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Introduction

INTRODUCTION

La biomasse terrestre se compose majoritairement de microorganismes dont nombreux
sont pathogenes capables de coloniser et de tuer d’autres organismes. C’est pourquoi, trés tot
dans I’évolution des espeéces, un systeme s’est développé pour reconnaitre et éliminer les
dangers potentiels de I’environnement. Le systéme immunitaire permet ainsi de discriminer
les ¢léments appartenant a 1’organisme (soi), des ¢léments ¢Etrangers potentiellement
dangereux (non-soi). Les réponses immunitaires développées ont alors pour but d’éliminer le
pathogéne qui s’est introduit tout en veillant & conserver I’intégrit¢ de 1’organisme. Les
réactions mises en jeu sont complexes et font appel a de nombreux types cellulaires et
molécules controlés par de nombreuses boucles de régulation, limitant I’emballement du

systéme. Mais comment I’organisme parvient-il a détecter le danger ?

l. DETECTION DU DANGER
La notion de danger est trés importante en immunologie car il s’agit pour I’organisme
de détecter I’entrée d’un élément étranger mais surtout d’évaluer son potentiel pathogene

afin de déclencher des réponses appropriées.
1. RECONNAISSANCE DU NON-SOI
La définition du systéme immunitaire est de discriminer le soi du non-soi. En fait,

cette idée simple repose sur deux notions qui sont complexes a définir, a savoir soi et non-soi.

A. DISCRIMINATION SOI / NON-SOI : QUELQUES REFLEXIONS

Bien avant la découverte des molécules importantes dans la détection et la présentation
des antigénes, différentes théories concernant la discrimination soi / non-soi avaient été
émises. Encore aujourd’hui, cette idée divise la communauté scientifique. Cette théorie,
aujourd’hui bien étayée mais encore discutée par quelques travaux, implique trois stratégies
du systéme immunitaire : reconnaissance du soi, reconnaissance du non-soi et reconnaissance
simultanée des deux.

D’un point de vue évolutif, la premicre stratégie a avoir été mise en place était la
reconnaissance du non-soi grace aux mécanismes de I’immunité innée. Ces derniers sont
portés par des récepteurs codés par le génome qui reconnaissent des motifs moléculaires
associés aux pathogeénes hautement conservés. Sous la pression sélective imposée par les

microorganismes infectieux, le systéme immunitaire a di évoluer. A partir des vertébrés a

10
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machoire (gnathostomes), un deuxiéme systéme plus spécialisé s’est mis en place. Ainsi, s’est
développé le systéme adaptatif, porté par des récepteurs générés par des mécanismes
somatiques pendant 1’ontogénie de I’organisme. Ces derniers créent de fagon aléatoire un
répertoire de récepteurs aux antigénes, porté par les lymphocytes T et B permettant la
reconnaissance de tous les antigénes microbiens imaginables. Evidemment, 1’induction d’une
réponse immune n’est appropriée que si I’antigéne dérive d’un pathogéne. Ce systéme est
avantageux car il propose un répertoire plus flexible mais les cellules portant des récepteurs
ayant une affinité trop grande pour les molécules du soi doivent étre éliminées.

Ainsi, chez les vertébrés, la présence d’un systétme immunitaire inné et adaptatif
implique que la détection du non-soi est forcément couplée a une discrimination soi / non-soi.
Charles Janeway a beaucoup discuté cette notion dans ses différentes publications. Selon lui,
le systéme immunitaire comporte deux branches, une spécifique pour le non-soi infectieux
portée par I’'immunité innée et 1’autre spécifique pour tous les autres antigénes du non-soi via
le systéme adaptatif qui, par essence, est li¢ au soi, car sé¢lectionné et activé par des molécules
du soi. Selon sa théorie, la discrimination serait faite par le systéme immunitaire inné qui
activerait le systéme adaptatif uniquement lors de la présence d’un pathogene (Janeway, Jr.
2001).

Melvin Cohn, qui s’est également intéressé a cette notion de discrimination soi / non-
soi, donne moins de poids au systetme inné. Pour lui, il existe, avant toute réponse
immunitaire, deux phénoménes qu’il nomme « décision 1 » et « décision 2 ». Ainsi, il faut
tout d’abord éliminer toute cellule réactive vis-a-vis du soi (décision 1) pour ne garder que des
clones cellulaires dirigés contre le non-soi. Puis intervient la décision 2, a savoir la régulation
du type de réponse effectrice (médiation cellulaire ou humorale) .C’est donc la décision 1 qui
est a la base de la discrimination (Cohn 2005).

Ce phénomene est depuis longtemps discuté dans les revues d’immunologie. La notion
est acceptée mais la définition reste complexe en partie a cause de la difficulté a expliquer soi
et non-soi. Qu’est-ce que le soi ? Les réponses sont variées et sont loin de faire I’unanimité.
Certains définissent le soi comme quelque chose codé par le génome. D’autres y incluent tout
ce qui est sous la peau, y compris des structures codées par le génome d’organismes
commensaux. D’autres excluent les sites non accessibles par les lymphocytes (cerveau, cornée
par exemple). Ensuite, cette définition peut varier en fonction du type cellulaire auquel on
s’adresse. Ainsi, pour les lymphocytes T, le soi pourrait correspondre a I’ensemble des
peptides présentés par le complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH). Ce concept est

restreint par Waldmann qui suggere que le soi se limite aux peptides induisant une tolérance
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(Waldmann et al. 1988) et Zinkernagel qui suggere, lui, que le soi se résume aux molécules
portées par les cellules présentatrices d’antigéne (CPA) et de 1’épithélium thymique
(Zinkernagel et al. 1991). Mitchinson introduit une notion de quantité d’antigéne qui doit
dépasser un certain seuil pour étre pris en compte dans la reconnaissance du soi (Mitchison
1993). Ce ne sont que quelques exemples pour attester la difficulté de cette définition. De
plus, le systéeme a également une fonction de « nettoyage » des déchets comme les protéines
dénaturées, les cellules sénescentes ou encore les produits de nécrose qui sont considérés
comme non-soi pour le systéme immunitaire.

La notion de non-soi est également problématique. On pourrait le qualifier de tout ce
qui est étranger au corps. Cependant, certaines structures répondant a cette définition
n’induisent pas de réponses immunitaires, comme le silicone, des hapténes ou certains types
de nourriture. Nous en revenons donc a la théorie de Janeway qui explique que la présence
d’un pathogeéne, donc d’un danger, est nécessaire pour avoir une réaction immunitaire
efficace.

Une autre grande théorie, décrite par Polly Matzinger est venue s’opposer a la
discrimination soi / non-soi. Pour elle, le but premier du systéme immunitaire est de détecter
le danger sans besoin de reconnaissance du soi et non-soi (Matzinger 1994). La principale
différence entre les deux modéles réside dans I’initiation de la réponse immune. Dans le
modele soi / non-soi, ¢’est le fait qu’une particule soit étrangére a 1’organisme qui va induire
une réaction alors que dans le modele du danger, ce qui importe c’est le fait que cette entité
puisse causer ou non des dommages. Si la réponse est non et que les cellules environnantes ne
sont pas affectées, le systéme ne réagira pas. A partir du moment ou des dégats apparaissent,
la réaction immunitaire est initiée. Il importe peu que les dommages soient causés par le
pathogéne. Ce qui est essentiel, c’est I’envoi de «signaux de danger» par les tissus
endommagés (Matzinger 1998). Ce a quoi Janeway répond que ces signaux ne consistent
qu’en des molécules de costimulation et des cytokines induites par les pathogénes qui ont été
reconnus par le systéme immunitaire inné (Janeway, Jr. et al. 1996).

Si I’on suit la théorie de Janeway qui est la plus communément admise, on se rend
compte que le systéme immunitaire inné joue un trés grand role dans la détection du danger
symbolisé par les pathogenes. Quels sont les avantages d’un tel systéme, qui, aprés tout a été
le premier mis en place des les invertébrés et perdure encore aujourd’hui chez les organismes
dits « supérieurs » en collaborant avec le systetme adaptatif. En quoi ce systéme est-il si

performant qu’il a été conservé dans 1’évolution ?
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B. LES VERTUS DE L’IMMUNITE INNEE

Il est vrai que le systéme adaptatif posséde de nombreux avantages qui permettent de
faire face a 1’évolution des pathogenes et de ralentir I’échappement de ces derniers grace a un
répertoire infini de récepteurs. Cependant, le systéme inné est lui aussi trés performant
puisqu’il est capable de reconnaitre des constituants moléculaires invariants d’agents

infectieux (Figure 1).

Propriétés Systéme immunitaire inné Systéme immunitaire adaptatif
Récepteurs Fixés dans génome Codés par des segments géniques
Pas de réarrangement Réarrangement nécessaire
Distribution Non clonale Clonale
Reconnaissance Motifs moléculaires conservés Détails de structures moléculaires
(LPS, LTA, mannanes, glycanes) (protéines, peptides, carbohydrates)
Discrimination soi/non-soi Parfaite : sélectionnée par I'évolution Imparfaite : sélectionnée dans des
cellules somatiques individuelles
Temps d'action Activation immédiate des effecteurs Activation retardée des effecteurs
Réponse Molécules costimulatrices Expansion clonale ou anergie
Cytokines (IL-18, IL-6) IL-2
Chimiokines (IL-8) Cytokines effectrices (IL-4, IFN-y)

Figure 1 : Immunité innée et adaptative (d’aprés Charles Janeway, PNAS 2001)

Ces molécules sont pour la plupart essentielles a la survie des microbes et présentent
une tres faible variabilité dans le sens ou des mutations de ces structures pourraient étre 1étales
pour les pathogeénes. Par exemple, la structure générale du lipopolysaccharide (LPS) est
partagée par toutes les bactéries a Gram négatif. Ainsi, un récepteur capable de reconnaitre
une telle structure est capable de détecter toutes les bactéries a Gram négatif, ce qui somme
toute fait déja un nombre conséquent de microorganismes. Charles Janeway a nommé ces
structures PAMP (Pathogen-associated molecular patterns) pour structures moléculaires
associées aux pathogenes (Janeway, Jr. 1989). Grace a la reconnaissance de quelques
structures clés, I’organisme peut combattre a peu pres toutes les familles de microorganismes.
Ainsi, la détection du LPS et de 1’acide lipotéichoique, structures des bactéries a Gram négatif
et positif, des ARN double-brin, structures communes a différents groupes de virus et du
mannane, constituant conservé des levures, permet a 1’hdte de se prémunir contre tous ces
pathogenes. La panoplie de récepteurs chargés de reconnaitre ces PAMP a par la suite été
désignée sous le nom de PRR (Pathogen recognition receptors). Cette stratégie de 1’hote
permet de se protéger contre 1’échappement des mutants microbiens mais aussi de reconnaitre
un grand nombre de structures par une quantité limitée de récepteurs codés par le génome.

Un autre avantage de ce systeme est que les structures sélectionnées pour la

reconnaissance immune sont treés différentes des molécules du soi, ce qui permet d’éviter tout
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dommage aux cellules et tissus de 1’organisme. Grice a ce systéme, 1’organisme peut
¢galement distinguer le non-soi « inoffensif » du non-soi associé¢ au pathogene. Cette fonction
permet enfin d’éviter des réactions inapproprié¢es a des molécules de 1’environnement non
dangereuses. Le systéme inné est aussi capable de produire une réponse rapide a I’entrée d’un
pathogene. En effet, 1a ou le systéme adaptatif devient opérationnel au bout de quelques jours,
les mécanismes de I’immunité innée sont efficaces en quelques heures et, grace a la diffusion
de médiateurs moléculaires, permettent un recrutement rapide d’autres effecteurs sur le lieu de
I’infection.

Pendant longtemps, la recherche en immunologie s’est focalisée sur les bases
moléculaires et cellulaires des réponses immunitaires adaptatives. Trés peu de mécanismes
étaient décrits sur 'immunité innée. On connaissait son existence mais elle était plutdt
considérée comme une « relique » conservée par I’évolution pour contenir I’infection jusqu’a
I’induction de la « vraie » réponse immunitaire adaptative. La découverte des PRR a redonné
a ce systéme « archaique » une réelle fonction dans I’initiation des réactions immunitaires et

dans I’orientation des réponses du systeme adaptatif.

2. LES « PATHOGEN RECOGNITION RECEPTORS » A LA BASE DE L’IMMUNITE

INNEE
Depuis longtemps, 1’existence de ces récepteurs était soupconnée et la récente
découverte de ces molécules a montré que leur role était primordial dans les réponses

immunologiques.

A. EVOLUTION DES PRR DANS LES DIFFERENTS REGNES

Si I’on remonte ’échelle de I’évolution, on s’apercoit que ces récepteurs hautement
conservés étaient déja présents dans les systémes immunitaires primaires et notamment chez
les plantes. En effet, ces organismes ont également besoin de se défendre contre les
pathogenes de 1’environnement, d’autant plus a cause de leur immobilité. Lorsque I’on étudie
le génome des plantes, il est intéressant de noter qu’elles possedent des geénes dits de
« résistance » a une grande variété de pathogenes, tels des bactéries, virus, champignons,
nématodes ou insectes (Nurnberger et al. 2004, Jones et al. 2004). En réponse au pathogene,
différentes réactions sont mises en place comme la production de peptides antimicrobiens ou
une forme de mort cellulaire programmée appelée réponse d’hypersensibilité (Innes 2004).
Ainsi, dans le génome d’Arabidopsis thaliana, un des modéles pour I’étude génétique des

plantes, on considére qu’1% du génome code pour ces génes de résistance. Deux classes de
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récepteurs ont évolué. Les kinases RLK (receptor-like kinases) présentes dans la membrane,
comme le récepteur a la flagelline (FLS2), reconnaissent des motifs moléculaires associés aux
microbes de maniére analogue aux animaux (Gomez-Gomez et al. 2000). Un autre systéme
plus spécifique est apparu chez les plantes sous la forme de protéines R qui reconnaissent en
intracellulaire des protéines effectrices de pathogeénes (Meyers et al. 2002). Ces génes
possedent une structure particuliere avec des domaines riches en leucine (LRR) que 1’on
retrouve chez la plupart des PRR.

La découverte de récepteurs analogues chez la drosophile a permis une grande avancée
dans I’exploration de ces récepteurs. En effet, la description des voies activées par les
pathogenes chez cette mouche a notamment permis de cloner le premier récepteur Toll-like
(TLR) chez ’homme. Toll a été identifié a I’origine comme un récepteur transmembranaire
impliqué dans 1’établissement de la polarisation dorso-ventrale chez I’embryon (Hashimoto et
al. 1988). Avec la découverte du récepteur humain a I’IL-1 ayant une structure homologue a
Toll, il a été suggéré que ceux-ci pouvaient avoir des fonctions homologues. De plus, ils
étaient tous deux capables d’induire NF-«B via I’activation de kinases homologues (Belvin et
al. 1996, Anderson 2000). L’analyse des régions promotrices des genes codant pour les
peptides antimicrobiens ont montré 1’existence de séquences consensus comportant des
domaines de liaison de NF-«xB (Engstrom et al. 1993). Etant donné que ces peptides étaient
rapidement induits lors d’infections, ces observations ont suggéré que Toll pouvait étre
impliqué dans I’immunité de la drosophile. Ainsi, 1’étude du mutant déficient pour Toll a
confirmé que ce geéne était impliqué dans I'immunité anti-fongique (Lemaitre et al. 1996).
Ainsi, les voies de transduction induites en aval de Toll font intervenir un certain nombre de
kinases et de protéines adaptatrices conduisant a I’activation de NF-xB et a 1’induction du
gene de la drosomycine (Lemaitre et al. 1997). D’une fagon intéressante, I’immunité de la
drosophile bien qu’archaique est finalement assez spécifique du pathogene rencontré. En
effet, la réponse immunitaire est portée par une batterie de peptides antimicrobiens produits
par le corps gras, un organe analogue au foie des mammiferes. Ces peptides lysent les
microorganismes en formant des pores dans leurs membranes. Ainsi, la drosomycine est le
principal peptide anti-fongique, la diptéricine est plutdt active contre les bactéries a Gram
négatif et la défensine contre les bactéries a Gram positif (Hoffmann et al. 1999). Les
réponses induites lors d’une infection seront spécifiques du pathogeéne concerné et activeront
la voie correspondante. Ainsi, la mutation de Toll ou d’une autre protéine de sa voie de

signalisation résultera en une perte de I’induction de la drosomycine mais n’affectera pas la
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production de la diptéricine (Lemaitre et al. 1997). Par ailleurs, la voie Toll peut également
étre activée par une infection par des bactéries a Gram positif mais la reconnaissance des
PAMP intervient trés probablement en amont de Toll (Imler et al. 2000). La drosophile
comporte huit autres homologues de Toll, mais elle se défend contre les bactéries a Gram
négatif en activant une seconde voie, qui a été définie grace a I’étude du mutant imd (immune
deficient) (Lemaitre et al. 1995). Ces mutants montraient une hypersensibilité aux bactéries a
Gram négatif alors que leur immunité répondait bien aux infections fongiques et a Gram
positif. Toute une voie de signalisation a été¢ identifiée conduisant a 1’expression de la
diptéricine. Cependant, une des questions majeures concernant cette voie reste 1’identification
du ou des PRR controlant son activation. Toutes ces études sur la drosophile ont permis en
trés peu de temps une grande avancée des connaissances dans le domaine de I’immunité
innée, et notamment dans 1’étude des récepteurs Toll-like (TLR), dont le premier a été
identifi¢ peu de temps apres Toll. C’est alors que 1’étude de ces récepteurs dont I’existence
avait depuis longtemps été soupgonnée prit son envol. Ainsi, renaissait I’ére de I’immunité
innée longtemps laissée de coté au profit de I’adaptative grace a cette mouche. On assiste
depuis a une explosion dans le domaine avec des dizaines de publication par semaine sur les

TLR et leur implication dans les réponses y compris pathologiques (Figure 2).
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Figure 2 : Evolution de la recherche sur les récepteurs Toll-like (TLRs). Abbréviations : DC, cellules
dendritiques ; LAF, lymphocyte-activating factor; TIRAP, Toll-IL-1 receptor domain-containing
adaptor protein. D’aprés Luke A.J. O’Neill, Trends in Immunology 2004.
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Depuis, on recherche ces récepteurs dans de nombreuses especes d’intérét. Ainsi, le
moustique Anopheles gambiae en comporte dix. L’oursin de mer quant a lui aurait plus de
340 membres de la famille Toll participant & I’'immunité. D’autres études ont identifié ces
récepteurs chez le poisson zebre, des bovins, des ovins, différentes espeéces d’oiseaux et bien
sir I’homme et la souris, modeéles d’étude privilégiés qui, eux, ne comportent qu’une dizaine
de récepteurs Toll. Cependant, quelque soit I’espéce considérée, la structure générale de ces
molécules a été hautement conservée par I’évolution montrant encore une fois leur rdle

essentiel dans les réponses immunitaires.

B. LES PRR DES MAMMIFERES

Cependant, les TLR ne sont qu’une classe de PRR. D’autres molécules a la structure
hautement conservée jouent un role dans la reconnaissance de ces pathogeénes. Avant d’entrer
dans le monde des TLR, arrétons-nous pour faire un petit tour d’horizon de toutes ces autres
molécules.

Plusieurs classifications des PRR existent mais j’ai choisi de présenter une
organisation essentiellement basée sur leur structure et la présence de domaines conservés
particuliers. Le point commun de ces récepteurs est de partager un domaine riche en leucine
(LRR) qui est impliqué dans la reconnaissance des déterminants pathogéniques. Ainsi, la
plupart des études s’accordent a classer ces récepteurs en trois groupes :

_les PRR a domaine CARD (Caspase Recruitment Domain)

_les PRR a domaine PYRIN

_les PRR a domaine TIR (Toll-IL-1 Related Domain)

En plus de leur structure particuliére, ces trois groupes se différencient également par leur
localisation subcellulaire. Ainsi, les récepteurs a domaine CARD et PYRIN sont présents dans
le cytoplasme alors que les PRR & domaine TIR sont plutdt dans la membrane des cellules ou

des endosomes (Werts et al. 2006) (Figure 3).
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Figure 3: Représentation schématique des récepteurs de I’immunité innée et des protéines
adaptatrices comportant des domaines CARD, PYRIN et TIR. Abbréviations : CARD, Caspase
recruitment domain ; LRR, Leucine rich repeat; TIR, Toll-IL-1 related domain; TM, domaine
transmembrainaire ; DD, Death domain. D’aprés C. Werts et al. Cell death and differentiation 2006.

a) Les PRR a domaine CARD

Depuis la découverte des TLR, les connaissances en immunité innée ont beaucoup
progressé et d’autres récepteurs détectant les pathogenes ont été découverts. Cette premicre
famille comporte deux sous-groupes de récepteurs. Tout d’abord, les protéines cytosoliques
Nodl et Nod2 qui partagent le domaine CARD avec d’autres membres de la famille NACHT-
LRR comme NAIP, CIITA, HET-E et TP-1. Puis, plus récemment, les hélicases RIG-I et
Mda-5 dont I’activation conduit a la production des IFN de type I impliqués dans

I’élimination des virus.

@ Les protéines Nod
Les premiers récepteurs cytosoliques reconnaissant des PAMP découverts étaient les
protéines Nodl et Nod2 de la famille NACHT-LRR. Ces molécules sont constituées d’un
domaine CARD pour Nodl et de deux pour Nod2 en N-terminal impliqué dans la

signalisation, une région NACHT permettant la liaison de nucléotides et I’oligomérisation et
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un domaine LRR en C-terminal reconnaissant les ligands (Kufer et al. 2005). Ces molécules
reconnaissent une structure conservée de la paroi bactérienne qu’est le peptidoglycane (PG).
A T’origine, ce composé avait été décrit en tant qu’agoniste TLR2, mais il s’est avéré que le
véritable agoniste de ce récepteur était un contaminant des préparations biologiques, 1’acide
lipotéicoique (Travassos et al. 2004). En fait, les vrais récepteurs du PG sont les protéines
Nod (Girardin et al. 2003b, Girardin et al. 2003a, Inohara et al. 2003, Chamaillard et al.
2003). Cependant, cette question reste controversée.

La structure du PG est complexe. Il s’agit d’un polymeére de chaines de carbohydrates
alternées de N-acétylglucosamine et d’acide N-acétylmuramique reliées par des petits
peptides. La nature de ces derniers apporte la variabilité entre les différents peptidoglycanes.
En fait, les protéines Nod détectent des monomeéres muramiques relargués par le
peptidoglycane. Ainsi, Nod2 reconnait le MDP (muramyl dipeptide) des bactéries a Gram
positif et négatif, le plus petit motif commun a tous les PG (Girardin et al. 2003b, Inohara et
al. 2003). Nod1, quant a lui est plus spécifique et ne reconnait qu’un type de PG comportant
de I’acide meso-diaminopimélique (DAP), porté par la majorité des bactéries a Gram négatif
(Girardin et al. 2003a).

Les molécules Nod ont été montrées comme jouant un rdle dans la défense de I’hote
en réponse a différents pathogénes. Ainsi, Nodl est impliqué dans I’immunité contre Shigella
flexneri (Girardin et al. 2001), Escherichia coli entéroinvasive (Kim et al. 2004a),
Pseudomonas aeruginosa (Travassos et al. 2005), Chlamydia pneumoniae (Opitz et al. 2005)
et Helicobacter pylori (Viala et al. 2004). Nod2 est impliqué dans la défense contre
Streptococcus pneumoniae (Opitz et al. 2004) et Mycobacteria (Ferwerda et al. 2005).

Apreés la reconnaissance du pathogéne, des voies de signalisation sont activées
conduisant a ’induction de NF-xB, de JNK et a la production de cytokines inflammatoires.
N’ayant pas d’activité enzymatique intrinséque, ces récepteurs vont utiliser des adaptateurs
qui comportent ¢galement des domaines CARD. La reconnaissance du ligand induit ’homo-
oligomérisation de la molécule Nod via le domaine NACHT permettant ensuite le recrutement
par le domaine CARD de I’adaptateur RIP-2 (RICK/CARDIAK) et I’activation de NF-kB
(Kobayashi et al. 2002). Nodl et Nod2 ont également été montrés pour interagir avec le
domaine CARD de la caspase-9 en augmentant 1’apoptose induite par cette derniere (Inohara
et al. 1999). Nodl interagit aussi avec la procaspase-1 augmentant ainsi son oligomérisation et
son activation qui permet la maturation et la sécrétion de I’IL-1 (Yoo et al. 2002). Les voies
de signalisation en aval de Nod sont actuellement a 1’étude et de nombreuses molécules

intervenant commencent a étre connues.
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L’importance de ces protéines a ét¢ montrée par leur implication dans différents
syndromes chez 1’homme. Ainsi, des mutations de Nod2 ont été associées a différents
désordres granulomateux inflammatoires séveres tels la maladie de Crohn, le syndrome de
Blau et la sarcoidose. L’association Nod2-maladie de Crohn est de loin la plus connue et la
plus étudiée. Ainsi, trois mutations majeures ont été identifiées dans la région LRR de Nod2
(R702W, G908R et L1007fsinsC) (Hugot et al. 2001). Cependant, ces mutations n’ont été
associées qu’a un risque accru de maladie du greffon contre 1’hote et de complications suite a
la greffe allogénique de cellules souches. Des mutations dans le domaine central NACHT de
Nod2 ont été associées au syndrome de Blau et a la sarcoidose (Miceli-Richard et al. 2001).

Un polymorphisme de Nodl a été reli¢ a une prédisposition génétique a I’IBD
(inflammatory bowel disease), a I’asthme et a I’eczéma atopique (McGovern et al. 2005, Hysi

et al. 2005, Weidinger et al. 2005).

