dans un vecteur d’entrée Gateway' . Une transformation de la souche DH10B d’E.coli est ensuite
réalisée pour chaque vecteur d’entrée pDONR201-ORF. Ces souches sont conservées a -80°C dans du LB-
glycérol 15%.
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Figure 43. Représentation
schématique de I’intégration de
PORF codant une protéine de
fusion Tlp-Tag au locus
génomique. L’ORF Tlp (en
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de son promoteur natif (fleche
noire) au locus génomique (en
trait noir). L’ORF de la protéine
de fusion g, 7lp-tag (en jaune et
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Résultats

4. Etude in vitro de I’expression de la protéine Tlp par western blot.

4.1. Extraits protéiques préparés.

La technique de western blot (cfr. Matériel et méthodes) a été utilisée pour détecter
I’expression de la protéine Tlp taguée chez B. melitensis 16M en culture in vitro. Les
différentes souches utilisées et les conditions d’extraction de leurs protéines sont résumées
dans le tableau suivant.

Souches de Bmei Transformation Tip Promoteur | culture Extraits
protéiques’
Wt - Tlp Natif 2 1h, 6h, 24h
Tlp-eGFP - Tlp-eGFP Natif 2YT-kan 24h
Wt | pMR-MCS10-short TIp-e GFP-cat short1Ip-eGFP pLac 2YT-cm -
Wit pPMR-MCS10-j0ng TIp-e GFP-cat tong 1 lp-eGFP pLac 2YT-cm -
TIp-GST - Tlp-GST Natif 2YT-cm 1h, 6h, 24h
Wt pBBR-MCSI- short TIp-GST-cat short 11p-GST pLac 2YT-cm 24h
Wt pBBR-MCSI- jong TIp-GST-cat tong 11p-GST pLac 2YT-cm 24h

Tableau 6. Conditions de réalisation du western blot. Souches de Bmei, souches de B. melitensis 16M a
partir desquelles les extraits protéiques ont été préparés , wt : souche sauvage ou wild type, Tlp-eGFP : souche
codant la protéine de fusion Tlp-eGFP (fusion C-terminale) sous le contréle du promoteur natif du géne 7lp ,
Tlp-GST : souche codant la protéine de fusion Tlp-GST (fusion C-terminale) sous le contréle du promoteur natif
du géne 7lp (Ces deux derniéres souches ont été décrites au point 2 et 3 ci dessus) ; Transformation, la souche
sauvage a été transformée ou non par un vecteur, pMR-MCS10 : plasmide réplicatif et a faible nombre de copies
chez Brucella , pPBBR-MCSI : plasmide réplicatif et a moyen nombre de copies chez Brucella ; Tlp, forme de la
protéine Tlp (éventuellement) exprimée par la souche ; Promoteur, promoteur contrdlant 1’expression du gene
Tlp , pLac : promoteur fort de I’opéron lactose chez E. coli, Natif : promoteur authentique du gene 7/p ; Culture,
condition de mise en culture liquide de la souche , cm: chloramphénicol , kan: kanamycine ; Extraits
protéiques, temps de culture de la souche apres lesquels les extraits protéiques ont été préparés. Les lignes
apparaissant en bleu concernent les souches qui nous permettront de tester l’expression de la protéine
hypothétique Tlp.

Les extraits protéiques préparés a partir des souches de B. melitensis 16M, qui
posseédent soit I’ORF 7Ip-GST, soit I’ORF Tlp-eGFP au locus génomique sous le contrdle du
promoteur natif, constituent les échantillons tests. L’extraction protéique a été réalisée pour
trois phases de croissance distinctes, la phase de latence (1 heure), la phase exponentielle (6
heures) et la phase stationnaire (24 heures). Cela permettra de mettre en évidence une
éventuelle induction de I’expression de la protéine Tlp au cours d’une phase donnée.

L’extrait protéique de la souche sauvage non transformée est utilisé comme contrdle
négatif, il permet de mettre en évidence un éventuel manque de spécificité de ’anticorps
utilisé.

Les extraits protéiques des diverses souches sauvages transformées individuellement
par un plasmide réplicatif portant I’ORF d’une protéine de fusion (snorellp-eGFP, 1ongllp-
eGFP, shorllp-GST ou jongTlp-eGFP) sous le contréle du promoteur constitutif pLac sont
destinés a mettre en évidence la taille de celles-ci. L’extraction protéique est réalisée lors de la
phase stationnaire de leur croissance. La construction de ces vecteurs est résumée dans

7 Pour des raisons techniques, 1’étude de I’expression utilisant la protéine taguée Tlp-eGFP n’a pu étre réalisée
qu’en phase stationnaire de croissance. Les plasmides pMR-MCS10-,, Tlp-eGFP-cat et pMR-MCS10-,,, Tlp-
eGFP-cat construits n’ont pu étre utilisé endéans le temps imparti.
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Figure 44. Validation de D’intégration du plasmide
pSKoriT- ;.. Tlp-eGFP-bla-kan dans le génome de B.
melitensis 16M par PCR sur lysat bactérien.

(a) Représentation schématique du fragment génomique a
amplifier et des primers utilisés.

(b) Electrophoreése en gel d’agarose montrant le produit
PCR correspondant a ’amplification du fragment entre les
deux amorces d’une taille de 2,3 kb.

M : marqueur de poids moléculaires (Hypperladder).

1 : controle négatif de PCR.
2 a5 : PCR réalisée sur des clones d’intérét de B.melitensis
16M.

Figure 45. Validation de Dlintégration du plasmide
pSKoriT-g,,Tlp-GST-cat dans le génome de
B.melitensis 16M par PCR sur lysat bactérien.