@ lpaf

C’est un autre membre de la famille NACHT-LRR qui posséde la méme structure que
Nodl. 11 est principalement exprimé dans les cellules myéloides. Avec la protéine adaptatrice
ASC (apoptosis-associated speck-like) comportant également un domaine CARD, il a été
associé a la régulation de la caspase-1 dans I’inflammasome permettant la maturation de la
pro-IL-1P en IL-1 B. Il est essentiel pour 1’activation de la caspase-1 en réponse a I’infection
de macrophages par Salmonella typhimurium (Mariathasan et al. 2004). Cependant son ligand
reste & ce jour inconnu.

Peu d’¢éléments sont connus sur les voies de signalisation en aval d’Ipaf mais on sait
qu’il interagit avec le domaine CARD de la procaspase-1 permettant la maturation de la pro-
IL-1.

® Hélicases

Les virus sont reconnus par les cellules immunitaires via la structure de leurs
protéines, leur ADN faiblement méthylé et leurs ARN simple ou double-brin (respectivement
ARNsb et ARNdb). L’ARNdb est un PAMP trés important car il est la preuve de la
réplication intracellulaire de nombreux virus. Le premier récepteur intracellulaire cloné
reconnaissant ces ARN ¢tait le PKR (dsRNA-dependent serine threonine protein kinase)
impliqué dans le controle de la réplication virale par inhibition de la transcription chez I’héte.
Puis vint TLR3 mais nous y reviendrons plus tard. Ces deux types de réponses conduisent a
une production massive d’IFN de type 1. C’est en étudiant cette production, qu’une équipe a

propos¢ I’existence d’une nouvelle voie inductrice d’IFN qui n’était ni TLR, ni PKR-
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dépendante (Diebold et al. 2003). Suite a ces travaux, de nouvelles molécules intervenant
dans ces réponses ont ¢té clonées.

Il s’agit des hélicases RIG-I (retinoic acid-inducible gene I) et mda-5 (melanoma
differentiation-associated gene 5) aussi connue sous le nom d’Helicard (Yoneyama et al.
2004, Kang et al. 2004). Chaque protéine comporte deux copies de CARD et un domaine
hélicase qui reconnait les ARNdb et régule la transduction du signal d’une maniére
dépendante de ’ATP (Kang et al. 2004). RIG-I, Mda-5 et LPG2, un autre membre de cette
famille mais sans domaine CARD, sont des protéines cytosoliques inductibles par I’IFN-
B (Yoneyama et al. 2005). Le role de RIG-I a ét¢é démontré en utilisant des cellules
fibroblastiques embryonnaires murines déficientes pour cette molécule qui ne répondaient
plus aux virus a ARN, tels les virus de la stomatite vésiculaire, de Newcastle et Sendai (Kato
et al. 2005). Mda-5 a ¢été initialement identifi¢ comme une molécule ayant des propriétés
suppressives de la croissance des mélanomes et potentiellement impliquée dans 1’apoptose
(Kang et al. 2004). 11 a ensuite été découvert que mda-5 se liait a la protéine V des
paramyxovirus comme le Sendai et que cette interaction provoquait I’inhibition de la
production d’IFN-B (Yoneyama et al. 2005, Andrejeva et al. 2004). Ces actions sont bien sir
régulées notamment par LPG2 qui agit comme un régulateur négatif en séquestrant les
ARNdb, empéchant ainsi leur interaction avec RIG-I ou mda-5 (Rothenfusser et al. 2005).

L’activation de RIG-I et de mda-5 par les ARNdb conduit a I’activation de NF-kB et
d’IRF3 (IFN-responding factor 3), facteur de transcription permettant I’induction des IFN de
type I. Comme pour tous ces PRR, RIG-I ne déroge pas a la reégle de la nécessité d’avoir des
adaptateurs pour activer les voies de signalisation. Ainsi, IPS-1 (IFN- promotor stimulator-1)
(Kawai et al. 2005), également appelé MAVS (mitochondrial antiviral signaling protein) (Seth
et al. 2005), CARDIF (Meylan et al. 2005) ou VISA (virus-induced signaling adaptator) joue
ce role (Xu et al. 2005). La surexpression de cet adaptateur induit la production d’IFN de type
I via IRF3, IRF7 et NF-kB. Les voies de signalisation en aval commencent a étre bien décrites

et font intervenir de nombreuses protéines.

b) Les PRR a domaine PYRIN

Le premier membre de cette famille a avoir été identifié était la Pyrine, molécule dont
le géne est muté dans les familles atteintes par la fievre méditerranéenne congénitale,
syndrome autoinflammatoire héréditaire (Hoffman et al. 2001). Une équipe a généré une

souris exprimant une pyrine tronquée mais avec son domaine PYRIN intact. D’une maniére
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intéressante, ces souris se sont révélées étre hypersensibles au choc endotoxique et leurs
macrophages produisaient de fortes quantités d’IL-1J3 en réponse au LPS. Ainsi, les auteurs
ont identifi¢ la pyrine comme étant un inhibiteur de la voie caspase-1/IL-1f (Chae et al.
2003).

Les molécules Nalp, aussi connues sous le nom de Pypafs appartiennent a cette famille
et comportent un domaine PYRIN en N-terminal et une région NACHT centrale flanquée
d’un domaine LRR en C-terminal. Le génome humain comporte 14 Nalps qui partagent la
méme structure sauf Nalpl qui possede également un domaine CARD en C-terminal. Ces
molécules sont cytosoliques et, a cause de leur structure similaire a Nodl1/Nod2, ont été
classées dans la famille NACHT-LRR, ou NLR. Pour la plupart d’entre elles, leur fonction
reste inconnue. Seuls Nalp6 (Pypaf5) et Nalp12 (Pypaf7 ou Monarch-1) ont été montrés pour
activer NF-kB (Grenier et al. 2002, Wang et al. 2002a). Nalpl est capable d’induire
I’activation de la caspase-1 et -5 en collaboration avec la protéine adaptatrice ASC (Martinon
et al. 2002). Il semblerait que les Nalp soient des régulateurs clés de 1’activation de la caspase
1 qui régule le relargage de I’IL-1p, cytokine importante dans les processi inflammatoires.

Le rdle crucial des Nalp dans I’inflammation a été souligné par 1’identification de
mutations de Nalp3 dans le domaine NACHT associées au développement de désordres
inflammatoires séveéres comme le syndrome Muckle-Wells, le FCAS (familial cold
autoinflammatory syndrome) et la maladie infantile neurologique, cutanée et articulaire

(Neven et al. 2004).

Le troisieme groupe de PRR dans notre classification correspond aux récepteurs a
domaine TIR dont les TLR font partie et qui feront 1’objet du prochain chapitre. Cependant,
d’autres molécules non classiquement reconnues parmi les PRR jouent également un role

dans la reconnaissance des pathogenes.

¢) Les récepteurs non PRR

Toutes ces précédentes molécules jouaient un role dans la détection des pathogenes
mais ce signal va souvent étre relayé par d’autres récepteurs présents majoritairement a la
surface des cellules présentatrices d’antigéne qui sont également impliqués dans les phases
d’internalisation et de présentation antigénique.

C’est pourquoi, un groupe a récemment proposé une nouvelle classification des PRR

beaucoup plus large que celle indiquée précédemment en prenant en compte leur réle dans la
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présentation antigénique et I’immunité des cellules T (Padovan et al. 2007). En effet, les PRR
sont portés par les cellules présentatrices d’antigéne (CPA) et au cours d’une réponse
immune, c’est leur activation qui conditionne 1’internalisation des antigénes, leur apprétement
et leur présentation aux lymphocytes T. Ainsi, ils proposent trois groupes de PRR :
_ Les PRR «opsoniques » impliqués dans 1’opsonisation des cellules ou
produits microbiens qui facilite leur phagocytose et leur destruction. Ce sont
des récepteurs solubles sécrétés dans le sérum et dans les fluides entourant les
tissus. Les collectines et les pentraxines appartiennent a cette famille qui initie
la réponse antimicrobienne et inflammatoire et peut influencer les réponses T
(Garlanda et al. 2002, Ogden et al. 2001).
_ Les PRR « phagocytiques » impliqués dans I’internalisation des microbes et
de produits microbiens isolés. Il s’agit de protéines liées a la membrane
comprenant les lectines de type C, les intégrines et les récepteurs Scavenger.
_ Les PRR « instructeurs » apportant un signal a la CPA qui régule sa capacité
a déclencher des réponses cellulaires T. Cette famille comporte les TLR et les
NACHT-LRR.

Voici quelques exemples de récepteurs reconnaissant des structures de pathogenes.

@ Les récepteurs aux lectines de type C (CLR)

Ces récepteurs reconnaissent des structures spécifiques de sucres sur les antigénes du
soi ou sur les composés de la paroi des pathogenes. Leur principale fonction est d’internaliser
les antigénes en vue de les dégrader dans les lysosomes afin de les présenter (Figdor et al.
2002). De nombreux CLR sont exprimés par les DC dérivées de monocytes immatures
comme le récepteur au mannose (MR), DEC-205, DC-SIGN, BDCA-2, Dectin-1, DCIR,
DCAL-1, C-LEC et DC-ASGPR (Figdor et al. 2002). Par contre, peu d’entre eux ont été
identifiés sur les DC du sang ou les cellules de Langerhans. Leur expression est vraiment
fonction de la sous-population cellulaire et de leur localisation. Cependant, ils sont fortement
exprimés par les DC immatures ayant une forte capacité d’internalisation et d’apprétement
antigénique et leur expression décroit avec la maturation.

La reconnaissance du ligand se fait par un domaine CRD (carbohydrate recognition
domain) (Weis et al. 1998). En fonction de la séquence d’acides aminés, ce domaine lie le
mannose, le galactose ou le fucose. Plusieurs CLR ont été décrits comme étant capables de
lier des pathogenes. Ainsi, DC-SIGN a été impliqué dans la reconnaissance d’une lectine de

type C de I’enveloppe du VIH-1 (Curtis et al. 1992, Geijtenbeek et al. 2000). Puis, il a été
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démontré que ce récepteur reconnaissait VIH-1, VIH-2, I’équivalent simien (SIV) mais aussi
le virus Ebola, le cytomégalovirus, le virus de I’hépatite C et le virus de la Dengue (Lee et al.
2001, Navarro-Sanchez et al. 2003, Gardner et al. 2003, Simmons et al. 2003, Halary et al.
2002). En fait, DC-SIGN reconnait des glycoprotéines de 1’enveloppe virale qui contiennent
de nombreux sucres. D’autres pathogénes non viraux interagissent également avec DC-SIGN.
Ainsi, Helicobacter pylori et Klebsiella pneumoniae se lient a DC-SIGN (Appelmelk et al.
2003) mais également Mycobacterium tuberculosis, Leishmania amastigotes, Schistosoma
mansoni et Candida albicans (Maeda et al. 2003, Colmenares et al. 2002, Cambi et al. 2003).

@ Les récepteurs Scavenger

Le récepteur Scavenger (SR-A I/II) a initialement été identifi¢é comme un récepteur
pour les lipoprotéines modifiées de faible densité, les LDL acétylés mais aussi le lipide A
(Krieger 1997). Il comporte un domaine riche en cystéine (SRCR) qui serait responsable de la
liaison du ligand. Il est présent a la surface des macrophages et de certaines sous-populations
de DC. Le récepteur MARCO, quant a lui est porté par les cellules dendritiques et les
macrophages et se lie a une grande variété de bactéries a Gram positif et négatif (Kraal et al.
2000). Le CD36 est exprimé par les monocytes, macrophages, plaquettes et certains
endothéliums et reconnait les LDL oxydés et les cellules apoptotiques.

Un récepteur particuliérement intéressant appartenant a cette famille est le CD14. 1l a
été montré comme intervenant dans la signalisation du LPS en lien avec TLR4. Il s’agit d’une
molécule de surface ancrée a la membrane par un glycolipide phosphatidylinositol (GPI). Ce
type de protéine serait plutot localisé dans des domaines enrichis en cholestérol (lipid rafts)
des membranes cellulaires. Cette propriété lui confére certaines fonctions biologiques
importantes. Le CD14 est majoritairement exprimé par les cellules du lignage myéloide
incluant les monocytes, macrophages et granulocytes. Il a été identifi¢ en tant que récepteur
au LPS car la présence d’un anticorps anti-CD14 inhibait la liaison du complexe LPS-LBP
(LPS-binding protein) aux macrophages (Wright et al. 1990). Par ailleurs, 1’expression du
CD14 par des cellules CD14-négatives les rendaient sensibles au LPS (Lee et al. 1992). Au fil
du temps, d’autres ligands furent identifiés pour CDI14, tels 1’acide lipotéicoique, le
peptidoglycane et les cellules apoptotiques. Etant donné que CDI14 ne comporte pas de
domaine transmembranaire mais seulement une ancre GPI, des molécules accessoires sont
nécessaires pour la transduction du signal. Ainsi, TLR4 et TLR2 ont été identifiés comme
corécepteurs de CD14 pour certains ligands microbiens (Triantafilou et al. 2002). Le domaine

extracellulaire du CD14 contient des domaines LRR et la portion N-terminale est importante

24



Introduction

pour la liaison au LPS et I’interaction avec des récepteurs accessoires (Ferrero et al. 1990,
Juan et al. 1995). Une forme soluble de ce récepteur (sCD14) a originellement ét¢ décrite dans
des monocytes sous le nom d’antigéne MY-4 (Bazil et al. 1986). Cette forme est trés
importante car elle permet une signalisation du LPS en I’absence de forme membranaire. De
plus, il a ét¢ montré que le TNF-a et le LPS induisaient le relargage de sCD14 alors que I’IL-
4 et I'IFN-y I’inhibaient. Chez les patients avec choc septique, la quantité de sCD14 sérique

est augmentée et a été corrélée avec la mortalité (Landmann et al. 1995).

Voici quelques exemples de récepteurs impliqués dans la détection de pathogene.
Cependant, les cellules présentatrices de 1’antigéne comportent des dizaines de molécules
semblables qui ont toutes au moins été décrites pour reconnaitre tel ou tel microbe. Ainsi, lors
de I’introduction d’un pathogeéne, le systéme immunitaire déploie une batterie de molécules
chargées de reconnaitre, de marquer et d’internaliser des antigénes appartenant a ce
microorganisme. C’est pourquoi, ces récepteurs sont souvent localisés au méme endroit
permettant une coopération pour détruire le pathogéne. Bien que trés intéressantes, ces
interactions sont complexes et leur mise en ceuvre est souvent fonction du type de microbe.
Ainsi, dans la suite de ce chapitre, nous nous focaliserons sur le premier signal qui est la
reconnaissance d’une ou plusieurs structures pathogenes, par les récepteurs Toll-like qui sont

maitres en la matiere.

3. LESRECEPTEURS TOLL-LIKE (TLR)
L’immunobiologie des TLR est actuellement un des domaines de recherche les plus «
a la mode » en immunologie. La description des TLR a fait I’objet de nombreuses études au
cours des derniéres années. Il en ressort qu’ils sont désormais considérés comme des
régulateurs clés assurant un lien entre immunité innée et adaptative. Treize TLR ont pour
I’instant ét¢ identifiés chez les mammiféres dont dix sont exprimés chez I’homme. Leur
découverte est liée, comme je le précisais dans un chapitre antérieur, a celle du récepteur Toll

chez la drosophile, d’ou leur nom.

A. QUELQUES RECEPTEURS, DE MULTIPLES AGONISTES, UNE DETECTION

EFFICACE
Bien que I’homme ne posséde qu’une dizaine de TLR, ces derniers sont trés
performants et reconnaissent des microorganismes de toute origine : bactérienne, virale,

fongique. De nombreux agonistes des TLR, a la fois endogénes et exogenes, ont été identifiés
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au cours des dernieres années. Ces molécules proviennent de microbes mais pour certains,
plusieurs structures synthétiques ont pu €tre décrites comme agonistes. L’avantage de ces
derni¢res est qu’elles peuvent avoir un pouvoir immunogene sans nécessairement étre

déléteres pour I’hote comme peut 1’étre un pathogene.

a) Un domaine de reconnaissance conserve

Comme les autres PRR, les TLR présentent une structure particuliére trés conservée
par 1’évolution en lien avec leur fonction. Il s’agit de glycoprotéines de type I intégrées a la
membrane avec un domaine extracellulaire LRR et un domaine cytoplasmique TIR. Le
domaine extracellulaire interagit avec la structure microbienne et induit I’oligomérisation des
récepteurs. Les domaines TIR, quant a eux participent au recrutement de molécules
adaptatrices qui initient la signalisation.

Les domaines extracellulaires des TLR comportent 19 a 25 motifs LRR. La
cristallisation de ce domaine pour le récepteur TLR3 a révélé une structure solénoide en
forme de fer a cheval (Choe et al. 2005). Les auteurs de ce travail ont été surpris d’apprendre
que la liaison de I’agoniste ne se faisait pas dans la partie concave du fer a cheval car la
majeure partie de ce domaine était recouverte de carbohydrates. Il semblerait donc que le seul
endroit pour l’interaction récepteur-ligand ou récepteur-corécepteur soit situé¢ sur une des
faces du récepteur dépourvu de glycosylation. Cette structure serait commune a tous les TLR

(Figure 4).
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Figure 4 : Architecture du domaine extracellulaire de TLR3. La région N-terminale est colorée en
bleu, les 23 LRR en vert et la région C-terminale en rose. Les N-acétylglucosamines sont représentés
en version éclatée attachées par leurs résidus Asn respectifs. (A) Vue de c6té de TLR3 avec la face
convexe orientée vers 1’arriére et la concave vers 1’avant. (B) Rotation de 45° par rapport a A. (C)
Sites fonctionnels potentiels a la surface de TLR3 (en vert) avec la position des sucres de type
oligomannose (en jaune). D’aprés Choe et al. Science 2005.

La donnée manquante reste la cocristallisation du récepteur et de son agoniste.
Cependant, il n’existe que peu de cas ou il y a liaison directe de 1’agoniste a son récepteur.
C’est pourquoi, souvent, on ne nomme pas ces structures ligands des TLR. En effet, par
définition, le mot « ligand » implique une interaction directe, or tout ce que nous savons de
ces structures, c’est qu’elles activent les TLR en induisant une signalisation et que lorsque ces
derniers sont absents, le signal est interrompu. C’est pourquoi le terme d’agoniste reste pour
le moment plus approprié. Dans de nombreux cas, la présence de corécepteurs est essentielle a
I’induction d’une réponse, en faisant un lien entre la molécule microbienne et le récepteur.
Ainsi, dans le cas de TLR4, la molécule MD?2 interagit directement avec le LPS et transduit le
signal par des mécanismes encore peu ¢lucidés a TLR4 (Saitoh et al. 2004). Par contre, TLRS

lie directement la flagelline via un domaine particulier de cette derniére (Smith et al. 2003).
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De la méme fagon, TLR9 interagit directement avec son ligand, les oligonucléotides CpG

(Cornelie et al. 2004).

b) Une large gamme d’agonistes

En effet, les agonistes des TLR s’averent étre d’une nature trés variée, mais les

structures reconnues sont des éléments microbiens fortement conservés par 1’évolution qui

n’existent pas parmi les molécules du soi (Figure 5).

Nom Localisation Ligand Origine Agonistes synthétiques
TLR2 Surface cellulaire, Osp-A® Borrelia burgdorferi P3CSK,
phagosomes,
appareil de Golgi
19K, LAM, LprG, PIM Mycobacterium tuberculosis N.d.
19K, 33K Mycobacterium leprae P;CSGGTQ, P3sCLPAWK
OmpA Klebsiella pneumoniae N.d
PGN polymérique, LTA Staphylococcus aureus N.d
Pneumolysine Streptococcus pneumoniae N.d.
Moduline Staphylococcus epidermis N.d.
MALP-2° Mycoplasma fermentans, Mycoplasma P,CGNNDESNISFKEK
pneumoniae
LAMPs*®? Mycoplasma pneumoniae N.d.
ancres GPI, GPLs Treponema maltophilum, Trypanosoma N.d.
cruzi, Plasmodium falciparum
Lipopolysaccharide, Lipide A Pseudomonas aeruginosa, N.d.
Chlamydia trachomatis,
Leptospira interrogans, Bacteroides
fragilis, Legionella pneumophila,
Rhizobium spp.
Porin B Neisseria meningitidis N.d.
HSP60, HP-NAP Mammiféres, Escherichia coli, N.d.
Mycobacterium tuberculosis,
Helicobacter pylori
LerV Yersinia spp. VLEELVQLVKDKKIDISIK
Hemagglutinine virus de la rougeole N.d.
N.d. HSV-1 N.d.
TLR3 Intracellulaire N.d. N.d. Poly (1:C), Poly(1)
TLR4 Surface cellulaire, Lipopolysaccharide, Lipide A Escherichia coli, Salmonella minnesota, MPL, AGPs, ER-112022
phagosomes, Neisseria meningitidis, Yersinia pestis
appareil de Golgi
HSP60 Chlamydia pneumoniae, Helicobacter pylc N.d.
protéine F RSV N.d.
Env MMTV N.d.
Défensine-[, HA, HSP60, HS, Mammiféres N.d.
HSP70, Gp9s6,
TypelllFA, fibrinogéne
Taxol Taxus brevifolia N.d.
TLRS Surface cellulaire Flagelline Salmonella typhimirium N.d.
TLR7 Intracellulaire ARNSsb riche en U°, snRNP Virus de la stomatite vésiculaire, R-848, Loxoribine,
virus de la grippe, HIV-1 SM360320, Bropirimine, 3M-012
TLR8® Intracellulaire ARNSsb riche en U°, snRNP Virus de la stomatite vésiculaire, R-848, Imiquimod, 3M-002, 3M012
virus de la grippe, HIV-1
TLRO Réticulum ADN Mammiféres, HSV-2, MCMV ODN CpG
endoplasmique
Hemozoine Plasmodium falciparum N.d.
TLR10“ Inconnu N.d. N.d. N.d.
TLR11° Inconnu N.d. Escherichia coli uropathogéene N.d.
Protéine type profiline Toxoplasma gondii N.d.

Figure 5 : Agonistes des TLR. Abbréviations : AGP, aminoalkyl glucosaminide 4-phosphatase ; GPI,
glycosylphopshatidylinositol ; GPLs, glycoinositolphospholipids ; HA, hyaluronan; HS, heparan
sulfate ; HSP, heat shock protein ; LAM, lipoarabinomannan ; LcrV, low calcium response protein V ;
MLP, monophosphoryl lipid A ; ODN, oligodeoxynucleotides ; OmpA, outer membrane protein A ;
OspA, outer surface protein A ; P,sX, di/tri-palmitoyl-S-glycerylcysteine ; PGN, peptidoglycan ; n.d.,
non défini ; PIM, mannosylated phosphatidylinositol ; poly(I :C), poly(inosinic :polycytidylic) acid ;
R-848, resiquimod ; dsRNA, double-stranded RNA ; ssRNA, single-stranded RNA ; snRNPs, small
nuclear ribonucleoproteins ; TypellIFA, type III repeat extra domain A of fibronectin.

* Requiert un hétérodimére TLR1-TLR2. * Requiert un hétérodimére TLR2-TLR6. ¢ Agoniste pour
TLR7 murin et TLR8 humain seulement. ¢ Non fonctionnel chez la souris. ¢ Non fonctionnel chez
I’homme. D’apres Padovan et al. Trends in immunology 2007.
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@ TLR4 a I’origine de la recherche sur les TLR des mammiferes

En 1998, suite a la découverte du role de Toll dans I’immunité chez la drosophile, le
récepteur TLR4 fut cloné. Deux souches de souris (C3H/HeJ et C57BL10/ScCr) étaient
connues depuis longtemps comme ne répondant pas au lipopolysaccharide (LPS). Deux
groupes indépendants cherchant les génes responsables de ce manque de sensibilité ont mis en
évidence dans ces deux lignées des mutations du geéne codant pour TLR4 (Poltorak et al.
1998, Qureshi et al. 1999). La lignée C3H/Hel possédait une mutation ponctuelle dans la
région intracellulaire de TLR4 conduisant a la substitution d’une proline en histidine et
provoquant un défaut dans la signalisation du récepteur (Hoshino et al. 1999). Par contre, la
deuxiéme souche C57BL10/ScCr possédait une mutation non-sens conduisant a un codon stop
précoce et a une protéine tronquée. De la méme fagon, des souris déficientes pour TLR4
générées par recombinaison homologue sont venues confirmer que TLR4 ¢tait bien le
récepteur du LPS (Hoshino et al. 1999). Cependant, la reconnaissance du LPS nécessite
d’autres molécules accessoires. Ainsi, il se lie a la LPS-binding protein (LBP), présente dans
le sérum et ce complexe LPS-LBP est ensuite reconnu par le CDI14, préférentiellement
exprimé par les monocytes/macrophages et les neutrophiles. Le CD14 se rapproche ensuite
physiquement de TLR4, suggérant une interaction avec ce dernier et une signalisation en
réponse au LPS (Jiang et al. 2000, da Silva et al. 2001). La liaison directe TLR4-LPS n’est
absolument pas attestée. Dans ce complexe de protéines, MD-2 a été identifiée comme se liant
avec la portion extracellulaire de TLR4 en augmentant la sensibilit¢ au LPS (Shimazu et al.
1999, Akashi et al. 2000). En fait, MD-2 s’associe dés le réticulum endoplasmique avec TLR4
et ce complexe est ensuite transporté vers la membrane (Visintin et al. 2001). D’ailleurs MD-
2 est essentiel a export de TLR4 a la membrane (Nagai et al. 2002). TLR4 est un récepteur
essentiel pour le LPS, cependant, différentes études ont reporté que ce dernier pouvait étre
reconnu indépendamment de TLR4, notamment par d’autres PRR.

TLR4 a par la suite été¢ associé¢ a d’autres agonistes comme le taxol provenant de
Taxus brevifolia ayant des activités anti-tumorales chez I’homme. L’action anti-mitotique de
ce dernier est due a sa capacité a lier et a stabiliser les microtubules, empéchant ainsi la
division cellulaire. Le taxol possede des activités immunostimulatrices similaires a celles du
LPS chez la souris mais pas chez ’homme (Byrd-Leifer et al. 2001). Depuis, de nombreux
autres agonistes ont été identifiés comme des protéines virales.

TLR4 reste donc le premier récepteur a avoir été identifié et I’un des plus étudié¢ car lié

a la reconnaissance des endotoxines, composants majeurs des bactéries a Gram négatif. Mais
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d’autres récepteurs ont par la suite été découverts et sont venus compléter la gamme de

reconnaissance.

@ La reconnaissance de protéines ou de sucres microbiens

Parmi les récepteurs reconnaissant des motifs de pathogenes, TLR2 est la molécule
reconnaissant le plus grand nombre de structures. Cette liste inclut entre autres le
peptidoglycane (Takeuchi et al. 1999a, Schwandner et al. 1999), des lipoprotéines
bactériennes (Aliprantis et al. 1999, Brightbill et al. 1999, Takeuchi et al. 2000a), une protéine
de la membrane de Klebsiella pneumoniae (OmpA ou P40) (Jeannin et al. 2002), des LPS non
« classiques » de Porphyromonas gingivitis (Hirschfeld et al. 2001) et Leptospira interrogans
(Werts et al. 2001), des lipides GPI de Trypanosoma cruzi (Campos et al. 2001) et le
zymosan, compos¢ de la paroi des levures (Underhill et al. 1999).

Une des explications pour la large gamme de molécules reconnues est que TLR2
s’hétérodimérise avec les récepteurs TLR1 ou TLR6 (Ozinsky et al. 2000, Takeuchi et al.
2001). Le role de TLR6 a été analysé en introduisant une forme dominant négatif dans la
lignée macrophagique RAW264.7. Le peptidoglycane et la moduline sécrétée par
Staphylococcus aureus sont des agonistes de TLR2 qui induisent la production de TNF-a par
cette lignée qui est supprimée lors de la présence de dominants négatifs de TLR6 (Hajjar et al.
2001, Ozinsky et al. 2000). TLR2 et 6 co-immunoprécipitent, suggérant une interaction
physique a la membrane (Ozinsky et al. 2000). L’analyse de souris déficientes pour TLR6 a
montré une coopération avec TLR2 pour la reconnaissance des lipoprotéines bactériennes
(Takeuchi et al. 2001). Ainsi, les lipoprotéines comportant un résidu cystéine en N-terminal
diacétylé, comme le MALP-2 sont reconnues par le couple TLR2/TLR6. Par contre, TLR1 est
spécialisé dans la détection des lipoprotéines triacétylées (Takeuchi et al. 2002).

TLRS est également impliqué dans la reconnaissance de protéines microbiennes mais
un seul ligand a ét¢ identifié¢ jusqu’a présent. Ainsi, les cellules ovariennes de hamster chinois
exprimant la forme humaine de TLRS ont été montrées sensibles aux surnageants de culture
de Listeria monocytogenes. La purification des ces surnageants a donné licu a I’identification
de la flagelline, une sous-unité protéique du flagelle bactérien, comme agoniste de ce
récepteur (Hayashi et al. 2001). Cette structure est trés conservée aux extrémités N- et C-
terminales qui forment un domaine hydrophobe reconnu par TLRS (Eaves-Pyles et al. 2001).

TLRI11 a récemment été¢ décrit comme détectant une protéine analogue a la profiline
provenant de Toxoplasma gondii (Yarovinsky et al. 2005). Cette protéine fait partic d’une

famille de molécules se liant a 1’actine qui joue un role dans sa polymérisation. La profiline
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est également présente chez des protozoaires, dont I’agent de la malaria. Il pourrait étre
intéressant de voir si ce récepteur peut reconnaitre d’autres parasites. Cependant, ce dernier
n’est présent que chez la souris et non chez ’homme. Il a également été associ¢ a la
reconnaissance d’Escherichia coli uropathogénes bien que 1’agoniste demeure encore
inconnu. En effet, les souris déficientes pour TLR11 sont trés sensibles aux infections rénales
induites par ces bactéries (Zhang et al. 2004). La relevance physiologique de ce phénoméne
demeure inconnue, cependant ’absence de TLR11 chez I’homme pourrait favoriser les

infections avec les E. coli uropathogénes.

® La reconnaissance des acides nucléiques

Ces récepteurs sont particuliers parmi les TLR car ils reconnaissent des acides
nucléiques a la fois bactériens et viraux. Ils se différencient également des autres TLR par leur
localisation subcellulaire. A I’inverse des autres récepteurs qui sont plutdt exprimés a la
membrane plasmique, ceux-ci sont intracellulaires, a la membrane des endosomes,
reconnaissant des agonistes présents dans la cellule. Cette localisation est en rapport avec leur
fonction car les acides nucléiques sont rarement présents libres dans le milieu extracellulaire
mais sont souvent compartimentés et relargués lors de la prise du pathogene pendant la
phagocytose.

Ainsi, TLR3 a été associé¢ a la reconnaissance du Poly(I :C), analogue structural des
ARN double-brins (ARNdb) viraux (Alexopoulou et al. 2001). Cependant, ’activation de
TLR3 par des ARNdb non synthétiques n’a pas encore été attestée. Récemment, le Poly(I) a
¢galement été identifi¢ comme agoniste de TLR3. Les ARNdb sont produits par de nombreux
virus en réplication (Marshall-Clarke et al. 2007). Ce sont de puissants inducteurs des IFN de
type I (a et B) qui possedent de nombreux effets physiologiques a la fois anti-viraux et
immunostimulateurs.

Si on continue dans la reconnaissance virale, TLR7 et TLR8 reconnaissent les ARN
simple-brins (ARNsb). Ils présentent une structure similaire mais TLR8 n’est pas fonctionnel
chez la souris. Ces récepteurs ont d’abord été décrits pour détecter des composés synthétiques
antiviraux de la famille des imidazoquinolines, tels le resiquimod (R848) et I’imiquimod
(Hemmi et al. 2002). Il a récemment été montré que TLR7 et 8 reconnaissaient également les
ARNSsb riches en guanosine et uridine provenant du virus VIH-1 (Heil et al. 2004). Ils
répondent également aux virus de la Dengue et de la grippe (Wang et al. 2006, Diebold et al.

2004). Cependant, chez I’homme, TLR8 serait plutét impliqué dans la reconnaissance des
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agonistes synthétiques. Ces récepteurs feront I’objet d’une analyse plus approfondie lors d’un
chapitre ultérieur.

Enfin, dernier membre de ces détecteurs d’acides nucléiques, TLR9 a été impliqué
dans la reconnaissance des séquences d’ADN riches en CpG non méthylés (Hemmi et al.
2000). Ces structures sont essentiellement présentes dans I’ADN bactérien car I’ADN des
mammiferes est fortement méthylé, d’ou une discrimination efficace entre ces deux régnes.
Les oligonucléotides synthétiques riches en séquences CpG sont également de bons
activateurs des cellules immunitaires. Ils permettent 1’induction d’IL-12 par les cellules
dendritiques et le développement de réponses de type Thl (Wagner 1999). 11 a également été
associ¢ a la reconnaissance du MCMYV et au HSV (herpes simplex virus), trés probablement
via la détection des séquences CpG non méthylées (Krug et al. 2004). Par ailleurs, TLR9
répond également a 1’haemozoine de Plasmodium falciparum (Coban et al. 2005) tres

certainement via une liaison a I’ADN associé a cette protéine (Parroche et al. 2007).

@ La détection des ligands endogénes

Les TLR sont spécialisés dans la reconnaissance des structures pathogenes, et sont
donc capables de « sentir le danger ». Cependant, certains d’entre eux détectent également des
agonistes endogeénes non pathogeénes. Ainsi, une étude a montré que TLR2 et TLR4 peuvent
induire une réponse inflammatoire en réaction a un composé de la matrice extracellulaire,
I’acide hyaluronique, qui était connu pour activer les DC via TLR4 (Jiang et al. 2005,
Termeer et al. 2002). Ce polymeére de sucres est hydrolysé par des hyaluronases au cours de
lésions, générant des fragments proinflammatoires. D’autres composés de la matrice
extracellulaire comme la fibronectine et 1’héparane sulfate qui sont produits lors de Iésions
tissulaires sont reconnus par TLR4. Ainsi, I’extra domaine A de la fibronectine a montré des
activités immuno-stimulatrices similaires a celles du LPS (Okamura et al. 2001). Par ailleurs,
des fragments d’héparane sulfate sont capables d’induire la maturation des DC par TLR4. Ce
récepteur serait donc impliqué dans différents aspects de la réponse inflammatoire en
reconnaissant des ligands endogenes produits pendant 1’inflammation méme en [’absence
d’infection. Cependant, tous ces agonistes n’activent les TLR qu’a forte concentration
contrastant ainsi avec les faibles doses de LPS suffisantes pour I’induction d’une réponse.

Par ailleurs, TLR4 est impliqué dans la reconnaissance des protéines de choc
thermique HSP60 et HSP70 (Ohashi et al. 2000, Vabulas et al. 2001, Dybdahl et al. 2002).
HSP60 est une molécule chaperonne trés conservée que ’on retrouve a la fois chez les

bactéries et les mammiferes. Elle serait relarguée par les cellules nécrotiques pendant les
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Iésions tissulaires ou la lyse des cellules infectées par des virus. La signification
physiologique de la reconnaissance de HSP60 par les TLR n’est pas encore bien comprise,
mais la réponse inflammatoire induite par les cellules en nécrose, potentiellement portée par
les HSP ou d’autres agonistes libérés par ces cellules mourantes, pourrait avoir un role dans le
remodelage tissulaire et la guérison des blessures (Li et al. 2001).

Ceci rejoint néanmoins la théorie du danger de Polly Matzinger selon laquelle, ce n’est
pas le pathogéne qui est directement détecté mais les dommages qui peuvent étre liés a sa
présence (Matzinger 1998). Ainsi, la fonction de ces agonistes produits lors de 1ésions
tissulaires potentiellement provoquées par des pathogénes pourrait étre d’avertir le systéme

immunitaire d’un danger.

® Plusieurs génes, des fonctions similaires

Au cours de cet exposé, nous avons pu nous rendre compte que certains TLR sont
proches au niveau des molécules reconnues et parfois coopérent dans cette fonction. Les
similarités de fonctionnement entre certains récepteurs pourraient étre expliquées par une
structure et une localisation chromosomique particuliere. En effet, cette derniere a été
déterminée pour les TLR humains. Ainsi, TLR1 et TLR6 sont trés proches en 4pl4, TLR2,
TLR3, TLR4 et TLRS sont localisés respectivement en 4q32, 4q35, 9932-33 et 1q33.3 (Rock
et al. 1998, Takeuchi et al. 1999b). Par contre TLR7 et TLRS8 sont localisés en tandem dans
Xp22 alors que TLRY se place en 3p21.3 (Chuang et al. 2000, Du et al. 2000). Une
comparaison de leur séquence d’acides aminés révele que cette famille peut étre divisée en
cinqg sous-groupes :

_la famille TLR2 constituée de TLR2, TLR1, TLR6 et TLR10. Ainsi TLRI1 et

TLR6 sont treés similaires avec 69,3% d’homologie dans leur séquence totale et
90% dans leur domaine TIR (Takeuchi et al. 1999b). Etant donné que TLR1 et
TLR6 ont des structures génomiques similaires, constituées d’un seul exon et
localisées en tandem sur le méme chromosome, ils sont probablement le fruit
d’une duplication intervenue a un moment donné de 1’évolution. Par contre,
TLR2 possede deux exons mais les s€quences codantes ne sont contenues que
dans I’exon 2.

_la famille TLR9 composée de TLR7, TLRS et TLR9. Tous ces récepteurs

sont codés par deux exons. Les génes de TLR7 et TLRS8 présentent 42,3%

d’homologie et 72,7% dans leur séquence d’acides aminés. Ils présentent des
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structures génomiques similaires et sont tous deux localisés sur le chromosome
X (Chuang et al. 2000, Du et al. 2000).

_la famille TLR4 composée du gene de TLR4 avec quatre exons

_ la famille TLRS comportant le géne de TLRS avec cinq exons

_ la famille TLR3. Ce geéne a une structure unique parmi les TLR car il est

constitué¢ de 5 exons avec une séquence codante qui s’étend des exons 2 a 5.
Ces trois dernicres familles contrastent avec les autres génes qui ne sont codés que par
un ou deux exons. Ces familles de récepteurs se retrouvent également dans leur localisation et

leur signalisation.

B. UNE REPONSE SPECIFIQUE A L’ AGONISTE

A T’inverse de certains récepteurs de facteurs de croissance qui possedent une activité
enzymatique intrinseque, les TLR doivent recruter des protéines adaptatrices qui servent de

pont pour activer les protéines kinases en aval.

a) Dix récepteurs, cing adaptateurs

Nous avons vu que les récepteurs TLR sont transmembranaires avec une extrémité N-
terminale riche en leucine impliquée dans la reconnaissance des structures pathogéniques. La
partie cytoplasmique C-terminale est dédiée a 1’activation des voies de signalisation. Elle est
caractérisée par un domaine de forte homologie a celui du récepteur de I’IL-1 qui a ainsi été
nommé TIR pour « Toll-IL-1 related » (O'Neill 2000). C’est par ce domaine que les TLR

recrutent les premiéres protéines des voies de signalisation que 1’on nomme adaptateurs.

@ Initiation du signal

Aprées la reconnaissance, il est communément admis que les TLR nécessitent une
dimérisation induite par leurs agonistes pour établir une signalisation intracellulaire (Weber et
al. 2005). Ce phénomene a d’ailleurs été bien décrit chez la drosophile. Il a également été
suggéré que la liaison des ARNdb au domaine extracellulaire de TLR3 induit la
multimérisation du récepteur (Bell et al. 2005, Choe et al. 2005). Des contacts entre les
domaines intra et extracellulaires sont impliqués dans la dimérisation du récepteur (Cusson-
Hermance et al. 2005). 11 a été suggéré que les TLR existent également sous la forme de
diméres non fonctionnels en 1’absence d’agonistes et que leur activation induit des
changements conformationnels qui permettent une stabilisation du dimeére (Gay et al. 2006).

Ainsi, la reconnaissance de I’agoniste conduit également a un changement dans Ia
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conformation des domaines intracellulaires, créant ainsi un site de recrutement des

adaptateurs a domaine TIR (Gay et al. 2007) (Figure 6).

Dimérisation induite par le ligand
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Figure 6 : Modéle de dimérisation de TLR3. La reconnaissance des ARNdb pourrait induire des
changements conformationnels a partir d’un dimére préexistant et transmettre le signal. D’aprés Choe
et al. Science 2005.

@ Le domaine TIR a I’interface entre reconnaissance et signalisation

Ce domaine comporte environ 200 résidus avec trois grandes régions conservées,
nommeées boite 1, 2 et 3 (O'Neill 2000). Des études de mutagénése dirigée ont montré que les
boites 1 et 2 sont essentielles pour la signalisation mais que la boite 3 serait néanmoins
importante mais pas essentielle (Slack et al. 2000). Les informations concernant la structure
de ce domaine TIR sont limitées et seules ont été réalisées les cristallisations de ces domaines
dans TLRI1 et 2. L’¢tude de ces domaines et ’observation de la conservation de leurs
séquences (en général 20 a 30%) suggerent des différences structurales significatives qui
pourraient expliquer la spécificité dans la transduction du signal (Xu et al. 2000).

Le domaine TIR est d’une importance cruciale dans la signalisation TLR, il sert de
pont pour recruter tous les partenaires nécessaires a la réponse. Ainsi, trois types
d’interactions TIR-TIR peuvent étre identifiées dans le signal TLR : récepteur-récepteur,

récepteur-adaptateur, adaptateur-autres protéines.

® Les adaptateurs, premiers maillons de la chaine
Le premier adaptateur MyDS88 (myeloid differentiation primary-response gene 88) a
été découvert en 1990 comme protéine induite pendant la différentiation terminale des
précurseurs myéloides M1D" en réponse a I’IL-6. La partie « MyD » correspond a « Myeloid
differenciation » et « 88 » au numéro du géne dans la liste de ceux induits (Lord et al. 1990).

Elle a par la suite été impliquée dans la signalisation du récepteur a I’IL-1 puis dans le signal
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TLR (Hultmark 1994, Wesche et al. 1997, Medzhitov et al. 1998). L’étude des souris
déficientes pour cette protéine a montré une perte de sensibilité aux agonistes de TLR2,
TLR4, TLRS, TLR7 et TLRY (Kawai et al. 1999, Takeuchi et al. 2000b). Cette protéine est
aussi commune aux voies de signalisation de I’IL-18 (Adachi et al. 1998).

MyD88 comporte un domaine TIR en C-terminal et un domaine de mort (DD) en N-
terminal séparé¢ par un domaine intermédiaire (ID) (Janssens et al. 2002). Il est recruté a la

portion cytoplasmique des TLR et interagit avec les kinases de la voie de signalisation via son

motif DD (Figure 7).
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Figure 7 : Représentation schématique des domaines protéiques des adaptateurs a domaine TIR.
MyD88 (myeloid differentiation primary-response gene 88) posséde un domaine TIR, une région
intermédiaire (ID) et un domaine de mort (DD). MAL (MyD88-adaptor-like protein) contient un motif
de liaison au PIP2 (phosphatidylinositol-4,5-biphosphate), des tyrosines (Y) phosphorylées par la
tyrosine kinase de Bruton aux positions 86 et 187, un acide aspartique (D) a la position 198 qui est un
site de clivage pour la caspase-1, un résidu sérine (S) en 180 et un site putatif (T6BM) de liaison a
TRAF6 (tumour-necrosis-factor-receptor-associated factor 6). TRIF (TIR-domain-containing adaptor
protein inducing IFNfB) posséde un motif d’interaction homotypique (RHIM) avec RIP (receptor-
interacting protein) et un TOBM. TRAM (TRIF-related adaptor molecule) est myristoylé dans sa partie
amino-terminale et une phosphorylation par la protéine kinase Ce (PKCe) sur un résidu sérine en
position 16. SARM (sterile a- and armadillo-motif-containing protein) comporte deux motifs SAM
(sterile o -motif). D’aprés O’Neill et al. Nat Rev Immunol 2007.

Le deuxiéme adaptateur a avoir été¢ découvert fut MAL (MyD88-adaptor-like protein)
(Horng et al. 2001, Fitzgerald et al. 2001). Il est requis pour la signalisation de TLR2 et TLR4

36



Introduction

et sert de pont pour recruter MyD88 (Yamamoto et al. 2002). Il posséde un domaine de
liaison en N-terminal du PtdIns (4,5)P, (phosphatidylinositol-4,5-biphosphate) qui permet le
recrutement de MAL a la membrane plasmique et en particulier sur des microdomaines de
TLR4 qui contiennent ce composé (Kagan et al. 2006). MyD88 ne se lierait pas directement a
TLR4 mais par I’intermédiaire de MAL via leurs domaines TIR respectifs. Cependant, des
données récentes ont indiqué que MAL pourrait induire un signal indépendamment de
MyD88. En effet, il posseéde un domaine de recrutement de TRAF6 qui participe a la cascade
de signalisation et une tyrosine phosphorylée cible de la kinase de Bruton qui joue un role
dans le signal TLR2 et TLR4 (Mansell et al. 2004, Gray et al. 2006).

Le troisiéme adaptateur TRIF (TIR-domain-containing adaptor protein inducing IFNp)
a été décrit comme contrélant une voie indépendante de MyD88 en aval de TLR4 et comme
¢tant 1’adaptateur exclusif de TLR3. Il fut identifi¢ en paralléle par deux groupes, un par
criblage des protéines contenant des domaines TIR mais aussi grace a un criblage en double-
hybride chez la levure (Yamamoto et al. 2002, Oshiumi et al. 2003). Une étude ultérieure par
mutagénése aléatoire a fourni un mutant Lps2 qui a confirmé le role de TRIF (Hoebe et al.
2003).

Le quatrieme adaptateur fut TRAM (TRIF-related adaptor molecule) (Oshiumi et al.
2003). Celui-ci a été identifié par bioinformatique, suivi d’une combinaison d’études de
surexpression, d’analyses de mutants dominant-négatif et d’interactions avec TRIF ainsi que
des travaux sur des cellules déficientes en TRAM. Il fut montré qu’il était exclusif de TLR4.
I1 interagit avec TRIF mais son role semble étre plus important au sens ou la signalisation du
LPS est beaucoup plus affectée dans des cellules déficientes pour TRAM que pour TRIF.
Ainsi, a I’inverse de MAL, TRAM ne serait pas qu’un simple adaptateur pour le recrutement
de TRIF mais jouerait un réel role dans la signalisation de TLR4. En effet, la partic N-
terminale de TRAM comporte une myristoylation constitutive requise pour ’association a la
membrane (Rowe et al. 2006). La mutation de celle-ci conduit a une perte de la capacité de
signalisation. Par ailleurs, cette derniére dépend également de la phosphorylation de¢ TRAM
sur la sérine 16 par la PKCe (McGettrick et al. 20006).

Enfin, SARM (sterile o- and armadillo-motif-containing protein) est le dernier
adaptateur de cette famille. Il a, a ’origine, été identifié par homologie a une protéine de
Drosophila melanogaster comportant deux motifs SAM (sterile a-motifs) et des répétitions
HEAT/Armadillo (Mink et al. 2001). Cette protéine comporte ¢galement un homologue chez

Caenorhabditis elegans et c’est grace a lui que le réle immunologique de celle-ci a été révélé
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(Couillault et al. 2004). Cependant, cet adaptateur joue plutot un role négatif dans I’activation
des facteurs de transcription. En effet, il a ét¢ montré un rdéle inhibiteur spécifique de la
signalisation en aval de TRIF qui résulterait d’une interaction directe entre ce dernier et
SARM. Ainsi, le traitement de cellules par du LPS conduit & une augmentation du niveau de

SARM permettant une régulation négative de la signalisation via TRIF.

b) Du récepteur a ’activation des genes

Suite a la reconnaissance du ligand, la dimérisation des récepteurs entraine un
rapprochement des domaines TIR cytoplasmiques et un recrutement des adaptateurs au
complexe de signalisation. MyD88 étant le principal adaptateur, les voies de signalisation ont
souvent été classées en deux groupes : dépendantes de MyDS88 et indépendantes de MyD8S.
En réalité, la plupart des récepteurs s’associent a MyD88 mais pas lorsqu’ils recrutent TRIF,
donc on pourrait plutot parler de voies dépendantes de MyD88 ou dépendantes de TRIF. La
signalisation TLR conduit au final a I’activation de trois grands facteurs de transcription : NF-
kB, IRF (IFN-responding factor) et AP-1. Chaque récepteur en association avec un ou deux
adaptateurs induit spécifiquement un facteur de transcription. Ainsi, TLR1, 2, 5 et 6 induisent
essentiellement NF-kB et AP-1 via MyD88 et MAL alors que TLR4, 7, 8 et 9 peuvent,
notamment par I’intermédiaire de TRIF activer les membres de la famille des IRF et par
MyD88 NF-xkB et AP-1. TLR3 est un peu particulier car il peut activer IRF et NF-«B
uniquement via TRIF (Figure 8).
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Figure 8 : Les trois grandes voies de signalisation. (a) La voie dépendante de MyD88 est utilisée par
tous les TLR a I’exception de TLR3. (b) La voie dépendante de TRIF est utilisée par TLR3 et TLR4
en liant TRAM a la membrane. (c) La voie alternative a MyDS88 se déroule chez les cellules
dendritiques plasmacytoides. D’aprés Watters et al. Immunol Cell Biol 2007

@ Voies en aval de MyD88

MyD88 est recruté a la portion cytoplasmique du TLR par son domaine TIR et
interagit avec IRAK1 et IRAK4 par son domaine DD. Une fois IRAK4 activé, il phosphoryle
et active IRAKI qui interagit par la suite avec TRAF-6 (TNFR-associated factor-6)
provoquant son oligomérisation et son activation (Qian et al. 2001, Deng et al. 2000). C’est
une ubiquitine ligase E3 qui fonctionne avec I’enzyme UbC13 et la protéine Uevla pour
catalyser la synthése des chaines de polyubiquitine sur les protéines cibles dont TRAF6 elle-
méme (Deng et al. 2000). TRAF6 ubiquitinylé recrute alors TAB2 et active la kinase associée
a TAB2, TAKI1 (Takaesu et al. 2000). Cette derni¢re active alors le complexe IKK qui
phosphoryle IkB conduisant a son ubiquitination puis a sa dégradation par le protéasome.
Cette action libeére NF-kB qui est alors libre de migrer dans le noyau et d’initier la

transcription génique (Wang et al. 2001b). TAK-1 est aussi responsable de 1’activation de
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MKKG6 qui phosphoryle les kinases JNK et p38 conduisant a la libération du facteur de
transcription AP-1 (Wang et al. 2001b).

MyD88 participe également a I’activation de différents membres de la famille des IRF.
Ainsi, notamment en aval de TLR7, 8 et 9, MyD88 est nécessaire a 1’activation d’IRF7. Ces
trois récepteurs ont un profil d’expression un peu particulier et sont trés présents chez une
population particuliére de cellules, les dendritiques plasmacytoides. Au final, IRF7 induit la
production d’IFNa (Kawai et al. 2004). Suite a la reconnaissance du ligand par TLR7, 8 et 9,
IRF7 est recruté au complexe comportant MyD88, TRAF6, IRAK4 et IRAK1 (Kawai et al.
2004). La phosphorylation d’IRF7 par IRAKI est essentielle pour activer la transcription,
IRAK4 ne jouant un role que dans la phosphorylation d’IRAK1 (Uematsu et al. 2005). Par
ailleurs MyD88 peut ¢également activer IRF5 et induire la production de cytokines
proinflammatoires (Takaoka et al. 2005). Récemment, IRF1 a également été montré comme
activable par MyD88 ce qui permet sa translocation nucléaire et I’induction des geénes de
I’IFN-, la NO synthase inductible et I'IL-12p35 (Negishi et al. 2006).