(a) Représentation schématique du fragment génomique a
amplifier et des primers utilisés.

(b) Electrophorese en gel d’agarose montrant le produit
PCR correspondant a I’amplification du fragment entre les
deux amorces d’une taille de 2,4 kb.

M : marqueur de poids moléculaires (Hypperladder)

1 et 2: PCR réalisée sur des clones d’intérét de
B.melitensis 16M.




Résultats

I’encadré Construction des plasmides destinés aux divers contréles ci-dessous. Celui-ci peut-
étre passé par le lecteur sans nuire a la compréhension de la suite du travail.

Construction des plasmides destinés aux divers controles.
Plusieurs plasmides réplicatifs chez Brucella ont été construits au cours de ce
mémoire pour servir de contrdle au test d’expression de la Tlp. Ces vecteurs ont tous été
obtenus en utilisant le systéme Gateway'™ de clonage par recombinaison. Leur
construction est résumée dans le tableau qui suit (tableau b). Le vecteur d’entrée
pDONR201-BMEI1674 qui porte I’ORF g0 Ilp est disponible dans I’ORFéome de
B.melitensis 16M. Le vecteur d’entrée pDONR201- 4,,,71p a été construit par réaction BP
(Fig. 7) entre I’ORF 4o Tlp flanquée des sites attB1 et attB2, issue d’une amplification
PCR sur I’ADN génomique de B. melitensis 16M (tableau a).

Vecteur donneur Produit PCR Produit de réaction BP Vecteur construit en vue de...
pDONR201 attB1- jong TIp-attB2 pDONR201- jong TIp Son utilisation lors des réactions
LR présentées dans le tableau b.

Tableau a. Réaction BP permettant d’obtenir le vecteur d’entrée pDONR201-,,,, Tlp.

Vecteur d’entrée Vecteur de destination | Produit de réaction LR Vecteur construit en vue de...

pDONR201- jong Tlp pBBR-MCSI-3HA-cat pBBR-MCSI- jong TIp-3HA-cat Tester I'expression du tag 3HA par
B.melitensis 16M.

pDONR201- jong Tlp pBBR-MCSI-GST-cat pBBR-MCSI- jong TIp-GST-cat Tester I'expression du tag GST par

B.melitensis 16M.

Mettre en évidence la taille de la
protéine de fusion ongTIp-GST
pDONR201- jong Tlp pBBR-MCSI-13Myc-cat pBBR-MCSI- jong TIp-13Myc-cat | Test de I'expression du tag 13Myc
par B.melitensis 16M.

pDONR201- jong Tlp PMR-MCS10-eGFP-cat | PMR-MCS10-0nq Tlp-eGFP-cat | Mettre en évidence la taille de la
protéine de fusion ong TIp-eGFP
pDONR201- short Tlp PMR-MCS10-eGFP-cat | PMR-MCS10- short TIp-eGFP-cat | Mettre en évidence la taille de la
protéine de fusion sport TIp-eGFP
pDONR201- shor TP pBBR-MCSI-GST-cat pBBR-MCSI- spon TIp-GS T-cat Mettre en évidence la taille de la
protéine de fusion short TIp-GST

Tableau b. Réactions LR réalisées en vue d’obtenir des plasmides nécessaires a la réalisation du test
d’expression de la Tlp.

4.2. Mise en évidence de I’expression de la Tilp par B. melitensis 16 M.

Le résultat est présenté a la figure 46. La surexpression de la protéine ghor¢I1p-GST
permet de la visualiser par western blot a une taille comprise entre 40 kDa et 50 kDa (Fig 46a).
Sa taille calculée est de 43,601 kDa, comme le propose le tableau 3 résumant les différentes
tailles de protéines potentiellement observables lors du test.

L’expression de la protéine jong T1p-GST sous le controle du promoteur constitutif fort
pLac confirme ce qui a été observé lors du test d’expression du tag (Fig. 40). Ainsi, une
protéine d’un poids moléculaire d’environ 52,2 kDa compatible avec celui de jongT1p-GST
(58,873 kDa) et une protéine de poids moléculaire proche de celui de ghorTlp-GST, sont
détectées (Fig. 46a). Dans les deux pistes "contrdle de taille", la bande intense observée aux
alentours de 29 kDa correspond au tag GST (27, 971 kDa).

Aucun signal n’est détecté dans les pistes correspondant aux extraits protéiques de la
souche 7lp-GST pour les différents temps de croissance, et ce, malgré un temps d’exposition
prolongé (Fig. 46¢). Afin de contrdler les extraits protéiques réalisés dans chaque condition et
leur chargement correct, la membrane du western blot a été sirippée et incubée en présence
d’un anticorps monoclonal anti-omp89 (outer membrane protein 89kDa) (Fig. 46b). La
protéine de 89 kDa est détectée en quantité plus ou moins équivalente dans chaque échantillon.
Ce résultat indiquerait I’absence d’expression de la protéine Tlp in vitro en quantité détectable.
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b. Résultat du western blot anti-omp 89 apres strippage de la membrane. Ce contréle met en évidence que I’absence de signal
en a n’est pas di a I’absence de protéines dans les échantillons chargés.

¢. Résultat du western blot anti-GFP réalisé sur les extraits protéiques de la souche sauvage (wt), de la souche 7lp-eGFP |
(Tlp-eGFP) et de la souche sauvage transformée par le plasmide réplicatif pBBR-MCSI- 4, Tlp-GST-cat (jong TIp-GST)
préparés a partir de cultures en phase stationnaire (24h). La piste ;,,, TIp-GST peut étre utilisée comme contréle de taille vu le
P.M