L’adaptateur MAL a été décrit comme s’associant a8 MyDS88 dans les voies de
signalisation de TLR2 et TLR4 et joue un role de plate-forme recrutant MyD88 pour activer
NF-kB et les MAP kinases conduisant a la production de TNF et d’IL-6 (Horng et al. 2002,
Yamamoto et al. 2003).

@ Voies en aval de TRIF

Cet adaptateur a été décrit pour I’instant dans les voies de signalisation en aval de
TLR3 et de TLR4. Il est d’ailleurs le seul recruté par TLR3. II est capable d’activer IRF3 et
NF-kB et de conduire a la production d’IFN-f et de cytokines proinflammatoires (Yamamoto
et al. 2003). Il active IRF3 via TBK1 (TANK (TRAF family member-associated NF-xB
activator)-binding kinase 1) qui s’associe a sa partie N-terminale. Récemment, TRAF3 et
NAP-1 (NAK-associated protein 1) ont été¢ impliqués dans la régulation de 1’activation de
TBK1 par TRIF (Hacker et al. 2006, Oganesyan et al. 2006). TRIF interagit également avec
RIP1 (receptor-interacting protein 1) via son domaine RHIM et en I’absence de celle-ci,
I’activation de NF-kB est abolie (Meylan et al. 2004). Dans la voie TLR4, 1’adaptateur
TRAM est essentiel au recrutement de TRIF (Fitzgerald et al. 2003).
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® Autres protéines impliquées dans la signalisation

En plus des voies classiquement décrites, certaines molécules interférent dans le signal
en aval des TLR. Ainsi, les protéines Pellino, tout d’abord identifiées chez la drosophile ont
¢été décrites chez les mammiféres comme interagissant avec IRAKI1 et étant requises pour
I’activation de NF-kB (Yu et al. 2002, Jiang et al. 2003). A 1’état basal, IRAK1 et Pellino-2
sont séparés, mais lors d’une stimulation, ils forment un complexe (Yu et al. 2002). Etant
donné que les Pellino n’ont pas d’activité enzymatique, ces protéines agiraient plutét comme
des plate-formes qui faciliteraient le relargage de IRAK1 phosphorylé du récepteur.

Une autre protéine associée aux voies TLR est la PI3K. Elle est directement activée
par l’interaction entre sa sous-unité¢ régulatrice p85 et le récepteur (Koyasu 2003). Ce
phénomene implique le domaine SH2 (SRC homology 2) de la PI3K et un domaine du
récepteur comportant un motif Tyr-Xaa-Xaa-Met. L’association successive de la sous-unité
catalytique p110 compléte 1’activation, conduisant a la phosphorylation et 1’activation de la
cible AKT. Cependant, seuls quelques TLR comportent ce motif, a savoir TLR1, 2 et 6 et non
TLR3, 4 et 5 (Arbibe et al. 2000). Néanmoins, on retrouve cette séquence sur MyD88 qui peut
donc se complexer avec la PI3K mais interagir aussi directement avec AKT (Ojaniemi et al.
2003). En fait, la PI3K est un modulateur positif de la signalisation TLR mais les interactions

demeurent complexes.

@ La spécificité de la réponse

Découvrant le faible nombre d’adaptateurs, on pourrait se demander comment la
réponse peut étre aussi efficace et spécifique du microbe détecté. En fait, le systeme
immunitaire inné peut étre représenté comme un sablier.

Les microbes sont complexes au niveau moléculaire, composés de milliers de
protéines, de larges quantités d’acides nucléiques, et d’une grande proportion de petites
molécules organiques. Cependant, le systéme immunitaire n’en détecte qu’une infime partie,
notamment via les TLR. Le systéme se restreint de plus en plus en descendant dans la
signalisation avec peu de kinases différentes activées mais induit par la suite une large gamme
de réponses différentes, en multipliant le nombre de kinases secondaires, cibles des premicres
et la quantité de geénes activés par les facteurs de transcription induits. Ainsi, au final, malgré
une signalisation quelque peu commune a tous les récepteurs, le systéme est capable de

répondre spécifiquement a chaque stimulant (Figure 9).
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Figure 9 : Représentation schématique de la réponse immunitaire innée. Bien que les stimuli
microbiens soient chimiquement complexes et que la réponse immunitaire innée implique au final un
millier de génes de 1’hdte, les signaux immunitaires sont peu complexes. En effet, 10 TLR, quatre
adaptateurs et deux protéines kinases sont suffisants pour la perception de la plupart des microbes. NF-
kB, nuclear factor-kB ; STATI, signal transducer and activator of transcription 1. D’aprés Bruce
Beutler, Nature 2004.

Un autre aspect de cette spécificité est I’association différentielle des adaptateurs qui
induisent plusieurs types de réponses en fonction du TLR qui les recrute et des autres
partenaires. En effet, MyD88 est commun a presque tous les TLR mais s’associe a d’autres
protéines qui modulent sa fonction apportant une spécificité. Par ailleurs, des études ont
montré une faible homologie du domaine TIR (20-30%) entre les différents adaptateurs
suggérant des fonctions différentes, notamment par des conformations variées qui permettent
une interaction différentielle avec plusieurs partenaires ou une modification de leur
disponibilité. C’est pourquoi cette signalisation puissante nécessite une régulation appropriée

¢évitant tout emballement du systéme.

® Les boutons d’arrét
Dans toute signalisation, il est important de pouvoir arréter la réponse en temps voulu.
En effet, un signal trop prolongé pourrait devenir dangereux pour 1’intégrité de 1’organisme,
c’est pourquoi de nombreux systémes de régulation et d’arrét ont été¢ mis en place a tous les

stades de la signalisation. En voici quelques exemples.
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Dans la recherche de nouveaux adaptateurs, une nouvelle protéine a ét¢ mise en
évidence récemment. Elle avait été identifiée en tant que tel car elle possédait un domaine
TIR. Au final, il s’est avéré que cette protéine nommée SARM agissait tel un régulateur
négatif en s’associant a TRIF et en inhibant I’activation de NK-kB (Carty et al. 2006). Le
mécanisme d’inhibition exact est inconnu mais SARM agirait en séquestrant TRIF et en
I’empéchant d’interagir avec d’autres protéines.

Outre cet adaptateur particulier, les autres sont également régulés par d’autres
mécanismes. MyD88, le principal adaptateur est la cible de différentes actions inhibitrices
conduisant a I’arrét de la signalisation. Ainsi, le TGF-f (transforming growth factor 3) exerce
un de ses effets anti-inflammatoires en provoquant 1I’ubiquitinylation de MyD88 qui conduit a
sa dégradation par le protéasome, perturbant le signal TLR. Par ailleurs, une protéine
contenant un domaine TIR et liée & la membrane du nom de ST2 est aussi capable de bloquer
les voies en aval du récepteur a I’IL-1, de TLR2, 4 et 9, en séquestrant MyD88 et MAL par
leur domaines TIR. Une isoforme particuliere, MyD88 short (MyD88 s) issue d’un épissage
alternatif, dépourvue du domaine ID agit comme un régulateur négatif de 1’induction de NF-
kB par I’IL-1 et le LPS (Janssens et al. 2002). Cette activité inhibitrice est due a I’incapacité
de recruter IRAK4 (Burns et al. 2003).

D’une maniére intéressante, l’adaptateur MAL, longtemps considéré comme
accessoire par rapport a MyD88 fait I’objet de nombreuses régulations. Ainsi, la présence
d’un motif liant le PIP2, important pour son recrutement a la membrane, suggere que la
signalisation TLR pourrait étre régulée par le métabolisme des phospholipides. En effet, une
mutation dans ce domaine entraine le défaut de recrutement de MAL a la membrane et la
perte de sa capacité a lier MyD88 (Kagan et al. 2006). Par ailleurs, la phosphorylation de
certains résidus tyrosine de MAL par la tyrosine kinase de Bruton (BTK) est essentielle a une
signalisation TLR4. En effet, ce phénomene pourrait conférer a cet adaptateur un changement
conformationnel lui permettant de s’associer a d’autres protéines (Gray et al. 2006). MAL est
aussi la cible de la protéine SOCS1 qui entraine sa dégradation par le protéasome suite a son
ubiquitinylation (Mansell et al. 2006).

TRIF est aussi la cible d’une régulation négative, notamment par TRAF1. En effet,
leur interaction permettrait la séquestration du domaine TIR de TRIF par le domaine TRAF-C
de TRAFI1. Par ailleurs, la signalisation TLR étant primordiale dans la réponse initiale aux
virus, ces derniers ont cherché a élaborer différentes stratégies d’évitement. Ainsi, le virus

Vaccinia code pour une protéine contenant un domaine TIR, A46R, qui séquestre également
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TRIF. A46R cible aussi MyD88 et TRAM, qui tout comme TRIF jouent un role dans la
défense anti-virale. Dans la méme optique, une sé€rine protéase du virus de 1’hépatite C cause
la protéolyse de TRIF.

Tout comme MAL, TRAM est associé a la membrane plasmique. La mutation de son
site de myristoylation empéche sa localisation membranaire et entraine un défaut d’activation
d’IRF3 et de NF-kB (Rowe et al. 2006). TRAM est aussi régulé par phosphorylation par la
PKCe (McGettrick et al. 2006).

Un dernier systéme de régulation est la protéine TOLLIP. A 1’origine, elle a été décrite
comme une protéine accessoire du récepteur a I’IL-1 (Burns et al. 2000). Elle a par la suite été
montrée comme se liant au domaine TIR de ce dernier mais aussi a celui de TLR2 et TLR4 et

comme inhibant la réponse en supprimant la phosphorylation d’IRAK1 (Zhang et al. 2002).

C. LA PLACE DES TLR DANS LA REPONSE IMMUNE

Suite a la reconnaissance de 1’agoniste, des voies de signalisation sont induites
conduisant a I’activation de facteurs de transcription, responsables de I’expression de
nombreux genes. Un point commun entre tous les TLR est 1’induction de cytokines pro-
inflammatoires et de médiateurs immunologiques dépendant notamment de NF-xB, d’AP-1 et
des IRF. Ce type de réponse est Iégitime pour I’élimination rapide du pathogene. Par la suite,

les signaux TLR sont essentiels pour orienter et déclencher une réponse immune adaptative.

a) TLR : une expression ubiquitaire

Pourquoi les TLR jouent-ils un réle si important en immunité innée ? Bien str, ils ne
sont pas les seuls PRR a détecter les microbes, mais leur spectre de reconnaissance demeure
plus vaste que les NOD, RIG ou autres NALP. Ils sont capables de répondre a toutes sortes de
microorganismes. Leur force vient aussi du fait qu’ils sont présents a la surface de toutes les

cellules de I’organisme, y compris bien entendu, des cellules immunitaires.

@ Distribution des TLR
L’expression des TLR a fait I’objet de nombreuses études et on a désormais une assez
bonne image de leur répartition. Parmi les cellules présentatrices de [’antigéne, les
monocytes/macrophages expriment des ARNm de presque tous les TLR excepté TLR3
(Muzio et al. 2000). Par contre, les cellules dendritiques présentent une distribution

différentielle en fonction de leurs sous-populations. D’une fagon intéressante, les deux
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principaux sous-types de DC, les DC my¢éloides (MDC) et les DC plasmacytoides (PDC)
présentent une expression des TLR tout a fait particulieére. Ainsi, les MDC expriment TLR1,
2,4, 5 etles PDC TLR7, 8 et 9 (Liu 2001). De plus, cette expression est modulée au fil de la
maturation des MDC. Ainsi, ces derniéres diminuent la présence des 4 TLR précédemment
cités et augmentent celle de TLR3 (Muzio et al. 2000).

Les mastocytes, cellules conservées par I’évolution ayant des fonctions de
phagocytose des pathogénes, d’apprétement des antigénes et de production de cytokines
inflammatoires expriment TLR2, 4, 6 et 8 mais pas TLRS (McCurdy et al. 2001,
Varadaradjalou et al. 2003).

En plus des cellules de I'immunité innée, les TLR se retrouvent également sur
différents types cellulaires qui contribuent aux réponses inflammatoires. Ainsi, les muqueuses
respiratoires et intestinales qui sont a I’interface avec le milieu extérieur expriment ces
récepteurs. D’une maniére intéressante, 1’intestin a mis en place une organisation tout a fait
particuliere. En effet, la partie apicale des cellules épithéliales qui est continuellement
exposée aux bactéries, ne développe pas d’inflammation exacerbée. Par contre, les bactéries
qui entrent en contact avec la partie basolatérale de ces mémes cellules sont la cible de fortes
réponses inflammatoires. Ceci s’explique par une localisation des TLR exclusivement dans la
partie basolatérale des cellules. Ainsi, la flagelline, le ligand de TLRS n’induira une réponse
que lorsqu’elle sera présentée a la face basolatérale (Gewirtz et al. 2001). Par contre, TLR4
est faiblement exprimé par I’intestin, ce qui pourrait expliquer la faible sensibilité¢ au LPS de
cet organe (Abreu et al. 2001). De la méme fagon, les cellules épithéliales rénales expriment
TLR2 et TLR4, mais également chez la souris TLR11, récepteur qui détecte les bactéries
uropathogenes (Wolfs et al. 2002). Les cellules de 1’épithélium pulmonaire expriment TLR4
(Wang et al. 2002b). Il en est de méme pour les cellules de la cornée (Kumar et al. 2006).

@ Une expression controlée
Malgré une trés large distribution de ces TLR, le niveau d’expression est modulable
par différents facteurs, tels 1’invasion microbienne, des composés pathogénes ou des
cytokines, afin d’affiner au mieux la réponse. Ainsi, I’infection avec Mycobacterium avium
induit une augmentation de I’expression de I’ARNm de TLR2 et diminue celle de TLR4 chez
les macrophages (Wang et al. 2000). Haemophilus influenzae induit TLR2 sur les cellules
épithéliales (Shuto et al. 2001). Les infections virales augmentent également I’expression des

ARNm de TLRI1, 2, 3 et 7 par les macrophages. Cette induction est supprimée par le
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traitement avec un anticorps anti-IFNo/B, indiquant le role de ces molécules dans la
modulation de ces récepteurs (Miettinen et al. 2001).

Par ailleurs, des composés de pathogenes tels le LPS peuvent augmenter 1’expression
de TLR2 par les macrophages et les adipocytes (Matsuguchi et al. 2000, Lin et al. 2000). Par
contre, cette molécule induit une diminution de I’expression du complexe TLR4/MD-2
soulignant un mécanisme possible de tolérance au LPS (Nomura et al. 2000).

De nombreuses cytokines ont été impliquées dans la régulation des TLR. Ainsi, le
CSF-1 (Colony stimulating factor 1) peut diminuer TLR9 dans les macrophages et supprimer
la production des cytokines inflammatoires induite par ’ADN CpG (Sweet et al. 2002). Le
MIF (macrophage migration inhibitory factor), une cytokine importante dans I’inflammation
et la septicémie, augmente I’expression de TLR4 (Roger et al. 2001). L’IFN-y qui prépare les
macrophages a répondre au LPS, accroit TLR4 dans les monocytes et les macrophages
humains (Bosisio et al. 2002). L’expression du gene de TLR2 est induite par le LPS, mais
aussi par I’IL-2, IL-15, IL-1B, IFN-y et TNF-a (Matsuguchi et al. 2000).

b) Les cellules présentatrices d’antigene a 1’origine de la réponse

Les cellules dendritiques occupent une position clé¢ a I’interface entre immunité innée
et adaptative. Les cellules dendritiques immatures résident dans les tissus périphériques et
surveillent 1’entrée d’éventuels pathogénes. La reconnaissance d’un microbe et sa
phagocytose vont entralner sa maturation caractérisée par une capacité d’apprétement de
I’antigéne accrue, une augmentation des molécules du CMH et de costimulation, suivie de sa
migration dans les ganglions lymphatiques ou ces cellules peuvent stimuler les lymphocytes T
naifs spécifiques de ’antigene (Banchereau et al. 1998). Ainsi, par ce mécanisme, 1’activation
du systéme adaptatif ne se déroule que lors de la reconnaissance du pathogene par la cellule

dendritique.

@ Premiere étape : la cellule dendritique s’active
Que se passe-t-il dans cette cellule, une fois le pathogene reconnu ? Nous avons vu les
mécanismes moléculaires déclenchés en aval du récepteur TLR mais qu’en est-il de la réponse
globale au final ? Nous nous focaliserons essentiellement dans ce chapitre sur la cellule
dendritique my¢loide, la cellule plasmacytoide faisant I’objet d’un chapitre ultérieur.
L’analyse des souris déficientes pour MyDS88 a démontr¢ le role critique des TLR dans

la maturation des cellules dendritiques. Ainsi, la stimulation de ces cellules par différents
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PAMP n’induisait pas leur maturation, excepté le LPS qui posséde une voie indépendante de
MyDS88. De plus, le blocage de I’expression de surface des molécules de costimulation
(CD40, CD80, CD86) et du CMH sur ces dendritiques, ne leur permettait pas d’activer in
vitro les lymphocytes T naifs spécifiques de I’antigéne (Schnare et al. 2001). Par ailleurs,
quand les souris MyD88-/- ¢étaient immunisées avec de I’ovalbumine (OVA) dans de
I’adjuvant complet de Freund, aucune réponse T OVA-spécifique n’était développée. En
outre, ces souris n’étaient plus capables de produire 'IFN-y et des IgG2a spécifiques de
I’OVA. Ces défauts sont en partiec dus a I’incapacité¢ de ces cellules a produire I’IL-12.
Cependant, ces souris présentaient des niveaux corrects d’IgGl et d’IgE spécifiques de
I’antigéne. Ainsi, ces souris présentent clairement un défaut de réponse Thl alors que les
réponses Th2 restent normales. C’est sur la base de ces expériences qu’a été établi le dogme
¢tablissant que les TLR étaient impliqués dans les réponses inflammatoires. Nous verrons par
la suite que cette idée commence a étre remise en question. Mais pour le moment, concentrons
—nous sur la cellule dendritique qui va produire des cytokines pro-inflammatoires et qui va
pouvoir recruter d’autres acteurs de la réponse immunitaire.

Ainsi, suite au signal TLR, la production d’IL-12 et/ou d’IL-18, va orienter la réponse
adaptative vers Thl. Les lymphocytes T, reconnaissant 1’antigéne présenté par le CMH via
leur TCR, et les molécules de costimulation (CD40, CD80, CD86) via le CD40L et le CD28,
vont pouvoir devenir effecteurs Thl et produire de I’'I[FN-y. Par ailleurs, de I'IL-4 dans le
milieu pourra orienter la réponse vers Th2 avec des cellules effectrices qui produiront alors de

I’IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 (Figure 10).
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Figure 10 : Régulation du développement des cellules Ty par les TLR sur les APC. D’aprés Akira et
al. Nature immunology 2001.
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@ Deuxiéme étape : la cellule dendritique recrute

Le signal TLR ne va pas servir qu’a activer les dendritiques et successivement
I’immunité adaptative mais il joue également un role dans le recrutement des cellules sur le
lieu de I’inflammation. Une des particularités du systeme immunitaire est la capacité de
migration nécessaire a la surveillance, 1’attaque, le confinement et I’élimination des
pathogenes. Deux types de migration cellulaire sont utilisés par les cellules du systeme
immunitaire : inductible et homéstatique. La migration inductible est souvent le résultat de la
détection de pathogeénes par les PRR. Par contre, celle homéostatique est le fruit de la
circulation de lymphocytes naifs entre les tissus lymphoides secondaires du corps dans le but
d’augmenter leurs chances de rencontrer un antigéne. Cette derniére est constitutive et ne
requiert pas I’induction via les TLR.

La reconnaissance des PAMP par les TLR de la DC initie comme nous I’avons vu une
réponse inflammatoire caractérisée par le recrutement de cellules sur les sites d’infection pour
augmenter 1’élimination et diminuer la propagation des pathogénes. Cette migration a partir
du sang périphérique dans les tissus enflammés implique une séquence d’événements
controlée (Laudanna et al. 2002). Ces phénomenes sont portés par deux types de signaux : des
facteurs chimiotactiques solubles et des molécules d’adhésion a la surface des cellules.
L’activation des TLR induit 1’expression de sélectines, de chimiokines et de génes de
récepteurs aux chimiokines (Huang et al. 2001). Ainsi, les lymphocytes détectant des signaux
inflammatoires vont tout d’abord « rouler » sur les cellules endothéliales grace aux sélectines
exprimées par I’endothélium et aux sucres portés par les leucocytes. En effet, ces protéines
vont rapidement étre disposées a la surface de I’endothélium soit aprés reconnaissance directe
des pathogenes via les TLR, soit par le TNF produit par les macrophages activés dans les
tissus, qui jouent le role de cellules présentatrices de 1’antigene. L’étape suivante sera alors
I’induction de la sécrétion de chimiokines par les TLR, comme I'[L-8 (CXCLS8), GRO-a
(growth-related oncogene- oo; CXCL1), MCP-1 (monocyte chemoattractant protein 1
(CCL2), MCP-2 (CCL8), MCP-3 (CCL7), MCP-4 (CCL13), MIP-la (macrophage
inflammatory protein la; CCL4) et RANTES (CCL5) (Mantovani et al. 2004). Ces
chimiokines permettent [’activation des leucocytes induisant des changements
conformationnels des intégrines qui permettent alors 1’adhésion a 1’épithélium vasculaire
(Laudanna et al. 2002). Les ligands des intégrines, les ICAM-1 (intercellular cell adhesion
molecule 1) sont aussi induits directement par les TLR exprimés par I’endothélium, ou

indirectement via le TNF et I’IL-1, qui sont induits par les macrophages résidents activés par
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les TLR. Au final, tout ceci permet aux leucocytes de migrer entre les cellules endothéliales et

d’arriver dans les tissus.

® Troisieme étape : la cellule dendritique collabore

Lors de I’inflammation aigué, les infiltrats cellulaires comportent de nombreux types
de cellules innées comme les monocytes, les neutrophiles, les basophiles, les ¢osinophiles et
les lymphocytes NK. En effet, bien que les TLR soient des éléments clés dans la réponse
innée, 1’évolution a conservé d’autres moyens de répondre a une invasion par des pathogenes.
Ceux-ci incluent le systéme du complément, des récepteurs spécialisés qui permettent aux
cellules NK de reconnaitre le non-soi et d’autres molécules intracellulaires. Tous ces systémes
de perception microbienne sont complémentaires et sont impliqués dans le développement des

réponses adaptatives (Figure 11).
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Figure 11 : L’interface entre immunité innée et adaptative et les conséquences du succés ou de I’échec
de la réponse. L’événement essentiel de 1’élimination des pathogenes est leur reconnaissance par le
systétme immunitaire inné. Ceci implique le systéme du complément, des récepteurs spécialisés
exprimés par les NK et la famille des TLR portés par les cellules myéloides et lymphoides.
L’engagement de ces voies conduit a une réponse inflammatoire avec destruction du pathogéne et a
une interaction DC/T ou DC/B. Quand la réponse est bien orchestrée (vert), elle conduit a 1’éradication
du microbe, mais la moindre défaillance peut conduire a la prolifération du pathogene et a la
septicémie (rouge) mais aussi a des désordres immunitaires (rouge). CD40L, CD40 ligand ; IFN,
interferon ; CMH, complexe majeur d’histocompatibilité ; PMN, cellules polymorphonucléaires ;
TCR, T cell receptor ; NCR, natural cytotoxicity receptor ; NCR-L, natural cytotoxicity receptor-
ligand. D’aprés Hoebe et al. Nature immunology 2004.
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La cellule dendritique et le macrophage sont toujours au centre de 1’action,
reconnaissent les pathogénes mais collaborent avec les autres types cellulaires. Une réponse
immunitaire bien orchestrée conduira a 1’éradication du pathogeéne. Par contre, tout défaut
provoquera une prolifération du pathogéne conduisant a la fin a une septicémie ou pouvant
provoquer des désordres immunologiques tels des maladies autoimmunes ou allergiques.

Les IFN de type I jouent un réle trés important dans ’histoire. En effet, ils augmentent
les réponses T (Honda et al. 2003). IIs sont essentiels pour I’augmentation de 1’expression des
molécules de costimulation sur les dendritiques, événement essentiel pour une interaction
optimale avec les CD4" et les CD8" naifs. Cette production joue un rdle important dans
I’activation des NK. En effet, ces derniers expriment une multitude de récepteurs capables de
reconnaitre le soi du non-soi. Leur principale fonction est de protéger 1’hote de I’infection par
des pathogéenes intracellulaires. Leur activation peut se faire par la reconnaissance d’antigeénes
étrangers mais aussi par le « soi induit » ou le « soi manquant », tel une augmentation ou une
diminution de I’expression de molécules de surface normalement reconnues par les récepteurs
inhibiteurs des NK. Mais ces NK sont aussi activés par les DC, via des molécules de surface
spécifiques ou indirectement par des cytokines. Ceci conduit a la production d’IFN-y par les
NK, a la maturation des DC et a ’augmentation de la réponse T. Par ailleurs, ces cellules ont
la capacité d’¢liminer les DC immatures, inhibant ainsi la réponse T. Ces fonctions indiquent
donc que I’interaction entre NK et DC représente une balance entre induction et répression de
la fonction dendritique qui peut étre décisive pour le développement d’une tolérance vis-a-vis
de la réponse T (Raulet 2004).

Une autre voie capable de moduler les réponses B et T est le systéeme du complément.
Ce dernier comporte plusieurs protéines plasmatiques dont la fonction majeure est la
reconnaissance et I’élimination des microbes. L’activation de ce systéme peut se faire soit en
liant des anticorps (voie classique), soit par la reconnaissance de structures
polysaccharidiques bactériennes (voie des lectines), soit par la détection de structures de
surface étrangeres pas encore bien caractérisées (voie alterne). Le complément participe dans
I’immunité humorale par la ligation des facteurs C au récepteur CD21-CD35 exprimé par les
B et les dendritiques folliculaires, conduisant a la régulation des réponses cellulaires B. Par
ailleurs, le systéme du complément est essentiel pour 1’opsonisation des microbes et la prise
d’antigenes suivie de leur apprétement par la DC, qui permet une réponse T efficace (Carroll

2004).
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¢) Conséquences d’un déficit TLR

A TDorigine de nombreuses réponses anti-microbiennes, le manque d’un ou de
plusieurs TLR ou protéines de leur voie de signalisation peut engendrer de nombreux
dysfonctionnements dans le traitement d’une infection. De nombreuses études ont été
réalisées chez I’homme pour rechercher d’éventuels polymorphismes que 1’on pourrait
corréler a une hypersensibilité a un type d’infection.

Le géne de TLR4 humain comporte deux polymorphismes majoritaires, Asp299Gly et
Thr3991le qui altérent la séquence de la protéine. Le premier a pour conséquence une
diminution de la sensibilité au LPS (Arbour et al. 2000). Par contre 1’association entre ce
polymorphisme et la septicémie est encore discutée. Par ailleurs, ces deux modifications ont
¢té associées a une prédisposition des enfants africains a la malaria (Mockenhaupt et al.
2006). 11 existe également une corrélation entre ce polymorphisme et des risques élevés de
bronchiolite due au RSV (respiratory syncitial virus), dont la protéine F est connue pour
activer TLR4 (Tal et al. 2004).

De nombreuses études ont montré que ces deux modifications étaient associées a un
risque accru d’infections. Cependant ces polymorphismes sont corrélés a une résistance a la
maladie du légionnaire, une infection pulmonaire causée par la bactérie a Gram-négatif
flagellée Legionella pneumophila (Hawn et al. 2005). Cet effet serait di a la structure
inhabituelle du LPS de cette bactérie qui serait plutot reconnue par TLR2 que TLR4 (Girard et
al. 2003). Cependant, ces études sont complexes car il existe souvent des systémes redondants
qui reconnaissent les mémes microorganismes et qui masquent tout effet d’un
polymorphisme.

Des ¢études similaires ont montré que le polymorphisme Arg753Gln inhibe le signal
TLR2 et est associé a la tuberculose (Ogus et al. 2004) et a des réponses diminuées aux
bactéries a Gram-positif comme les streptocoques (Lorenz et al. 2000). D’une manicre
intéressante, cette méme modification semble protéger du développement du dernier stade de
la maladie de Lyme, peut-&tre a cause de la diminution du signal TLR2 (Schroder et al. 2005).
Par contre, aucune association n’a pu étre mise en évidence avec la susceptibilité a I’infection
par Staphylococcus aureus (Moore et al. 2004).

Un polymorphisme commun de TLRS dans le domaine de liaison a I’agoniste
(392STOP) abolit la signalisation de la flagelline. Il est associé¢ a une sensibilité accrue a la
maladie du légionnaire (Hawn et al. 2003). Cependant, cette modification ne rend pas sensible
a toutes les infections par des bactéries flagellées puisqu’elle n’a pas d’impact sur la

susceptibilité a Salmonella enterica responsable de la fiévre typhoide (Dunstan et al. 2005).
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Les TLR en eux-mémes ne sont pas seuls responsables. En effet, un certain nombre
d’études ont montré une association entre la mutation de protéines des voies de signalisation
et la sensibilit¢ a différentes infections. Ainsi, le polymorphisme d’IRAK4 entraine une
sensibilité aux bactéries a Gram-positif pyogenes. Cependant, ces patients montrent une
résistance aux infections virales, fongiques et parasitaires (Picard science 2003). De la méme
facon, le polymorphisme de 1’adaptateur MAL (Ser180Leu) est corrélé a un effet protecteur
contre la malaria, la tuberculose et les infections a pneumocoques (Picard et al. 2003). Par
contre, la modification Cys558Thr est liée a une sensibilité accrue a la tuberculose (Khor et al.
2007).

Cependant, ces ¢études font souvent I’objet de nombreuses controverses car les
résultats dépendent des cohortes choisies, de leur taille, des témoins négatifs mais également
de I’ethnie choisie. En effet, ces données sont souvent plus représentatives quand les études se
font dans une population restreinte avec peu de brassages génétiques, soulignant ainsi le role
de I’hérédité dans ces phénomeénes.

Nous verrons dans un autre chapitre que ces polymorphismes peuvent aussi étre
impliqués dans des maladies dues a des déréglements du systeme immunitaire. Intéressons-

nous pour ’instant aux fonctions du récepteur TLR7.

4. TLR7 ET INFECTIONS VIRALES
Nous avons fait un petit tour d’horizon des TLR et de leurs différentes réponses. Nous
avons pu voir qu’elles étaient variées et qu’il est trés difficile de donner une réponse globale
applicable a tous les TLR. En effet, chaque agoniste agit différemment, ce qui renforce la
spécificité de réponse. C’est pourquoi, nous nous intéresserons plus spécifiquement a I'un

d’entre eux : TLR7.

A. TLR7 ET LA DETECTION VIRALE

TLR7 appartient a une sous-famille des TLR spécialisée dans la reconnaissance des
acides nucléiques au méme titre que TLR3, 8 et 9. Il est trés proche structurellement et
fonctionnellement de TLR8 avec lequel il partage les agonistes. Cependant, cette dualité
n’existe que chez ’homme puisque TLR8 n’est pas fonctionnel chez la souris. Bien qu’il soit
désormais associ¢ a la détection des ARNsb viraux et plus largement de certaines infections
virales, il a longtemps ¢été privé d’agonistes naturels et n’était connu que pour la

reconnaissance de composés synthétiques.

52



Introduction

a) Les imidazoquinolines : agonistes synthétiques de TLR7

Cette famille de composés a démontré de puissantes activités antivirales et
antitumorales, grace a leur capacit¢ d’induire des cytokines inflammatoires, notamment

I’IFN-a (Figure 12).
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Figure 12 : Structures de composés synthétiques qui activent TLR7. L analyse des souris déficientes
pour TLR7 a révélé que ce récepteur reconnait ces différentes molécules apparentées structurellement
aux acides nucléiques. Ceci inclut les imidazoquinolines (Imiquimod and R-848), la loxoribine, et la
bropirimine. D’aprés Takeda et al. Annual Review of immunology 2003.

Une de ces molécules, I'imiquimod a ¢été approuvée dans le traitement du
papillomavirus humain. Il fut montré que des souris déficientes pour TLR7 perdaient leur
capacité de répondre a ces constituants (Hemmi et al. 2002). Ceux-ci possédent une structure
similaire aux acides nucléiques. Outre ses activités antivirales, ce composé a été testé dans la
lutte anti-cancéreuse. En effet, I’imiquimod est capable d’induire de grandes quantités de
cytokines, telles le TNFa, I'IL-2, I’'IL-6, I’IL-8, I’'IL-12, le G-CSF, le GM-CSF, I'IFNy et
I’IFNa et de chimiokines comme MIP-1a, MIP-18 et MCP-1 (Reiter et al. 1994, Weeks et al.
1994). L’effet global de ces cytokines est la stimulation d’une réponse immunitaire dirigée
contre la tumeur. Ce composé est également capable d’induire 1’apoptose des cellules
tumorales de fagon dose dépendante par I’intermédiaire de Fas et des caspases (Schon et al.
2003).

Le resiquimod (R848, 4-amino-2-ethoxymethyl-a,ca-dimethyl-1H-imidazo[4,5-
c]quinolin-1-ethanol) est un analogue de I’imiquimod beaucoup plus puissant (Jones 2003). I1
induit 50 a 100 fois plus de cytokines essentiellement Thl que son analogue (Tomai et al.
1995). Le principal type cellulaire activé par le resiquimod est la cellule dendritique qui
produit de I’IL-6, IL-12, TNF-a et IFN-a en réponse a une stimulation (Ahonen et al. 1999).
Mais, il est capable d’activer les monocytes, les lymphocytes B chez lesquels il induit la
production d’anticorps (Bishop et al. 2000). Par ailleurs, I’'IFN-a produit limite la réplication
virale dans les cellules infectées et en collaboration avec I'IL-12 et le TNF-a active les

lymphocytes NK. Ces derniers font partie de la premiére phase contre I’infection virale. Les
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NK sont également porteurs de TLR7 et 8 et sont donc directement activables par le R848
(Hart et al. 2005). Tout comme I’imiquimod, ce dernier a été testé dans le traitement du virus
de ’herpés génital mais les essais cliniques ont été arrétés en phase III. Par ailleurs, ses
activités antitumorales sont moins évidentes que celles de I’imiquimod. Par contre, il est
utilis¢é comme adjuvant de vaccination a cause de ses propriétés pro-inflammatoires
(Vasilakos et al. 2000).

D’autres composés immunomodulateurs n’appartenant pas a cette famille mais ayant
une structure similaire, la loxoribine (7-allyl-8-oxoguanosine) et la bropirimine (2-amin-5-
bromo-6-phenyl-4(3)-pyrimidinone) activent également les cellules immunitaires via TLR7
(Heil et al. 2003, Takeda et al. 2003). Le premier augmente 1’activité¢ cellulaire des NK et
induit la production de cytokines dont les IFN (Goodman 1995) et le second la production
d’IFN-a (Sarosdy 1993). Ces deux molécules sont en essai clinique pour leurs activités

antitumorales.

b) Les ARNSsb : agonistes naturels de TLR7

Bien que TLR7 et TLRS8 soient fortement homologues, il existe une petite spécificité
inter-especes dans la reconnaissance des ARNsb. En effet, TLR7 étant le seul récepteur
fonctionnel chez la souris, il est chargé de la reconnaissance de tous les agonistes. Par contre,
compte-tenu de I’existence de deux récepteurs chez I’homme, la tache est mieux répartie.
Ainsi, TLR7 et TLR8 présentent quelques différences dans les molécules détectées.

Des études chez des souris déficientes pour TLR7 ont montré 1’induction d’IFN de
type I en réponse au virus A de la grippe et a celui de la stomatite vésiculaire (VSV) (Diebold
et al. 2004, Lund et al. 2004). TLRS8, quant a lui, reconnait préférenticllement les ARNsb
riches en guanine et uridine dérivés du VIH (Heil et al. 2004). Par ailleurs, des composés
synthétiques non viraux mais analogues de ces ARNsb, comme le Poly(U) peuvent aussi

activer les cellules immunitaires via TLR7 (Diebold et al. 2004).

B. UNRECEPTEUR INTRACELLULAIRE

Il y a quelques années, on pensait que tous les TLR étaient présents a la surface des
cellules, ce n’est que depuis peu que 1’on sait que certains d’entre eux (TLR3, 7, 8 et 9) sont

exclusivement intracellulaires, portés par la membrane des endosomes.
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a) Une localisation endosomale

Celle-ci est en total accord avec les molécules reconnues. En effet, ce sont des
récepteurs pour les acides nucléiques, qui sont rarement présents a 1’état libre dans le
cytoplasme mais plutdt compartimentalisés. D’ailleurs, TLR2 et 4 sont également impliqués
dans la reconnaissance virale mais détectent plutot des protéines de 1’enveloppe virale qui
peuvent étre exposées a I’extérieur de la cellule. Tous les TLR qui reconnaissent les acides
nucléiques sont endosomaux.

Par ailleurs, cette localisation est essentielle pour la reconnaissance puisqu’il a été
avancé qu’il fallait une acidification de ce compartiment pour permettre une détection par les
TLR. Le traitement des cellules par des inhibiteurs des lysosomes comme la chloroquine
inhibe la réponse (Diebold et al. 2004, Lund et al. 2004). De plus, plusieurs travaux ont

suggéré que la localisation endosomale aurait un avantage dans la discrimination soi/non-soi.

b) Comment les ARN endogénes échappent-ils a la reconnaissance ?

Des études ont montré que des ARNm adsorbés sur des liposomes cationiques étaient
capables d’activer le systéme immunitaire alors que les mémes séquences déposées dans le
cytoplasme ne 1’étaient pas (Sioud 2005). Ainsi, contrairement aux ARN viraux qui sont
présents dans les endosomes, les ARN endogénes sont plutdt dans le cytoplasme, ce qui
permet une reconnaissance préférentielle des ARN étrangers. La séquestration de TLR7 et
TLRS dans les endosomes a donc une relevance physiologique qui les empéche de reconnaitre
les ARN cytoplasmiques. Mais cette hypothese n’est pas encore prouvée.

D’autres travaux ont suggéré que la queue polyA des ARNm eucaryotes pourrait les
protéger d’une reconnaissance par le systéme immunitaire (Koski et al. 2004). Par ailleurs,
certaines modifications des ARN de I’organisme pourraient les rendre invisibles aux TLR.
Ainsi, Kariko et al. ont montré que 1’ajout de nucléosides modifiés (N6-methylaladanosine, 5-
methylcytidine, 2-thiouridine ou pseudouridine) dans des ARN synthétiques diminuait
fortement leur capacité a induire une réponse (Kariko et al. 2005). Etant donné que ces
modifications se rencontrent plus souvent dans les ARN des mammiféres que dans les ARN
bactériens, cela pourrait expliquer la non reconnaissance des structures mammaliennes.

Ainsi, ces différents facteurs pourraient expliquer la non réponse aux acides

nucléiques endogénes.
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¢) Une signalisation efficace

Tel que je I’ai déja détaillé précédemment, TLR7 recrute la protéine MyDS88 qui forme
un complexe avec IRAKI, IRAK4 et TRAF6. Cette derniére protéine va conduire a
I’activation de NF-xB et d’IRFS5, tous deux impliqués dans 1’induction de cytokines
inflammatoires. A partir de TAK1, s’active la voie des MAP kinases avec leurs facteurs de
transcription associés comme ATF2-c-jun. Par ailleurs, le facteur IRF7 lui, est impliqué dans

I’expression des IFN de type I (Figure 13).
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Figure 13 : Reconnaissance des acides nucléiques viraux par TLR7, TLRS8. La détection des ARNsb
par TLR7 conduit au recrutement de 1’adaptateur MyD88, qui interagit avec IRAK4 et TRAF6. En
retour, ce dernier active TAKI1 par un mécanisme dépendant de l’ubiquitinylation. TAKI, en
association avec TABI1, 2 et 3 active NF-kB et ATF2-c-jun par la dégradation d’IkB par IKK et
I’activation des MAPK respectivement. Cette voie controle I’expression de cytokines inflammatoires.
MyD88 s’associe également avec IRAK1 et IRF7. Ce dernier est phosphorylé par IRAK1 et passe
dans le noyau. L’ubiquitinylation par TRAF6 est aussi nécessaire a 1’activation d’IRF7. Cette voie
régule I’expression des IFN de type 1. D’apres Kawai et al. Nature immunology 2006.

Ainsi, en aval de TLR7, différentes voies de signalisation se détachent mais finissent
par se rejoindre pour activer deux grands types de réponses: la production de cytokines
inflammatoires et d’IFN de type I. Géographiquement, la reconnaissance se fait dans
I’endosome, mais la signalisation est cytosolique comme tous les autres TLR. Le récepteur

TLRY impliqué dans la détection de I’ADN CpG partage ces voies.
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Une particularité de cette signalisation est la capacité de MyD88 a activer la
production des IFN. En effet, jusque 14, c’était le role de ’adaptateur TRIF dans les signaux

en aval de TLR3 et TLR4. Ce phénomene a peut-étre une relevance physiologique.

C. ROLE CENTRAL DE LA CELLULE DENDRITIQUE PLASMACYTOIDE (PDC)

Les PDC représentent une population rare mais importante du systéme
hématopoiétique. En tant que sentinelles du systétme immunitaire, elles différent
drastiquement des DC conventionnelles (DC myéloides immatures CD11c”, MDC) de par
leur expression de TLR7, 8 et 9 mais pas TLR2, 3, 4, 5 ou 6 que I’on trouve chez les MDC
(Liu 2005). A cause de ce spectre d’expression restreint, les PDC ne répondent pas aux
composés bactériens comme le LPS ou le peptidoglycane, agonistes respectifs de TLR4 et

TLR2. Elles sont spécialisées dans la détection des acides nucléiques viraux.

a) Réponse de la cellule dendritique

L’activation TLR conduit les PDC a produire rapidement et massivement les IFN de
type I, des cytokines et des chimiokines mais aussi a subir une maturation et une
différentiation. L amplitude de la réponse IFN est telle qu’apres une infection par le virus de
I’herpes (HSV), 60% des transcrits exprimés dans la PDC sont des IFN de type I (Ito et al.
2006). Ces cellules expriment toute la gamme des IFN, a savoir a, B, A, ® et t. En plus des
IFN, elle produit de forts taux de TNFa et d’IL-6, aussi bien que des chimiokines (Colonna et
al. 2004, Piqueras et al. 2006). Néanmoins, a la différence des PDC murines, les humaines ne
produisent pas d’IL-12p70 (Ito et al. 2006).

Cependant, tout ne passe pas par TLR et d’autres voies sont impliquées. Il s’agit de
molécules dont nous avons déja parlé, les RNA hélicases RIG-I et MDAS ainsi que leur
adaptateur IPS-1. Bien que I’activation de ces molécules soit essentielle pour I’induction
d’IFN en réponse aux virus par d’autres cellules immunitaires ou non hématopoiétiques, les
PDC semblent le faire indépendamment de cette voie (Kawai et al. 2006). Néanmoins,
différentes études suggeérent des réponses anti-virales des PDC indépendantes des TLR
notamment en ce qui concerne les ARNdb qui peuvent activer TLR3. Ces cellules répondent
uniquement a la forme vivante, non inactivée du RSV, un processus insensible a
I’acidification endosomale et indépendant de 1’activation TLR7, TLR9 (Hornung et al. 2004).
Dans un autre cas, les ARNsb du virus Sendai activent la production d’IFN de type I des PDC
de fagon MyD88-indépendante (Hornung et al. 2004).
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b) Les IFN de type I : molécules antivirales par excellence

Ils appartiennent a une famille multigénique conservée chez les vertébrés. Ils différent
de la plupart des autres familles de cytokines et comportent de nombreux sous-types. Chez
I’homme, on ne compte pas moins de 30 génes codant pour ces différentes molécules (Hardy
et al. 2004). Leur action est bien sir antivirale en rendant les cellules résistantes aux virus.
Les modalités sont différentes en fonction du type de virus mais interviennent grace a des
genes induits par I'IFN (IRG) codant pour des protéines effectrices qui agissent a différents
stades : entrée du virus, transcription, initiation de la traduction, maturation, assemblage,
relargage. Par exemple, la PKR (protein kinase R) induit par I’'IFN et qui phosphoryle de
nombreux substrats dont le facteur initiateur de la synthése protéique elF2a, est capable de
bloquer la traduction de I’ARN viral (Lu et al. 1999).

Néanmoins, ils possedent également des effets antiprolifératifs en ciblant des
molécules du cycle, comme c-myc, I’induction de facteurs de croissance et de leurs récepteurs
(Hu et al. 2005, Iacopino et al. 1996). Par ailleurs, ils peuvent induire I’apoptose, ce qui

permet une ¢élimination des cellules infectées.

¢) Un systéme hautement surveillé

Etant donné I’importance de la réponse plasmacytoide, celle-ci nécessite d’étre
régulée. Les recherches récentes ont permis d’apporter quelques éléments de régulation grace

a la découverte de multiples récepteurs de surface qui modulent le signal TLR (Figure 14).
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Figure 14: Régulation de la production d’TFN-a par la cellule dendritique plasmacytoide. Des
récepteurs de surface, des composés codés par les virus, des facteurs intracellulaires et des agents
exogenes régulent les réponses immunitaires innées de la PDC en interférant dans la signalisation
TLR. D’aprés Cao et al. Current opinion in immunology 2007.
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Par exemple, BDCA2, une lectine de type C exprimée uniquement a la surface des
PDC humaines, a été décrite pour supprimer la capacité de ces cellules a générer I’IFN en
réponse aux ligands TLR (Dzionek et al. 2001). Récemment, il a été montré que la ligation
aux CpG du récepteur ILT7, qui s’associe a FceRlIy, ou sa stimulation par le virus de la grippe
inhibait la production de cytokines par les PDC (Cao et al. 2006). Cette voie passe par une
signalisation par des motifs ITAM (Immunoreceptor-based tyrosine activation motif). De la
méme fagon, deux molécules qui signalent via DAP12, NKp44 et Siglec-H, par
I’intermédiaire de motifs ITAM modulent également la réponse (Fuchs et al. 2005, Blasius et
al. 2006). Ces résultats montreraient donc que la signalisation via ITAM pourrait supprimer la
réponse des agonistes des TLR (Hamerman et al. 2005).

D’autres facteurs intracellulaires et des agents exogeénes modulent les réponses innées
des PDC. Ainsi, IRF4 qui est fortement exprimé par ces cellules, entre en compétition avec
IRFS5 et IRF7 pour I’interaction avec MyD88, régulant ainsi négativement la production de
cytokines induite par les TLR (Negishi et al. 2005). Cependant, les régulateurs de la voie
générale des TLR sont également impliqués dans cette modulation chez les PDC. Une classe
importante de facteurs qui interferent fortement avec le signal appartient aux virus qui
essayent de trouver des moyens d’échapper a la reconnaissance en ciblant des molécules du
systeme. Ainsi, le virus du sarcome de Kaposi et celui d’Epstein-Barr expriment des facteurs
spécifiques bloquant la fonction d’IRF7, régulant ainsi négativement la réponse (Haller et al.
2006).

Viennent ensuite des agents chimiques qui peuvent perturber [’acidification
endosomale, comme la chloroquine, la quinacrine ou la bafilomycine Al (Rutz et al. 2004).
Le NO (nitric oxyde) supprime I’'I[FN-a et la production des cytokines via une voie
dépendante de la GMPc (guanosine 3’°,5’-cyclic monophosphate) (Morita et al. 2005). Les
glucocorticoides ont été décrits comme étant capables de supprimer la différenciation PDC et

d’augmenter 1’apoptose (Abe et al. 2006).

d) La PDC en situation pathologique

Les PDC sont impliquées dans la lutte contre de nombreux virus mais deux d’entre
eux font I’objet de nombreuses études : le VIH et le virus de 1’hépatite C (VHC).

Les PDC humaines expriment CD4, CXCR4 et CCRS, les récepteurs pour le VIH.
Elles sont activées par différentes souches de VIH via I’engagement de TLR7 conduisant a la
production massive d’IFN de type I, de cytokines et I’expression de marqueurs de surface de

maturation (Beignon et al. 2005). Ce phénomene est crucial dans le controle de I’infection au
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VIH. En effet, on observe une diminution du nombre de PDC dans les infections chroniques
au VIH-1 associ¢es a de fortes charges virales et infections opportunistes (Schmidt et al.
2006). Par ailleurs, le recouvrement de la fonction plasmacytoide a été corrélée avec
I’efficacité de la thérapie antivirale (Zhang et al. 2006). Cependant, la capture du VIH-1 par
les PDC facilite la transmission de particules infectieuses aux cellules T. C’est une des
stratégies d’évitement mises en place par le virus (Lore et al. 2005).

Dans le cas du VHC, on observe chez les patients infectés une diminution de la
fréquence des PDC dans le sang et de leur capacité a activer des réponses immunitaires
(Kanto et al. 2006, Szabo et al. 2005). Des observations similaires ont ét¢ réalisées pour les
infections chroniques avec le virus de I’hépatite B (van der Molen et al. 2004). Par ailleurs,
des études ont suggéré qu’un agoniste de TLR7 pouvait activer une réponse anti-VHC in
vitro, ce qui laisse présager d’éventuelles applications thérapeutiques (Lee et al. 20006).

Outre leur role dans les infections virales, les PDC ont été associées a certains troubles
du systéme immunitaire comme les maladies autoimmunes. Ainsi, la présence d’IFN-a et
d’une infiltration massive de PDC a été corrélée a la sévérité de différentes maladies comme
le lupus érythémateux disséminé, le syndrome de Sjogren et la dermatomyosite, dans
lesquelles les autoanticorps sécrétés sont dirigés contre les acides nucléiques et les
composants nucléaires (Pascual et al. 2003, Gottenberg et al. 2006, Greenberg et al. 2005).
Les PDC peuvent répondre a ces anticorps via une coopération entre FcyRII et TLR9
(anticorps anti-ADN) ou FcyRII et TLR7 (anticorps anti-protéines nucléaires) (Vollmer et al.
2005, Means et al. 2005, Barrat et al. 2005). Par ailleurs, le recrutement des PDC et la

production d’IFN-a dans la peau peut conduire au psoriasis (Nestle et al. 2005).

L’organisme a donc mis en place un systéme trés performant de détection du danger.
Une fois entré dans ’organisme, le pathogéne va étre la cible de toute une batterie de
molécules qui vont reconnaitre ses structures trés conservées par 1’évolution, le marquer
comme dangereux et I’attaquer en vu de son élimination. Peu importe le type de microbe, il
existe toujours une structure qui va activer une Nod, un Nalp, une RIG ou encore un TLR.
Une des forces de cette premiere barriere immunologique est, en plus de la détection de
molécules variées, une disposition a différents endroits dans la cellule qui permet de
reconnaitre les ¢léments étrangers aussi bien a I’extérieur qu’a I’intérieur. La coopération
entre ces différents PRR permettra une réponse adaptée a chaque pathogene. Si ce premier

systeme ne suffit pas, 'immunité adaptative, activée par ce dernier, prendra le relais en
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proposant cette fois une réponse plus ciblée. Néanmoins, dans la plupart des cas, I’immunité
innée est suffisante.

Dans cette jungle de PRR, les TLR sont des ¢léments clés qui reconnaissent une
grande variété de pathogenes. On connait de plus en plus d’éléments sur leur biologie, et 1’on
peut s’apercevoir qu’ils sont pratiquement de toutes les réponses immunologiques. TLR7, un
des membres de cette famille, bien que peu connu il y a quelques années, commence a
prendre de I'importance a la suite de la découverte de son rdle dans la détection virale. Son
implication dans les infections au VIH ou au VHC laisse présager de grandes potentialités
dans le futur.

Bien que ces TLR aient largement été décrits comme premiers acteurs de la réponse
inflammatoire, on commence a comprendre que leur action est beaucoup plus large et qu’ils
jouent un role trés important dans la modulation et I’éducation du systéme immunitaire. Il y a
presque trente ans, une hypothése, nommée hypothése de I’hygi¢ne a émergé. Cette idée
souligne le fait que les cellules de I’immunité ont besoin d’étre stimulées trés tot chez I’enfant
pour pouvoir ensuite assumer correctement leur réle défensif. Ainsi, de nombreuses études se
penchent de plus en plus sur le réle des infections dans la modulation du systéme immunitaire
et plus précisément sur son bon fonctionnement. C’est pourquoi les TLR qui détectent les
infections pourraient étre de fabuleux outils pour protéger ce dernier de ses

dysfonsctionnements.
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1. PLACE DES TLR DANS LA PERFORMANCE DU SYSTEME IMMUNITAIRE

Le versant pro-inflammatoire des TLR a été, depuis leur découverte, la cible de toutes les
attentions. Il est bien entendu primordial dans la lutte anti-infectieuse. Mais, pourquoi, les
TLR qui sont des molécules si puissantes ne pourraient-elles orienter la réponse que dans un
seul sens. En effet, la plupart des infections parasitaires nécessitent des réponses de type anti-
inflammatoires dans lesquelles les TLR peuvent étre impliqués. Depuis quelques années, on
assiste a une réévaluation de leur role dans ces réactions et notamment dans différentes
pathologies liées a une rupture de tolérance. Ainsi, ces récepteurs pourraient moduler en
fonction de I’environnement immunologique, la réponse et rétablir 1’équilibre entre pro- et
anti-inflammatoire. C’est pourquoi, au cours de ce chapitre, nous envisagerons leur role dans
des situations ou cet équilibre est rompu et chercherons a savoir s’ils sont impliqués dans cette
rupture et s’ils peuvent la réparer. Ainsi, nous nous intéresserons essentiellement a des
situations dans lesquelles le systéme immunitaire fonctionne mal et met en péril I’intégrité de

I’organisme, comme dans le cas de maladies autoimmunes ou allergiques.

1. INFECTIONS ET SYSTEME IMMUNITAIRE : UN ROLE BENEFIQUE ?
Ce débat fait rage depuis des années. Les infections sont-elles nécessaires a
I’éducation du systéme immunitaire ? Contribuent-elles au bon fonctionnement de ce

dernier ? Peuvent-elles, au final, avoir un réle bénéfique ?

A. HYPOTHESE DE L’HYGIENE : REALITE OU FICTION ?

Cette hypothése, proposée par David Strachan en 1989, a été la premicere a suggérer
que les infections et un contact non hygiénique pouvaient conférer une protection contre le
développement des maladies allergiques. Cette idée a depuis fait du chemin, et de nombreux
autres travaux sont venus 1’étayer ou la réfuter. Mais, tout d’abord, arrétons-nous sur ces

travaux pionniers.

a) Les fondements de ’hypothése

Ainsi que je I’ai souligné, David Strachan a publi¢ en 1989 une étude concernant 1’incidence
du rhume des foins dans différentes familles britanniques. Il s’agit d’un travail
particulierement intéressant puisqu’il a suivi [I’histoire médicale de 17414 enfants
britanniques, nés au cours de la méme semaine en mars 1958, jusqu’a I’age de 23 ans. Il s’est

intéressé a trois événements : (1) épisode de rhume des foins dans les 12 mois précédant 1’age
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de 23 ans, (2) épisode de rhume des foins ou rhinite allergique dans les 12 mois précédant
I’age de 11 ans et (3) épisode d’eczéma pendant la premicre année de vie. Il introduisit dans
son étude 16 facteurs non médicaux de l’environnement. Parmi ces derniers, deux se
détacherent, a savoir la taille de la famille et la position dans la fratrie.

Il mit ainsi en évidence qu’a I’age de 11 ans, I’incidence du rhume des foins était
inversement corrélée aux nombres d’enfants dans la maison. La méme analyse a 1’age de 23
ans suggéra que le nombre d’enfants plus 4gés dans la famille était une variable encore plus
influente. Par contre, I’eczéma dans la premiére année de vie était indépendant de ces
facteurs. Il existerait donc une association entre I’incidence du rhume des foins et la position
dans la fratrie.

Bien que n’en apportant pas la démonstration directe, David Strachan suggere que les
maladies allergiques pourraient étre prévenues par les infections contractées pendant la petite
enfance, transmises par un contact non hygiénique avec les fréres et sceurs ainés ou acquises
de facon prénatale d’une meére infectée par contact avec 1'un de ses ainés. Les infections
successives ou les réinfections des cadets leur confereraient une meilleure protection contre le

rhume des foins (Strachan 1989).

b) Les données actuelles

Une grande quantité d’études épidémiologiques sont venues confirmer la relation
inverse entre le nombre de fréres et sceurs et le développement de maladies allergiques. Les
observations originelles ont par la suite été¢ étendues au role des expositions microbiennes de
I’environnement. Ainsi, cette hypothése a été étayée et trois éléments la désignent désormais :

1. Les infections visibles ou non apparentes de I’homme avec des virus ou des

bactéries pourraient diminuer le risque de développer des maladies allergiques.

2. Les expositions microbiennes non-invasives de I’environnement seraient associées

a un risque atténué d’allergies.
3. Les deux types d’expositions précédemment citées influenceraient les réponses
immunes innées et adaptatives du sujet (von Mutius 2007).

Les études épidémiologiques successives ont montré que 1’hypotheése de 1’hygiene est
constituée d’une interaction complexe de nombreux facteurs. Ainsi, de nombreux travaux sur
des cohortes ont montré, en particulier dans le cas de 1’asthme, que différents phénotypes
existent. Les affections respiratoires ne sont pas toujours associées a 1’allergie. Par contre,
certaines d’entre elles peuvent évoluer vers la chronicité et conduire a une insuffisance

pulmonaire et une hyperréactivité respiratoire. Le deuxiéme facteur compliquant le systéme
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est la cinétique d’exposition. En effet, de nombreux travaux ont clairement montré
I’importance du moment d’exposition au cours de la vie du sujet. Au cours de I’enfance et de
I’adolescence, 1’organisme est encore en développement et en maturation. C’est probablement
au cours de ces moments que certaines expositions ont des effets majeurs sur la maturation du
systéme immunitaire et le développement des maladies allergiques. Néanmoins, un élément
non négligeable reste la génétique de I’individu, notamment pour les prédispositions mais
aussi en interaction avec I’environnement. En effet, un certain nombre d’altérations
génétiques pourraient interagir avec les facteurs de I’environnement pour influencer le

développement de maladies allergiques.

¢) L’hypothése s’élargit

Strachan avait proposé une association inverse entre infections et allergies. Désormais,
I’hypothése va plus loin et englobe toutes les pathologies liées a un dysfonctionnement du
systéeme immunitaire. En effet, des données épidémiologiques ont apporté la preuve que I’on
assistait, depuis environ 50 ans, a une augmentation de I’incidence des maladies autoimmunes
et allergiques dans les pays développés. Parallélement, on observe une diminution de
I’incidence des maladies infectieuses, notamment a cause de 1’utilisation d’antibiotiques, de
vaccins ou plus simplement, de meilleures conditions d’hygiéne et d’un environnement socio-

économique convenable (Figure 15).
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Figure 15: Relation inverse entre I’incidence des maladies infectieuses et celles des désordres
immunologiques de 1959 a 2000. D’aprés Bach JF, New England Journal of Medicine 2002.

Les maladies autoimmunes et allergiques ne sont pas uniformément réparties a la
surface du globe et I’on peut mettre en évidence un gradient nord-sud. Ainsi, I’incidence de

ces pathologies décroit du nord au sud dans I’hémisphére Nord et inversement dans
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I’hémisphere Sud. On observe ce phénoméne pour les cas de sclérose en plaque et de diabéte
de type 1 en Europe mais il se retrouve lorsque 1’on compare Europe et Afrique, et ce bien
que les données épidémiologiques y soient moins bien documentées (Bach 2002, Kagan et al.
2006). On peut se demander si ces différences sont réelles, ou si elles sont dues par exemple a
un mauvais diagnostic de ces pathologies dans des pays moins développés. Néanmoins, il
existe d’autres explications a ce gradient, et notamment génétiques. Une étude a par exemple
montré que I’incidence du diabéte de type 1 est plus importante chez les habitants de la
Sardaigne, comparée aux habitants des régions voisines. Il en est de méme pour les enfants de
sardes ayant migré en Italie continentale (Muntoni et al. 1997).

Un facteur flagrant dans le gradient nord-sud est la différence de statut socio-
économique. Ainsi, différentes études ont trouvé une fréquence diminuée de maladies
immunologiques dans les populations ayant un niveau de vie faible. Dans le Yorkshire et en
Irlande du Nord, il existe une corrélation positive entre la faible incidence du diabéte de type
1 et certains index socio-économiques (chomage, non possession de voitures, familles
nombreuses, locataires vs. propriétaires) (Staines et al. 1997, Patterson et al. 1996). Ainsi, les
niveaux socio-économiques plus faibles et les températures plus élevées, deux facteurs
souvent partagés des pays du sud, pourraient prédisposer les habitants aux infections de
différentes facons, comme un contrdle moins astringent de la contamination microbienne de
I’eau et de la nourriture, un risque accru de la prolifération bactérienne a cause des
températures ¢élevées, et des conditions sanitaires faibles augmentant le risque de
contaminations (Bach 2002).

Par ailleurs, tout comme pour 1’asthme, les infections dans la petite enfance pourraient
protéger des maladies autoimmunes. Ainsi, des enfants allant a la créche et ayant des fréres et
sceurs ainés présentent une incidence du diabéte de type 1 diminuée par rapport a des enfants
uniques n’allant pas a la créche (McKinney et al. 2000). Le fait que les enfants soient en
relation avec d’autres enfants et puissent donc plus facilement étre infectés, est un facteur
bénéfique contre les désordres immunologiques. Au contraire, tous les moyens de lutte contre
ces infections, tels les antibiotiques et les vaccins ont tendance a augmenter les risques de
pathologies immunitaires. Ainsi, une étude a montré un risque accru de maladies allergiques
chez des enfants prédisposés traités par antibiotiques lors de leur premiére année de vie
(Droste et al. 2000).

Toute une panoplie d’études a été réalisée sur le réle de I’environnement et notamment
de la vie en milieu rural vs. urbain. Ainsi, les enfants dont les parents sont fermiers et qui

vivent dans les fermes sont moins sujets aux allergies que d’autres enfants résidant dans la
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méme région mais pas dans des fermes (Braun-Fahrlander et al. 1999). De la méme facon, les
enfants exposés jeunes aux animaux de la ferme et buvant du lait de vache présentent un
risque diminué (Riedler et al. 2001). Cet effet serait notamment di au niveau d’endotoxine
dans la literie plus élevé a la campagne (Braun-Fahrlander et al. 2002).

De toutes ces données ressort un point essentiel : I’importance des infections dans la
diminution du risque de développement de maladies du systéme immunitaire. Tous les
facteurs favorisant la rencontre microbienne sont associés a cette diminution. Mais
I’hypothése de I’hygiéne est-elle réellement une bonne explication pour I’augmentation de
I’incidence des désordres immunologiques ?

Aussi séduisante soit-elle, cette notion fait intervenir différents facteurs qui rendent les
études complexes, notamment a cause des interactions geénes-environnement. De plus, toutes
les infections ne sont pas protectrices. En effet, les infections du tractus respiratoire peuvent
étre des facteurs de risque de la rhinite et de 1’asthme (Arshad et al. 2005, Nafstad et al.
2005). Néanmoins, elle peut permettre une meilleure compréhension des mécanismes
stimulant le systéme immunitaire afin de mieux contrer ses débordements. C’est pourquoi, de
nombreux travaux ont été réalisés sur le role protecteur des infections dans les pathologies du
systéme immunitaire. Dans la suite de 1’exposé, nous nous intéresserons essentiellement a
deux d’entre elles, le diabéte de type 1, une maladie autoimmune et I’asthme, une maladie

allergique.

B. LES PREUVES EPIDEMIOLOGIQUES

Ce type d’¢étude a essentiellement été réalisé¢ pour 1’asthme. En effet, peu de données
épidémiologiques sont disponibles dans le cadre des maladies autoimmunes. Pour celles-ci, on

dispose essentiellement de données sur des modeles animaux.

a) Role des microorganismes et de leurs composés

L’idée que les microbes de I’environnement puissent €tre responsables des effets
protecteurs contre I’allergie a été confortée par des études sur des populations vaccinées ou
infectées avec des mycobactéries. Par exemple, la vaccination avec le bacille de Calmette et
Guerin (BCG) qui contient des mycobactéries dont la virulence a été atténuée, a été associée a
un risque réduit de développer des maladies allergiques. Une étude dans une école japonaise a
révélé une association entre fortes réactions a la tuberculine, de faibles niveaux d’IgE, une
dominance de réponses Thl et la diminution de la prévalence des maladies allergiques

(Shirakawa et al. 1997). La réduction la plus importante était observée chez les enfants
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vaccinés pendant la premicre année de vie. Mais, d’autres observations ont suggéré que
I’exposition naturelle aux mycobactéries pouvait avoir renforcé la réponse anti-tuberculine et
ses effets protecteurs (Aaby et al. 2000). Ces données furent confirmées par les résultats de
I’ISAAC (International Study of Asthma and Allergies in Childhood) sur plus de 200000
enfants. Cette étude montra que 1’augmentation du taux de tuberculose était associée a une
diminution de la rhinite (von Mutius et al. 2000). Par contre, une autre ¢tude a montré qu’il
n’y avait pas d’association entre vaccination BCG et atopie (Alm et al. 1998). Mais, dans ce
travail, furent analysés des enfants avec une atopie héréditaire.

En plus de I’étude de ces microorganismes pathogénes, certaines études se sont
intéressées a 1’effet protecteur de la microflore commensale et des bactéries probiotiques.
Ainsi, une comparaison a été établie entre estoniens, qui développent peu d’allergies et
suédois, dont le taux est plus fort. Les différences observées seraient dues a la microflore
intestinale qui comporte beaucoup plus de Lactobacilles et de Bifidobactéries chez les
estoniens. Ainsi, il a été suggéré qu’un changement dans la flore pouvait moduler I’incidence
de I’atopie (Bjorksten et al. 2001). Des équipes étudient actuellement la possibilité de donner
des probiotiques aux femmes enceintes et aux enfants des leur naissance pour stimuler le
systeme immunitaire et limiter le risque d’allergie. D’autre part, dans certaines populations, la
consommation d’aliments fermentés est un facteur réducteur d’allergie (Alm et al. 1999).

Toutes ces études montrent clairement que la présence de composants microbiens dans
le milieu environnant peut avoir des effets protecteurs sur 1’allergie. Mais le moment de

I’exposition est important et plus il intervient tot dans la vie, meilleure est la protection.

b) Le cas des virus

De nombreux travaux se sont intéressés a l’influence des infections virales dans le
développement ou la protection de I’asthme. Cependant, les résultats sont beaucoup plus
contradictoires. Certains montrent que les infections virales respiratoires sont liées au
développement des maladies allergiques mais les démonstrations ne sont pas concluantes.

Le RSV est considéré comme le microbe responsable de la plupart des symptomes
respiratoires de ’enfant. Cependant, des études plus récentes ont décrit que le rhinovirus
humain (RV) est en fait le pathogeéne le plus fréquent a cet age (Van Benten et al. 2003).
Neéanmoins, le RSV est I’agent responsable de la bronchiolite. Des études épidémiologiques
ont montré que les infections au RSV pouvaient non seulement conduire a des symptomes liés
a I’asthme mais aussi contribuer a la sensibilisation allergique et au développement de

I’asthme. Ainsi, les infections sévéres qui conduisent a une hospitalisation provoquent un
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risque ¢élevé de développer un asthme a long terme (Sigurs et al. 2005). Néanmoins, celles-ci
ne seraient pas liées aux rhinites chroniques qui peuvent se développer pendant les dix
premiéres années de vie (Stein et al. 1999). Par ailleurs, un traitement avec des
immunoglobulines anti-RSV a conduit @ une amélioration de la fonction pulmonaire et un
risque atténué d’atopie chez les enfants traités (Wenzel et al. 2002). Cependant, étant donné
que tous les enfants sont infectés par le RSV pendant les deux premicres années de vie, on
s’apercoit que des facteurs génétiques et environnementaux peuvent moduler ces réponses
(Arruda et al. 2005).

Les infections virales peuvent-elles donc étre protectrices ? Il a été montré que
I’exposition répétée a celles-ci pendant 1’enfance et notamment dans les créches pouvait
réduire le risque de sensibilisation aux allergénes, grace a la diminution des réponses de type
Th2 (Ball et al. 2000). Par ailleurs, la vaccination contre le virus de 1’hépatite B a ét¢ associée
a une diminution du risque de maladies allergiques, alors que ce n’est pas le cas pour
I’hépatite C (Uter et al. 2003). Cependant, la présence d’anticorps anti-hépatite A est
inversement corrélée a I’incidence de I’asthme, de 1’atopie et du rhume des foins (Matricardi
et al. 2000).

Néanmoins, ces études restent tres difficiles a interpréter car elles font intervenir de

multiples parameétres qui ne sont pas toujours contrdlés.

¢) La difficulté de ces études

Les contradictions qui apparaissent dans ces études sont dues aux difficultés d’analyse
des données épidémiologiques. Un parameétre essentiel est la définition de la cohorte. Ainsi,
pour des études sur les paramétres influencant le développement d’allergies, doit-on choisir
des patients prédisposés ou n’ayant pas de passé allergique ? Alors que les infections virales
du tractus respiratoire ont été associées au risque de développement de rhinite et d’asthme
dans les premicres années de vie, ces symptdmes a la petite enfance peuvent également
devenir protecteurs vers 1’age scolaire. Ces contradictions seraient liées a la non prise en
compte d’un facteur important, a savoir ’atopie. La composante allergique d’un syndrome
respiratoire est un élément essentiel. Ainsi, dans deux cohortes, 'une au Royaume-Uni et
I’autre en Allemagne, 1’incidence de la rhinite non-atopique était la méme que celle de la
rhinite atopique a 1’age scolaire (Kurukulaaratchy et al. 2005). Cependant, le facteur de risque
différait significativement entre les deux conditions. Ainsi, la rhinite non atopique a été

associée a des infections pulmonaires récurrentes a 1’age de 2 ans ou aux infections du tractus
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respiratoire, alors que la rhinite atopique était plutot liée aux maladies allergiques de 1’enfant
et de sa famille.

D’autres facteurs importants sont le choix du controle négatif, aussi bien que la taille
de la cohorte. Le nombre d’individus pris en compte peut évidemment modifier les
statistiques de fagon drastique. Ainsi, ces études bien que trés intéressantes sont souvent
complexes a interpréter. C’est pourquoi de nombreux groupes ont choisi d’étudier ces effets

dans des modéeles animaux mieux controlés, notamment au niveau génétique.

C. LA CONTRIBUTION DES MODELES ANIMAUX

Le nombre d’études dans les modeles animaux est assez conséquent, a la fois dans
I’asthme et le diabete de type 1. Ils ont permis de mieux comprendre 1’influence que

pouvaient avoir les infections sur le développement de désordres immunologiques.

a) Infections et asthme

Les modeles animaux d’asthme sont complexes a mettre en place et quelque peu
imparfaits. Néanmoins, de nombreuses études ont été publiées. Le modele le plus
fréquemment utilis¢ est ’allergie a 1’ovalbumine, dans lequel on observe un recrutement
d’éosinophiles dans les poumons, une hausse des IgE et une hyperréactivit¢ pulmonaire,
symptomes proches de ceux de 1’asthme. Le principe est simple, on immunise les souris avec
de ’ovalbumine et de I’alum, et on représente 1’antigeéne a intervalles réguliers (provocation)
pour induire une intolérance.

Ainsi, Tiikenmez et al. observent une diminution des IgE aprés immunisation avec
I’ovalbumine lorsque les souris sont préimmunisées avec Mycobacterium bovis juste apres
leur naissance (Tukenmez et al. 1999). Cet effet est accompagné de changements
histopathologiques atténués (Ozdemir et al. 2003). Les mycobactéries n’influencent pas la
sensibilisation a I’antigéne mais exercent des effets bénéfiques quand elles sont administrées
chez des souris déja immunisées ou qui ont déja développé une inflammation allergique. En
effet, ’administration intranasale de BCG aprés une premiere provocation diminue
I’hyperréactivité pulmonaire, [’eosinophilie et les niveaux d’IL-5 dans les lavages
bronchopulmonaires (Hopfenspirger et al. 2002). D’autres espéces bactériennes sont
¢également protectrices. Ainsi, 1’administration de Listeria monocytogenes (Li et al. 2003),
Propionibacterium acnes (Braga et al. 2003), Bordetella pertussis (Kim et al. 2004b) et
Chlamydia (Han et al. 2004) protégent dans différents modeéles d’asthme.
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Le role bénéfique de la microflore a également été vérifié puisque 1’administration
d’antibiotiques qui modifient sa composition est liée & une augmentation des IgE et des
réponses Th2 (Bashir et al. 2004). De la méme fagon les bactéries probiotiques comme
Lactococcus sont capables de moduler les réponses immunitaires et de protéger du
développement de maladies allergiques (Fujiwara et al. 2004, Repa et al. 2003).

Nous avons pu noter I’effet bénéfique des infections dans les maladies allergiques. En
est-il de méme pour les maladies autoimmunes? En effet, d’aprés les données
épidémiologiques, I’incidence de ces maladies suit celle des maladies allergiques. Néanmoins,
il n’existe pas de travaux étudiant les éventuelles infections de patients atteints de troubles

autoimmuns. Les seules données disponibles ont été apportées par les modéles animaux.

b) Infections et diabéte

Tout comme dans 1’asthme, il existe de nombreux mod¢les. L’un d’entre eux est
particuliérement intéressant car spontané. Il s’agit de la souris NOD qui développe un diabéte
de type 1 a partir de 12 semaines d’age. Ainsi, il a ét€ montré que les mycobactéries €taient
capables d’inhiber le développement du diabete chez cette souris (Harada et al. 1990, Martins
et al. 1999). Un des composés de ces mycobactéries, hsp65 (heat shock protein 65), inhibe
¢galement la pathologie a long terme (Elias et al. 1991). De la méme facon, 1’adjuvant
complet de Freund (CFA) qui contient des extraits mycobactériens protége la souris NOD et
le rat BB, un autre mode¢le de diabéte spontané (Sadelain et al. 1990b, Sadelain et al. 1990a).
De plus, la protection peut étre transférée par des cellules spléniques issues de souris
préalablement traitées par du CFA (Qin et al. 1992).

Les infections parasitaires comme portées par Schistosoma mansoni réduisent
¢également le diabéte (Cooke et al. 1999). Lors du cycle de ce parasite, les ceufs sont déposés
dans le foie ou ils induisent la formation de granulomes caractérisés par la présence d’un
grand nombre d’éosinophiles. Ainsi, ces ceufs, et méme leurs extraits solubles, conférent une

protection totale s’ils sont injectés a 6 semaines d’age (Zaccone et al. 2003).

¢) Les virus, agents déclencheurs ?

Les contradictions dans le réle protecteur des virus se retrouvent également dans ces études
animales. D’ailleurs, certains avancent que ces agents pourraient déclencher les troubles chez
des personnes prédisposées.

Ainsi, des études chez 1’animal, indiquent que ’infection avec le paramyxovirus peut

non seulement induire une bronchiolite aigué mais entraine également une réponse chronique
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avec une hyperréactivité respiratoire conduisant au développement de 1’asthme (Walter et al.
2002). Le virus de la grippe A est lui aussi capable d’induire des symptomes allergiques (Dahl
et al. 2004). Cependant, en fonction du moment d’administration de ce dernier, il peut
¢galement protéger en développant des réponses de type Th1 (Wohlleben et al. 2003).

Il a longtemps été avancé que le diabete de type 1 était déclenché par une infection
virale (Yoon 1991). Mais il semble qu’au final la cause soit beaucoup plus complexe. Bien
que chez I’homme, la corrélation soit difficile & démontrer, un certain nombre de virus sont
capables d’induire le diabeéte chez 1’animal. Ainsi, le virus de 1’encéphalomyélite (EMCV)
induit un diabéte chez différentes souches de souris (Craighead et al. 1968). L’effet semble
étre li¢ a un effet cytolytique du virus. Par ailleurs, des souris transgéniques dont les cellules
pancréatiques expriment la glycoprotéine du LCMV ou I’hémagglutinine du virus de la grippe
développent un diabéte apres infection virale (Oldstone et al. 1991, Roman et al. 1990). Une
des hypotheses du réle déclenchant de ces virus est le mimétisme moléculaire. En effet, la
ressemblance entre un antigéne exogeéne et un autoantigéne du soi pourrait entrainer une
réaction contre I’organisme. Ainsi, dans le cas du diabéte de type 1, les protéines virales
pourraient partager une séquence avec les autoantigeénes des cellules B, ce qui entrainerait une
perte de tolérance vis-a-vis du soi.

Le role des virus demeure encore complexe a définir. Il est probable qu’en fonction du

moment de I’infection et de I’environnement immunologique, les effets soient variables.

Ainsi, les infections peuvent avoir un rdle protecteur contre les troubles
immunologiques. Evidemment, cette loi n’est pas universelle et les réponses varient en
fonction des agents mis en jeu. Parmi les récepteurs détectant les infections, les TLR sont en
premiére ligne pour moduler ces désordres immunologiques. Ainsi, quelques études ont
commencé a s’intéresser aux réponses que des structures purifiées de pathogenes pouvaient

induire et a la modulation de la balance Th1/Th2 qui en découle.

2. LESTLR EN SITUATION PATHOLOGIQUE
De plus en plus d’études soulignent le role des TLR dans la réponse immune mais
¢galement dans différentes pathologies. En effet, tout comme les infections précédemment, ils
peuvent moduler les réponses et apporter une protection. Ainsi, différents travaux chez

I’homme et la souris ont permis d’apporter une dimension régulatrice a ces molécules.
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A. LEPOTENTIEL MODULATEUR DES TLR

Pour étudier le phénomeéne, plusieurs stratégies ont ¢té¢ mises en place : (1) ’analyse
de I’association entre polymorphismes TLR et pathologies, (2) la description de I’implication
de ces récepteurs grace a des souris déficientes et (3) la stimulation des TLR au sein de

modeéles animaux.

a) Polymorphisme et désordres immunologiques

Beaucoup de travaux se sont intéressés a TLR4. Bien que les premiéres études n’aient
pas démontré d’associations entre polymorphisme et développement de maladies allergiques,
elles soulignerent le role de celui-ci dans la sévérité de ces désordres (Raby et al. 2002, Yang
et al. 2004a). Néanmoins, le polymorphisme TLR4 (Asp299Gly) a été corrélé a une
augmentation de 1’incidence de 1’asthme chez les enfants suédois et a une augmentation plus
générale de ’atopie chez les enfants asthmatiques (Fageras et al. 2004, Yang et al. 2004a).
D’une fagon intéressante, une étude a montré que le polymorphisme du corécepteur de TLR4,
CD14 est associ¢ chez I’adulte a un risque réduit d’asthme avec des niveaux limités d’IgE
(Sharma et al. 2004).

Par ailleurs, un polymorphisme de TLR2 peut étre associé a une augmentation du
risque de développer de I’asthme et des allergies chez les enfants de fermiers (Ahmad-Nejad
et al. 2004, Eder et al. 2004). Par contre, il n’existe pas d’association dans une étude sur une
population japonaise (Noguchi et al. 2004). Parmi, les récepteurs associés a TLR2, la
modification Ser249Pro sur TLR6 a été corrélée a une diminution du risque asthmatique dans
une population afro-américaine (Tantisira et al. 2004). TLRY, par contre a été associ¢ a une
augmentation du risque d’asthme chez des ethnies américaines (Lazarus et al. 2003).
Cependant, ce résultat n’a pas été retrouvé dans la population japonaise (Noguchi et al. 2004).
Par contre, deux polymorphismes de TLR10 ont été associés a un risque accru d’asthme
(Lazarus et al. 2004).

Ce type de travail a également été réalisé dans le diabéte mais c’est encore un domaine
d’investigation peu développé au regard de ce qui se fait dans [l’asthme. Ainsi, un
polymorphisme de TLR3 a été associé¢ chez une population noire sud-africaine atteinte de
diabete de type 1 (Pirie et al. 2005a). Par contre, aucune association entre polymorphisme
TLR2 et TLR4 n’a pu étre trouvée chez des patients basques atteints de diabéte (Santin et al.
2006b). Cependant, dans une population coréenne, une modification de TLR2 entraine une
protection contre la maladie (Park et al. 2004). Par ailleurs, un polymorphisme de TLR4 a été
rattaché a une diminution du diabéte de type 2 (Rudofsky, Jr. et al. 2004).
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Les associations entre polymorphismes et pathologies sont difficiles a analyser. En
effet, le plus souvent, les corrélations positives ne sont attestées que dans des ethnies
particulicres, trés restreintes. Ainsi, la composante génétique semble essentielle. C’est
pourquoi il est peut-&tre plus facile d’évaluer ces points dans des populations avec peu de
brassages génétiques. Les études dans des modéles animaux ont donc permis d’étayer les

connaissances dans le domaine.

b) TLR et modéles d’asthme

Tout comme les ¢tudes précédentes, les travaux sur les traitements de souris par des
agonistes TLR ont apporté leur lot de contradictions. Ainsi, on savait depuis longtemps que le
LPS d’Escherichia coli, un ligand de TLR4, augmentait la synthése d’IgE in vitro chez la
souris et, d’un autre coté, inhibait le développement de I’asthme chez le rat (Purkerson et al.
1994). Ce role protecteur fut ensuite confirmé chez la souris (Gerhold et al. 2003, Gerhold et
al. 2002). Cependant, son action était fortement dépendante de la cinétique de traitement par
rapport a celle de ’allergéne. Ainsi, le LPS administré aprés I’immunisation entrainait un
effet protecteur, alors qu’il exacerbait la maladie s’il était injecté alors que le phénotype
asthmatique était établi. Néanmoins, le LPS pouvant étre toxique, d’autres molécules ont été
proposées. Ainsi, le lipide A, molécule issue du LPS de Salmonella minnesota R595, a été
proposé pour ses effets modulateurs moins toxiques (100 a 10000 fois moins que le LPS) et
fait ’objet de nombreuses investigations en thérapie (Kaisho et al. 2004).

Par ailleurs, ’activation de TLR2 par son ligand synthétique, le Pam3;Cys induit une
forte réponse Th2 qui aggrave I’asthme expérimental (Redecke et al. 2004). Néanmoins, une
deuxiéme étude a conféré un caractére protecteur a ce méme agoniste (Patel et al. 2005). Ces
contradictions pourraient s’expliquer par les différentes souches de souris utilisées mais
¢galement par la cinétique de traitement. En effet, cet agoniste de TLR2 est administré
pendant la phase d’immunisation dans la premicre étude, alors qu’il est délivré pendant la
provocation dans le deuxiéme travail.

Beaucoup de travaux ont porté sur TLRO. En effet, sa stimulation par des ODN CpG
induit une forte réponse Thl qui inhibe le phénotype allergique, ainsi, I’ADN CpG fut une des
premiéres substances testée pour ses effets thérapeutiques dans les modeles animaux
d’allergie. Ainsi, un traitement par ce produit juste aprés I’immunisation, est tres efficace pour
atténuer les réactions d’hypersensibilit¢é comme I’asthme, la conjonctivite allergique et la

rhinite allergique (Horner et al. 2001). Utilis¢ comme adjuvant avec ’allergéne, il permet un
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effet anti-allergique. On observe alors une augmentation de I’effet protecteur quand I’ADN
CpG est administré avec 1’allergene (Tighe et al. 2000, Horner et al. 2001).

Par ailleurs, les agonistes de TLR7 et 8 de la famille des imidazoquinolines, a savoir
Imiquimod et Resiquimod (R848), ont ét¢ montrés comme protecteurs dans I’asthme (Jin et
al. 2006, Quarcoo et al. 2004, Moisan et al. 2006). Ainsi, deux articles ont montré chez deux
souches de souris différentes qu’un traitement par le R848 inhibe I’'inflammation et
I’hyperréactivité des voies respiratoires en modulant 1’augmentation des réponses Th2
(Quarcoo et al. 2004). Récemment, cet agoniste a prouvé son efficacité a long terme dans un
modele d’asthme chronique en inhibant le remodelage des voies respiratoires (Camateros et

al. 2007).

¢) TLR dans le diabéte

Quelques réponses ont ¢galement été apportées dans le diabéte. Néanmoins, le nombre
d’études reste encore limité. Il en existe qui conférent aux TLR un réle protecteur mais
d’autres qui soulignent leur réle déclencheur.

Ainsi, un des composés des mycobactéries, la protéine Hsp65 protége les souris NOD
du développement du diabete de type 1 a long terme (Elias et al. 1991). L’homme posséde un
homologue de cette protéine, connu sous le nom d’Hsp60. D’une manicre intéressante, le
peptide p277 dérivé de Hsp60 confere une protection équivalente (Quintana et al. 2000).
L’action protectrice de ce dernier serait liée a sa capacité d’orienter la réponse vers le
phénotype Th2. De plus, hsp60 est un agoniste de TLR2 et TLR4 (Ohashi et al. 2000, Vabulas
et al. 2001). Le peptide p277 actuellement en essai clinique de phase III est capable de
maintenir une production d’insuline qui limite son apport exogéne (Raz et al. 2001).
Cependant, au cours de cette étude, le vecteur vide utilisé en tant que controle de celui
contenant le peptide p277 conférait également une protection. Ainsi, fut souligné le role
protecteur de I’ADN dans ce mod¢le. Néanmoins, une étude ultérieure contraria ces résultats
puisqu’il fut prouvé que 1I’administration de différentes classes d’ODN CpG ne parvenait pas
a protéger les souris du diabéte (Lee et al. 2005).

La plupart des travaux décrits dans la littérature se sont plutdt intéressés au
développement des maladies autoimmunes et, notamment au role des virus. Ainsi, dans un
modele d’¢tude du diabéte, 1’utilisation d’une souris transgénique exprimant une
glycoprotéine du LCMV (lymphocytic choriomeningitidis virus) sous le controle du
promoteur de I’insuline de rat a permis de montrer un développement de la maladie quand elle

¢tait traitée par le Poly(I :C) (Lang et al. 2005). De la méme fagon, le traitement d’un autre
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modele de souris transgénique par cette molécule déclenchait le diabéte alors que le LPS, le
peptidoglycane et les ODN CpG n’y parvenaient pas (Wen et al. 2004).

Outre les virus et leurs constituants agonistes des TLR, certaines autres molécules ont
¢t¢ impliquées dans le développement de maladies autoimmunes, notamment par
I’intermédiaire des lymphocytes B. Ainsi, Leadbetter et al. ont démontré que I’activation
simultanée du BCR (B cell receptor) et de TLR9 sur les B rendaient une sous-classe
d’immunoglobulines (IgG2a) reconnaissable par ces cellules comme non-soi (Leadbetter et al.
2002). Ainsi, la présence d’IgG2a anti-ADN a faible taux pourrait étre suffisante pour
déclencher une réponse autoréactive exacerbée.

Récemment, une incidence de diabéte retardée chez les souris NOD déficientes pour
TLR2 a été observée, montrant que ce récepteur est impliqué dans I’initiation de la maladie.
Ainsi, les cellules B en apoptose stimuleraient les cellules T diabétogenes via TLR2 (Kim et
al. 2007). Le rdle protecteur des TLR dans le diabéte est encore controversé mais il existe
quelques éléments dans la littérature suggérant que I’administration de leurs agonistes au bon

moment pourrait moduler la réponse autoimmune.

B. CIBLES CELLULAIRES ET MOLECULAIRES DANS L.’ ASTHME

L’asthme est une maladie immunologique dont I’incidence n’a cessé de croitre tout au
long des vingt derniéres années. Dans les pays industrialisés, elle a presque doublé depuis
1980. En France, on compte 3,5 millions d’asthmatiques, dont un tiers a moins de 15 ans.
L’asthme est trés souvent d’origine allergique. Selon les derniéres études épidémiologiques,
80% des asthmes de I’enfant et 50% de ceux de I’adulte ont cette origine. Ainsi, les
recherches s’orientent de plus en plus vers les mécanismes liés a ces réponses
immunologiques, afin de trouver de nouveaux traitements.

C’est pourquoi, avant de nous intéresser a 1’action potentielle des TLR dans ce
modele, nous allons essayer de comprendre ces réponses asthmatiques et de décrire les
différents acteurs sur lesquels on peut agir pour contrer le phénotype allergique. Pourquoi se

développe une réponse asthmatique ? Quels sont les principaux événements ?

a) Aspects immunologiques de la réponse asthmatique

L’asthme est causé par des facteurs environnementaux, tels 1’exposition aux antigeénes
et les infections, chez des individus prédisposés génétiquement. Il est estimé qu’au moins une

dizaine de genes polymorphiques régule I’asthme, en contrdlant la réponse inflammatoire, les
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IgE, la production de cytokines et chimiokines ainsi que la fonction respiratoire et le

remodelage des voies aériennes (Cookson 1999).

@ Quand respirer devient difficile : causes physiologiques

Les manifestations cliniques de 1’asthme sont le résultat de trois événements
physiopathologiques sur les voies respiratoires : obstruction réversible, réponse bronchique a
des stimuli physiques et chimiques augmentée (hyperréactivité respiratoire) et inflammation
(McFadden, Jr. et al. 1992).

L’obstruction et 1’hyperréactivité respiratoires sont dues a un certain nombre de
processus pathologiques. Ainsi, le lumen des voies respiratoires se rétrécit a cause de 1’cedéme
qui touche la membrane de celles-ci, a I’infiltration des leucocytes et & I’hypertrophie et la
contraction du muscle lisse. De plus, la forte production de mucus par les cellules gobelet de
I’épithélium bronchique renforce cette obstruction (O'Riordan et al. 1992). Des changements
mineurs dans le diameétre de ces voies diminuent le flux d’air et augmentent leur résistance
(Wiggs et al. 1992). L’¢lasticité pulmonaire se réduit. La réversion partielle ou totale de cette
obstruction soit spontanément, soit aprés thérapie bronchodilatatrice est tout d’abord due aux
effets sur la contraction du muscle lisse.

Des études histologiques des voies respiratoires ont apporté trés tot des informations
quant aux événements se déroulant dans les poumons. Ainsi, elles révélérent une
desquamation étendue de 1’épithélium, une hypertrophie des cellules gobelet, des glandes
muqueuses et du muscle lisse. On observa également une accumulation de mucus,
d’éosinophiles, de protéines dérivées de ces derniers et de cellules mononucléées

principalement des lymphocytes (Saetta et al. 1991).

@ Cascade allergique
La réaction d’asthme se déroule en trois phases appelées phase d’induction, réaction
asthmatique précoce et réaction asthmatique tardive. Chacune de ces phases est caractérisée
par la production de nombreux médiateurs. Les causes de cette maladie demeurent inconnues

mais certains facteurs environnementaux 1’influencent (Figure 16).
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Figure 16 : Représentation schématique de la pathophysiologie de I’asthme. Une gamme de facteurs
environnementaux interagit avec 1’épithélium et les cellules dendritiques pour diriger une réponse
inflammatoire Th2, avec une activation des mastocytes et un recrutement d’éosinophiles, basophiles et
neutrophiles. Les facteurs de croissance et les cytokines de ces cellules activent également les
fibroblastes afin de réorganiser la matrice extracellulaire permettant le remodelage des voies aériennes,
leur rétrécissement et les symptomes de I’asthme. Les dommages a 1’épithélium avec les cytokines et
les facteurs de croissance soutiennent 1’inflammation. D’aprés S.T. Holgate Trends in immunology
2007.

La maladie se développe suivant une cascade d’événements allergiques. Pendant la
phase d’induction, les allergénes inhalés qui échappent a 1’élimination mucociliaire sont pris
en charge par les CPA qui sont distribuées tout le long du tractus respiratoire de la muqueuse
nasale aux poumons. Ces cellules migrent ensuite vers les ganglions lymphatiques ou les
antigénes sont apprétés et présentés aux lymphocytes T et B (Holt 2000). L’activation des
cellules T helper (Th) par les APC conduit a la production de cytokines variées qui régulent la
commutation de classe des lymphocytes B pour leur production d’IgE (Corry et al. 1999). Les
cytokines produites sont nombreuses : IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13,
IL-18, IFN-y, TNF-a, TNF- et GM-CSF. Parmi celles-ci, L’IL-4, I’IL-5, I’'IL-9 et I’IL-13
sont les plus importantes dans le développement de I’asthme (Kay 2003). L’IL-4 et I’IL-13
jouent un réle dans la production des IgE, et en coopération avec I’IL-9, sont importantes pour
le développement des mastocytes, la surproduction de mucus et I’hyperréactivité respiratoire.

L’IL-5, quant a elle, joue un réle dans I’accumulation des €osinophiles.
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Vient ensuite la réaction asthmatique précoce ou le type cellulaire crucial est le
mastocyte (Venkatesha et al. 2005). Une fois synthétisées, les IgE circulent dans le sang avant
de se lier au récepteur de haute affinité FceRI porté par les mastocytes dans les tissus et les
basophiles du sang périphérique. Aprés réexposition, les allergénes se lient directement aux
IgE liées a la membrane du mastocyte causant l’activation des voies de signalisation
conduisant a la sécrétion de médiateurs préformés tels I’histamine, a la synthése des
prostaglandines et leucotriénes et a la transcription de cytokines (TNF-a) et facteurs de
croissance (Vascular endothelial growth factor (VEGF)) (Turner et al. 1999). Une fois
sécrétée, 1’histamine exerce un effet sur le muscle lisse (contraction), les cellules
endothéliales, la perméabilité¢ des capillaires, les terminaisons nerveuses et la sécrétion de
mucus (Bloemen et al. 2007). Les prostaglandines et les leucotriénes ont une action variée
dans I’asthme comme le recrutement de cellules inflammatoires, la bronchoconstriction et la
sécrétion de mucus. Le TNF-a, quant a lui, augmente I’expression des molécules d’adhésion
¢épithéliales et endothéliales et I’hyperréactivité respiratoire. Les mastocytes produisent
¢galement une large gamme d’autres cytokines (IL-3, GM-CSF, IL-5, IL-6, IL-8, IL-16) et
chimiokines (Macrophage inflammatory protein-loc (MIP-1a), Monocyte chemotactic
protein-1 (MCP-1) et eotaxin-1) permettant le recrutement et la survie d’autres types
cellulaires, notamment des éosinophiles (Bradding et al. 2006, Prussin et al. 2006). En
collaboration avec les mastocytes, les basophiles jouent également un role précoce dans la
réponse.

Arrive alors la phase de réaction asthmatique tardive, caractérisée par une
inflammation excessive des voies respiratoires qui résulte de changements structurels induits
par les différents médiateurs dérivés des cellules inflammatoires, telles les €osinophiles,
neutrophiles, cellules T, macrophages, cellules dendritiques, cellules endothéliales, cellules du

muscle lisse et cellules épithéliales bronchiques.

® Des cellules au service de I’inflammation
Les éosinophiles occupent un role central dans cette inflammation. Ils peuvent étre
activés par un certain nombre de facteurs incluant IL-3, IL-5, GM-CSF, les chimiokines
CCL2, CCL3, CCLS5, CCL7, CCL8, CCL11, CCL13 et le facteur d’activation des plaquettes
(PAF) (Prussin et al. 2006). Ce phénomeéne conduit a la production des protéines MBP (major
basic protein), ECP (eosinophil cationic protein), EDN (eosinophil-derived neurotoxin) et EP

(eosinophil peroxydase) (Pearlman 1999). Ensemble, ces molécules peuvent infliger des
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dommages aux cellules endothéliales des voies respiratoires, a la matrice extracellulaire et aux
neurones et contribuer au développement d’une inflammation excessive, notamment via la
production de grandes quantités de radicaux libres (Maddox et al. 2002).

Les neutrophiles par la production de leurs médiateurs (leucotriénes, protéases,
produits anti-microbiens, radicaux libres, oxyde nitrique) jouent également un rdle important
en favorisant le rétrécissement des voies respiratoires, la sécrétion de mucus et la réponse des
cellules du muscle lisse (Gibson et al. 2001).

Les lymphocytes T, notamment Th2 sont impliquées dans la pathologie asthmatique
par la sécrétion des cytokines IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13 et GM-CSF qui jouent
un role dans les effets inflammatoires. Pendant la phase d’induction, les cytokines Th2 sont
responsables de la production des IgE, par contre, dans les stades tardifs de la maladie, elles
contribuent a I’inflammation. La production des chimiokines CCL1, CCL2, CCL11 et CCL17
(thymus and activation-regulated chemokine (TARC)) par ces cellules amplifie le recrutement
des cellules CD4" Th2 (Teran 2000).

Les macrophages et les cellules dendritiques, bien qu’ils jouent un role au tout début
dans la présentation de 1’allergeéne, sont également importants pour le recrutement des cellules
inflammatoires par la production de molécules du type de celles décrites précédemment. Par
ailleurs, les cellules endothéliales, en exprimant en plus des molécules d’adhésion favorisent
I’arrét et Dinfiltration des cellules, contribuant a une augmentation de I’inflammation

(Bloemen et al. 2007).

@ Le remodelage des voies respiratoires
L’inflammation des voies respiratoires peut conduire a leur restructuration, a savoir un
¢épaississement de la membrane, une fibrose subépithéliale, une métaplasie, une hypertrophie
et une hyperplasie de leurs cellules, une rupture du cartilage et une angiogenése (Black et al.

2002) (Figure 17).
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Figure 17 : Quelques paramétres histologiques caractéristiques de 1’asthme allergique chez 1’animal.
(A) Sections pulmonaires colorées a I’hématoxyline et 1’éosine 48 heures aprés provocation avec du
PBS ou de 'OVA ou l'on observe une forte infiltration cellulaire dans le groupe traité. (B)
Epaississement du muscle lisse (coloration de I’actine-o. en rouge) chez le groupe traité par ’OVA.
(C) Hyperplasie des cellules gobelet (en magenta, colorées par I’acide de Schiff périodique (PAS+)).
D’apres P. Camateros American Journal of respiratory and critical care medicine 2007.

Différents facteurs solubles contribuent a ce remodelage, notamment les
metalloprotéinases (MMP) sécrétées par les cellules inflammatoires, qui participent a la
réorganisation de la matrice extracellulaire (MEC), mais aussi a I’altération de I’angiogenése
et aux processus d’hyperplasie des muscles lisses (Nagase et al. 1999). La production du

TGF-B par les macrophages, les cellules ¢épithéliales, les éosinophiles stimulent les
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fibroblastes a produire de nombreuses protéines de la MEC et diminue la synthése de
plusieurs MMP (Ignotz et al. 1986).

L’IL-4 et I’'IL-13 ont des effets similaires au TGF. Ainsi, I’activation des fibroblastes
du poumon est associée a une augmentation du dépdt de collagéne et de fibronectine causant
un épaississement de la membrane basale et ’apparition d’une fibrose subépithéliale diffuse
(Doucet et al. 1998). Les chimiokines sont ¢galement impliquées dans ce phénoméne. Ainsi,
CCL2 provoque la sécrétion de TGF-f, le dépot de collageéne par les fibroblastes du poumon
et le recrutement des cellules Th2 (Gharaee-Kermani et al. 1996, Carr et al. 1994).

Par ailleurs, les autres molécules sécrétées par les cellules inflammatoires, telles le
VEGF, les prostaglandines, les leucotrienes participent également a ce remodelage,

augmentant ainsi la pathologie.

b) Régulation et potentiel thérapeutique

Les maladies allergiques sont causées par des réponses Th2 exagérées chez des
individus prédisposés génétiquement. Ainsi, le principal mécanisme protecteur sera de contrer
ces réponses, soit en activant des réactions Thl qui inhiberont les Th2 ou en bloquant les

cellules Th2.

@ Modulation de la balance Th1/Th2

En effet, les cellules Thl sont capables de réguler négativement les réponses Th2 en
inhibant le développement et la prolifération des cellules Th2 et en modulant la production
d’IgE réciproquement par I’IL-4 et ’'IFN-y (Mosmann et al. 1989). Des clones de cellules T
spécifiques de D’antigene dérivés du sang périphérique d’individus non allergiques sont
capables de produire des cytokines Thl (Wierenga et al. 1991, Marshall et al. 1993). Par
ailleurs, des patients avec une sclérose multiple, une maladie autoimmune caractérisée par la
surproduction de cytokines Thl par les cellules T spécifiques de la myéline et par une forte
capacité de production d’IL-12, sont protégés du développement de 1’allergie (Oro et al. 1996,
Tang et al. 1998). Enfin, I’administration intra trachéale d’IL-12, ou d’IL-12 plus IL-18 inhibe
le développement de maladies allergiques et de I’hyperréactivité respiratoire (Gavett et al.
1995, Hofstra et al. 1998).

Néanmoins, ces réponses Thl ne sont pas toujours protectrices et peuvent méme
exacerber I’asthme. Ainsi, les cellules T spécifiques de I’antigéne dans le sang périphérique et

les poumons des patients asthmatiques produisent ¢galement I’TFN-y qui semble contribuer a
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la sévérité de la maladie (Corrigan et al. 1990, Cembrzynska-Nowak et al. 1993). De plus, le
transfert adoptif de cellules Thl chez la souris ne contre pas les cellules effectrices Th2 mais
génere plutdt des réponses inflammatoires dans les poumons (Hansen et al. 1999). Par
ailleurs, a I’inverse des patients asthmatiques, les individus non allergiques sont caractérisés
par I’absence d’inflammation et de cellules Thl dans les poumons. Ces résultats suggérent
que d’autres mécanismes régulateurs, distincts de 1’orientation des réponses vers le phénotype
Thl, sont aussi impliqués dans la suppression de I’inflammation et la protection contre les
maladies allergiques.

Pour mieux comprendre et caractériser la nature de ces réponses, trois approches
expérimentales ont été mises en place. La premicre a ét¢ d’examiner les modeles animaux de
tolérance aux antigénes exogenes. La deuxieme a étudié les individus non-allergiques qui ont
été exposés aux allergeénes et caractérisé les réponses induites. Enfin, la troisiéme s’est
intéressée aux mécanismes immunologiques induits par les immunothérapies avec des
allergénes pour traiter les patients. Grace a ces trois approches, les modéles expérimentaux
ont souligné le role inhibiteur des lymphocytes T régulateurs dans le développement de

[’asthme.

@ Le role des lymphocytes T régulateurs

Différents sous-types de lymphocytes T régulateurs (Treg) ont été décrits, incluant
ceux qui se développent dans le thymus, également appelés Treg naturels CD25", et ceux qui
se forment en périphérie, les Treg inductibles.

Les Treg dits naturels se développent dans le thymus et constituent 5 a 10% des
lymphocytes CD4" de la périphérie. Ces cellules expriment constitutivement la molécule
CD25 (récepteur de I'IL-2), la molécule CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen-4), le
GITR (glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor) et le facteur de transcription
Foxp3 (forkhead box protein 3) (Sakaguchi 2005). Néanmoins, le marqueur CD25 n’est pas
spécifique de ces cellules car il est aussi largement exprimé par les CD4 " activés, tout comme
GITR et CTLA-4. Cependant, le marqueur Foxp3 est assez restreint a ce sous-type cellulaire
et correle avec leur capacité suppressive, au moins chez la souris (Fontenot et al. 2003a). Ces
cellules se développent dans le thymus probablement par des mécanismes qui impliquent des
interactions TCR-ligand et d’autres signaux additionnels encore peu élucidés, mais distincts
de ceux nécessaires pour la sélection des lymphocytes T non-régulateurs (van Santen et al.
2004). Le répertoire TCR et la spécificité des Treg sont communs avec ceux des lymphocytes

T non-régulateurs, et une large proportion des TCR des Treg sont auto-réactifs (Hsieh et al.
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2004). Le mécanisme de sélection positive des Treg dans le thymus ne semble pas impliquer
le géene AIRE (autoimmune regulator) qui serait plutdt impliqué dans la délétion clonale des
thymocytes auto-réactifs et non dans la sélection positive des Treg (Anderson et al. 2005). Par
contre, un facteur qui peut étre important dans ce phénomene est le facteur TSLP (thymic
stromal lymphopoietin) fortement exprimé par les corpuscules de Hassall dans la medulla
thymique qui induit I’expression de Foxp3 par les thymocytes et I’expansion de ces derniers
(Watanabe et al. 2005). Ce mécanisme est valable pour 1’émergence des Treg naturels, par
contre on ne sait pas comment se développent les Treg inductibles en périphérie.

Dans la régulation de I’allergie chez les modéles murins, les cellules CD4" (CD25" et
CD25") sont capables de supprimer la production d’IgE spécifique de 1’antigéne (Curotto de
Lafaille et al. 2001). Par ailleurs, 1’eosinophilie pulmonaire et 1I’hyperréactivité respiratoire
sont abrogées chez des souris déficientes pour les lymphocytes T (Gavett et al. 1994). Parmi
ces cellules, les Treg ont un rdle bénéfique sur le controle de la réponse asthmatique. Ainsi,
des études ont montré que des lymphocytes Treg CD4 'CD25" isolés de patients avec une
rhinite présentaient une diminution de leur capacité a supprimer la prolifération et la
production d’IL-5 des cellules T comparé a des contrdles sains (Ling et al. 2004). De plus, des
travaux chez la souris ont décrit que le transfert adoptif de CD4" de type Th2 aprés dépletion
en CD4'CD25", augmentait 1’éosinophilie (Jaffar et al. 2004). Plusieurs études ont été
réalisées en utilisant la souris double transgénique DO11.10 qui posséde des lymphocytes T
exprimant un récepteur spécifique de 'OVA qui est ciblée dans 1’épithélium pulmonaire
(Hadeiba et al. 2003). Cette souris comporte également des infiltrats de cellules CD4 'CD25"
dans les poumons sont capables de prévenir la prolifération des CD4 CD25 in vitro. Un
travail a par la suite montré que le transfert de cellules CD4'CD25" provenant de cette souris
inhibait 1’hyperréactivité respiratoire, 1’éosinophilie et les réponses de type Th2, de fagon
dépendante de I'[L-10 (Kearley et al. 2005). Dans un modéle d’infection chronique par
I’helminthe Heligmosomoides polygyrus, le nombre de CD25Foxp3™ est largement
augmenté, ce qui entraine une réduction de I’inflammation des voies respiratoires (Wilson et
al. 2005). Néanmoins, les mécanismes par lesquels ces cellules exercent leur capacité
suppressive restent peu connus. En effet, le transfert de ces cellules provenant de souris
infectés par H. polygyrus de type sauvage ou déficientes pour I’IL-10 confére toujours la
protection. Il est cependant possible que 1’augmentation de la fréquence des Treg puisse
prévenir cette maladie.

A la différence des effets des Treg naturels non spécifiques de I’allergene, les Treg dits

« induits » limiteraient les réponses allergiques par des actions spécifiques de 1’allergene. Les
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mécanismes d’émergence de ces cellules restent cependant peu clairs. On pense que le
déclenchement de 1’allergie pourrait étre dii a un développement insuffisant des Treg induits

spécifiques de I’allergéne (Umetsu et al. 2002).

® L’implication des lymphocytes NKT

Un autre type cellulaire exprimant CD25 et ayant une activité régulatrice est le
lymphocyte NKT (Natural Killer T). Il constitue une sous-population de lymphocytes qui
exprime a la fois des marqueurs de T et de NK. Les cellules NKT sont soit CD4", soit CD4"
CDS8" et une petite population de NKT humains est CD8". Ils expriment un TCRa avec une
chaine a invariante. Chez la souris, le TCR est de type Va14Ja18 qui s’associe a V38.2 alors
que chez ’homme, ils expriment la chaine Va24Ja18 associée a VP11 (Park et al. 2000,
Bendelac et al. 1997). Les NKT répondent a des antigénes glycolipidiques présentés par la
molécule CMH de classe I non polymorphique CD1d, en produisant rapidement de grandes
quantités de cytokines telles I’'IL-4, I’'IL-13, I’IL-10 et I’'IFN-y (Park et al. 2000). Les cellules
NKT sont activées par un ligand issu d’éponges marines, I’a-Galactosylcéramide (o-GalCer)
présenté par le CD1d et produisent de larges quantités d’IL-4 et d’IFN-y. La surexpression de
la chaine Val4Jal8 du TCR chez la souris induit une augmentation de 10 fois de la
production d’IL-4 par les cellules CD4" aprés stimulation par I’anti-CD3 avec un
accroissement de la sécrétion des IgE et IgGl (Bendelac et al. 1996). Ces observations
montrent que les NKT peuvent étre impliqués dans le développement des réponses Th2.
Cependant, les mécanismes précis d’activation des NKT et leurs ligands sont peu connus.

Par la production rapide de cytokines, ces cellules peuvent soit inhiber, soit amplifier
les réponses immunes. En effet, il existe de nombreuses situations au cours desquelles les
cellules NKT augmentent les réponses comme lors d’infections par Borrelia burgdorferi,
Cryptococcus neoformans, Plasmodium falciparum et Leishmania major, ou ils amplifient la
défense de I’hote (Kumar et al. 2000, Kawakami et al. 2001, Schofield et al. 1999, Duthie et
al. 2002, Ishikawa et al. 2000). Ces lymphocytes présentent également des fonctions anti-
tumorales (Swann et al. 2004). Néanmoins, ces effets proinflammatoires peuvent contribuer
aux inflammations et a des pathologies, comme I’exarcerbation de I’asthme. En effet, les
souris déficientes pour les cellules NKT peinent a développer un asthme allergique (Akbari et
al. 2003, Lisbonne et al. 2003, Bilenki et al. 2004). Ainsi, ils auraient un réle dans le
développement de la pathologie. Néanmoins, une fois activés par I’a-GalCer, ils inhibent le

déclenchement de I’asthme (Morishima et al. 2005, Matsuda et al. 2005, Hachem et al. 2005).
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Cependant, d’autres études ont montré que chez les souris déficientes pour la [(2-
microglobuline, qui n’exprime ni les molécules du CMH I y compris le CD1d, ni les cellules
CDS8 et NKT, I’hyperréactivité n’est pas affectée (Zhang et al. 1996). Ainsi, le rdle spécifique
des lymphocytes NKT dans le développement de I’asthme est complexe. En effet, leur action
dans le déclenchement de la réponse asthmatique dépendra de leur statut d’activation mais

aussi des collaborations avec les T conventionnelles.

C. MODULATION DANS LE DIABETE DE TYPE 1

Le diabéte de type 1, également connu sous le nom de diabéte insulino-dépendant, est
une maladie autoimmune modulée par les lymphocytes T. Le symptome majeur est

I’hyperglycémie a la suite de la destruction des cellules  du pancréas productrices d’insuline.

a) La cellule B cible de toutes les attaques

Le développement du diabéte de type 1 est sous contréle polygénique, avec un rdle
majeur des genes de CMH de classe II dans la détermination de la résistance ou de la
sensibilité a la maladie (Todd 1997). Des études immunohistologiques du pancréas d’animaux
diabétiques ont révélé que la maladie était portée par les cellules de type Thl mais que les
CDS8" et le macrophages participaient également a son développement (O'Reilly et al. 1991,
Miyazaki et al. 1985). On assiste ainsi a une infiltration rapide et massive du pancréas par ces

trois types cellulaires et la cellule 3 est la cible d’un grand nombre d’attaques (Figure 18).

Figure 18 : L’infiltration inflammatoire et son contr6le dans le pancréas diabétique. De nombreux
types cellulaires et produits sont retrouvés dans les infiltrats inflammatoires du pancréas diabétique, et
de nombreuses cellules peuvent réguler cette réponse. La destruction des cellules b peut se faire via
des cytokines, des interactions Fas-FasL ou par la perforine et granzymes. Treg, regulatory T cell.
D’apres A. Cooke, Nature Immunology 2001.
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Par contre, les modalités de sa destruction, par contact direct avec les lymphocytes T
CD8 ou indirectement par les dommages dus aux cytokines, sont encore peu claires.
Différentes études ont prouvé que les cellules B étaient trés sensibles a I’action des cytokines
pro-inflammatoires telles I'IFN-y, le TNF-a et I'ITL-1 (Campbell et al. 1985, Yang et al. 1994,
Mandrup-Poulsen et al. 1987). L’IL-1 inhibe la sécrétion d’insuline, qui entraine un
environnement hyperglycémique qui conduit a une augmentation du stress de la cellule 3
(Corbett et al. 1993). Ainsi, chaque thérapie empéchant cet influx de cellules inflammatoires
dans le pancréas ou la neutralisation des cytokines pro-inflammatoires pourrait soulager la
maladie. La présence de cellules Thl, de macrophages, de cellules dendritiques autour de la
cellule B contribue a I’inflammation par la sécrétion de cytokines. Par ailleurs, les CD8" et les
NK peuvent exercer leur toxicité par contact cellulaire, et les lymphocytes B par la production
d’anticorps. En effet, les autoanticorps dirigés contre les antigénes des ilots, incluant
I’insuline et la décarboxylase de I’acide glutamique (GAD), peuvent étre détectés chez les
patients prédiabétiques. Bien qu’il n’y ait pas de preuves de leur relevance physiologique dans
le développement du diabéte, la présence des trois sous-classes d’auto-anticorps IgG est un
marqueur du début de la destruction des ilots de Langerhans. Tout ce petit monde est régulé
par les cellules de type Th2 et les Treg, qui par la production de cytokines telles I’IL-10 et
I’IL-4 d’une part et de I’IL-10 et du TGF-3 d’autre part, contrent I’inflammation.

b) Le modéle de la souris NOD

Dans I’étude du diabéte de type 1, nous disposons d’un modéle animal de choix dont
la pathologie développée se rapproche fortement du diabéte insulino-dépendant humain. I1
s’agit de I'un des seuls modeles spontanés de maladies autoimmunes avec une cinétique
d’évolution de la pathologie bien décrite.

La NOD a été générée a partir d’une souris femelle atteinte de cataracte. Etant donné
que cette affection a été observée chez les patients diabétiques, il a été réalisé des croisements,
dont I’'un a abouti a une lignée hyperglycémique. Ainsi fut générée la NOD il y a a peu prés
25 ans au Japon. Il s’agit d’un modéle particulierement intéressant puisqu’il partage de
nombreuses caractéristiques avec le diabéte humain, notamment la prédisposition génétique.
La pathogenese du diabete chez la NOD commence vers 3-4 semaines d’age avec I’ infiltration
des cellules dendritiques, macrophages, puis lymphocytes T (CD4" et CDS8") et cellules B

dans les régions périphériques des ilots de Langerhans (péri-insulite). Cette étape est suivie
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d’une destruction lente, progressive et sélective des ilots B producteurs d’insuline par les

lymphocytes T a partir de 12 semaines d’age (Figure 19).
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Figure 19 : Développement du diabéte autoimmun chez la souris NOD. A deux semaines d’age
environ, une vague d’apoptose sévit parmi les cellules B pancréatiques des ilots de Langerhans, une
étape naturelle du développement pancréatique (a). Ceci conduit a la présentation d’antigénes dérivés
de cellules P aux cellules dendritiques dans les ganglions lymphatiques pancréatiques et a 1’activation
des lymphocytes T spécifiques des cellules B (b). A partir de 3 a 4 semaines d’age, les cellules
lymphoides commencent a infiltrer le pancréas (c), mais restent au départ en périphérie de 1’ilot (d).
Avec le temps, I’infiltration devient agressive, et les lymphocytes T infiltrant commencent a détruire
les cellules B (e). Quand il ne reste que 10% de la masse de ces cellules, aux environs de 10-12
semaines d’age (f), la glycémie n’est plus régulée et les souris deviennent diabétiques. A 25-30
semaines d’age, environ 80% de femelles NOD développent la maladie (g) contre seulement 20 a 30%
de méles. D’apres S.L. Cardell, Clinical and experimental immunology 2005.

Alors que la péri-insulite non destructrice est observée chez tous les males et femelles,
ces dernieéres développent une insulite beaucoup plus importante (80-90%) que leurs
homologues masculins (10-40%). Ces pourcentages correspondent également a ceux de
I’incidence du diabéte chez les deux sexes. Ce dimorphisme sexuel n’est pas retrouvé chez
I’homme (Delovitch et al. 1997).

Cette souris est un excellent outil de travail car la pathologie se développe
spontanément avec une cinétique bien définie. On peut ainsi plus facilement appliquer des
fenétres de traitements aux différentes phases de la maladie. La phase dite prédiabétique
pendant laquelle les symptomes ne se sont pas encore déclarés est le moment de 1’intervention

de tous les mécanismes régulateurs, portés notamment par les Treg qui contrdlent
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I’inflammation jusqu’a ce que le processus pathologique conduise a une destruction des

cellules 3, aboutissant a une augmentation de la glycémie.

¢) Contrdle de I’inflammation pancréatique

Comme nous l’avons précédemment vu, des acteurs cellulaires et moléculaires
interviennent dans la pathologie aussi bien que dans la régulation. Les démaches
thérapeutiques ont €t€ nombreuses, notamment en ciblant les cytokines délétéres, ou en en
administrant pour contrer leurs effets, mais I’organisme dispose également d’un systéme de

contrdle naturel porté par des cellules dites régulatrices.

@ Déséquilibre de la balance Th1/Th2

Le diabéte de type 1 est souvent class¢é dans les maladies Thl a dominante
inflammatoire. En effet, les cellules infiltrant les ilots sont majoritairement des cellules T
CD4" ou CDS8" et des macrophages qui expriment de nombreuses cytokines telles I'IFN-y et
I’IL-4 avec une tendance a produire de forts niveaux d’IFN-y et de faibles niveaux d’IL-4
dans les insulites invasives (Rabinovitch et al. 1995). Ainsi, I’invalidation du facteur de
transcription STAT4 qui controle le signal IFN-y diminue fortement le diabéte en
compromettant la réponse T délétere (Yang et al. 2004b). D’autres études ont montré que les
CPA de souris NOD produisent plus de cytokines Thl que d’autres souches de souris
(Marleau et al. 2002, Liu et al. 2003). Ce défaut serait déterminé génétiquement et associé a
Idd4 (Simpson et al. 2003). Ainsi, parmi les inducteurs de réponses Thl, la cytokine IL-12
peut accélérer la maladie (Trembleau et al. 1995). Par contre, I’injection d’IL-4 ou d’autres
cytokines Th2 peut protéger (Falcone et al. 1999). Cependant, des données contradictoires
existent et 1’idée que ’on peut protéger du diabéte en diminuant les réponses Thl et en
augmentant les réponses Th2 est un peu simpliste. Néanmoins, tous les facteurs qui favorisent

les réponses Thl par rapport a Th2 peuvent directement affecter la sensibilité au diabete.

@ Les cellules T régulatrices au secours de la cellule g
Ainsi, les lymphocytes Treg CD4 CD25" jouent un role dans la pathogenése du diabéte de
type 1. En effet, il a été observé chez les souris déficientes pour FoxP3 et les hommes qui
présentent une incapacité a générer des cellules régulatrices, une maladie autoimmune qui
touche de multiples organes, incluant le diabéte insulino-dépendant chez ’homme (Khattri et

al. 2003, Fontenot et al. 2003b, Bennett et al. 2001). Par ailleurs, le traitement de souris
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déficientes pour FoxP3 avec des lymphocytes Treg syngéniques provenant de donneurs de
type sauvage, proteége contre les maladies autoimmunes (Fontenot et al. 2003b).

La premiére preuve de leur role direct dans le diabéte était 1’observation que I’infiltration
des cellules B chez la souris NOD se développait pendant des semaines voire des mois avant
de causer la maladie. Les données supportant cette idée vinrent d’expériences de transfert qui
montrérent que la souris prédiabétique possédait une population T CD4" capable de supprimer
le développement du diabéte quand elle était coinjectée avec des splénocytes syngéniques de
donneurs diabétogenes (Hutchings et al. 1990, Boitard et al. 1989). Des études ultérieures ont
montré que la délétion d’une population CD62L" de cette population régulatrice diminuait le
potentiel suppresseur (Lepault et al. 2000). Des résultats similaires furent obtenus en utilisant
cette fois le marqueur CD25. Ainsi, les cellules CD4'CD25 CD62L" possédaient la plus forte
activité régulatrice (Szanya et al. 2002). Ces cellules ont pour origine le thymus, et la
thymectomie des souris NOD accélere le développement de la maladie (Dardenne et al. 1989,
Herbelin et al. 1998). Plus récemment, il a ét¢ montré que la déplétion sélective de cellules
régulatrices basée sur les marqueurs CD4, CD25, CD62L et CD45RB"" dans un systéme de
transfert adoptif conduit a un contréle différentiel de I’autoimmunité. La conclusion de ce
travail était que les cellules CD4 CD62L" contrélent le diabéte, les CD4'CD25" la gastrite et
le diabéte et les CD4 CD45RB" la colite (Alyanakian et al. 2003).

En termes de réponse effectrice, les Treg exerceraient leur fonction chez la souris NOD
par la production d’IL-10, d’IL-4 et de TGF-f. Une étude a observé que I’administration de
cette derniére dans les ilots était capable d’induire I’expansion des Treg. Celle-ci était
d’ailleurs corrélée a une suppression du diabete et une induction de FoxP3 (Peng et al. 2004,

Fantini et al. 2004).

® Un défaut en lymphocytes NKT

Les souris NOD présentent un défaut numérique et fonctionnel en lymphocytes NKT. En
effet, ces cellules produisent moins d’IL-4 et d’IFN-y (Gombert et al. 1996, Falcone et al.
1999, Godfrey et al. 1997, Poulton et al. 2001). Pour étudier I’impact de ces cellules dans la
pathologie, des souris dépourvues de cette population (CD1d™) ont été générées. Ainsi, trois
¢tudes ont démontré que ces souris présentaient un diabéte accéléré et une augmentation de
I’incidence de la maladie, alors qu’un autre rapport n’a pu montrer de différences (Shi et al.
2001, Naumov et al. 2001, Wang et al. 2001a, Hong et al. 2001). Par contre, les études

analysant la corrélation entre les niveaux de NKT dans le sang périphérique et diabéte chez
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I’homme donnent des résultats trés variés (Wilson et al. 2000, Wilson et al. 1998, Kukreja et
al. 2002, Oikawa et al. 2002). Cependant, ces résultats doivent étre pris avec la plus grande
précaution, car méme chez la souris le déficit que 1’on observait dans les ganglions n’était pas
valable dans le sang périphérique (Berzins et al. 2004).

Suite a ces découvertes, plusieurs stratégies ont été utilisées pour augmenter 1’activité des
cellules NKT et réduire le diabéte chez la souris NOD. En effet, il avait déja ét¢ montré que le
transfert adoptif de thymocytes CD4 CD8 TCRoB", population enrichie en lymphocytes T
restreints au CDI1d, chez des jeunes souris NOD prévenait les souris receveuses de
I’apparition du diabéte (Hammond et al. 1998). De plus, le diabéte est ¢galement supprimé
chez des souris transgéniques avec une population NKT amplifiée, et le co-transfert de ces
NKT transgéniques avec des splénocytes de souris NOD diabétiques empéche 1’induction de
la maladie (Lehuen et al. 1998). Par ailleurs, plusieurs groupes ont montré que I’activation des
NKT par leur ligand spécifique a-GalCer retarde et diminue 1’incidence du diabete de la NOD
(Naumov et al. 2001, Wang et al. 2001a, Hong et al. 2001, Sharif et al. 2001).

Les stratégies régulatrices des NKT dans le diabéte sont diverses. Ainsi, ces cellules
pourraient agir en supprimant 1’autoimmunité via les DC qui jouent un role important dans
I’émergence des lymphocytes T autoréactifs. En effet, il a ét¢ montré une accumulation de
lymphocytes NKT et de DC my¢loides dans les ganglions pancréatiques de souris NOD
traitées par 1I’a-GalCer et 1’injection de ces cellules protége les souris de 1’apparition du
diabéte (Hammond et al. 1998). Par ailleurs, d’autres expériences ont montré que la régulation
de la maladie par les NKT est associée a une orientation de la balance Thl vers Th2. En effet,
plusieurs expériences ont corrélé une protection du diabéte avec une augmentation de la

production d’IL-4 et d’IL-10 par les cellules NKT (Laloux et al. 2001, Mi et al. 2004).

3. LESTLR, UNE NOUVELLE CIBLE THERAPEUTIQUE ?
Ainsi, quel role pourraient jouer les TLR dans ces pathologies ? Nous I’avons vu, peu
de données sont disponibles sur le sujet. Néanmoins, nous savons qu’ils peuvent agir sur
différents types cellulaires, notamment régulateurs. Quel est donc I’avantage de ce type

d’approche par rapport aux thérapies déja existantes ?

A. APPROCHES THERAPEUTIQUES USUELLES

Comment soigne-t-on les patients atteints par ce type de pathologies actuellement ? Quelles

sont les différentes stratégies ? Etant donné que le diabete de type 1 et 1’asthme sont des
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maladies qui se déclarent souvent tot chez I’enfant et I’adolescent, il est important de trouver
de nouvelles thérapies efficaces et qui n’altérent pas trop le confort des patients. A 1’heure
actuelle, pour ces deux pathologies, les seules stratégies disponibles soulagent les symptomes
mais ne sont en aucun cas curatives. C’est pourquoi, de nombreuses équipes s’attachent a

développer des alternatives a ces traitements lourds.

a) Les traitements contre 1’asthme

L’asthme est 1'une des maladies chroniques les plus communes dans les pays
industrialisés. 11 y a 20 ans, elle était considérée comme une maladie due a une
bronchoconstriction et était soigné par des bronchodilatateurs. Elle est désormais qualifiée de
maladie inflammatoire et est traitée par des corticostéroides inhalés. Ceux-ci ont fortement
amélior¢ le traitement de I’asthme, en diminuant les admissions a 1’hopital et la mortalité.
Bien que ces thérapies aient des effets secondaires, la prise est relativement facile et est

préférée par les patients. Néanmoins, ils ne sont pas curatifs.

@ Nouvelles molécules
En plus des corticostéroides, de nouveaux bronchodilatateurs ayant un effet plus
prolongé ont été mis au point. Ainsi, des traitements combinant ces deux classes de molécules
sont plus efficaces dans le soulagement des symptdmes de I’asthme. Cependant, ces composés
absorbés par les poumons ont également des effets systémiques, ce qui a conduit a rechercher
de nouvelles molécules plus sures, avec une action pulmonaire plus ciblée et une dégradation

rapide apres action.

@ Antagonistes des médiateurs inflammatoires

Plus de 100 médiateurs sont impliqués dans le processus inflammatoire de I’asthme.
Le seul antagoniste actuellement utilisé en thérapie est 1’anti-leucotriéne qui bloque les
récepteurs de ces molécules mais demeure peu efficace. D’autres inhibiteurs de I’histamine,
des prostaglandines, du facteur activateur des plaquettes, de la bradykinine sont également
inefficaces (Barnes et al. 1998).

Les cytokines ont fait 1’objet d’un intérét particulier a cause de leur réle dans
I’inflammation (Barnes 2003). Ainsi, le blocage par un anticorps dirigé contre 1’IL-5 déplete
les éosinophiles de la circulation mais n’a pas d’effet sur la réponse aux antigénes inhalés,
I’hyperréactivité respiratoire et la fonction pulmonaire des asthmatiques (Leckie et al. 2000,

Kips et al. 2003). Une autre cytokine Th2, I’'IL-4, a également été inhibée chez les patients
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asthmatiques mais n’a pas donné de résultats concluants (Barnes 2003). Une thérapie avec un
anticorps soluble anti-TNF-a s’est révélée efficace chez certains patients qui ne répondent pas
aux traitements classiques (Berry et al. 20006).

Certaines cytokines régulatrices sont naturellement inhibitrices du processus
inflammatoire. Ainsi, 1’efficacit¢ de I'IL-10 a déja été montrée dans quelques modeles
animaux d’asthme mais n’a pas encore ét¢ prouvée chez I’homme. En plus, le traitement doit
étre quotidien et présente de nombreux effets secondaires (Barnes 2003). L’IL-12 qui est
capable de réguler la balance Thl/Th2 en supprimant les cellules Th2, en réduisant
I’inflammation éosinophilique et les niveaux d’IgE, diminue le nombre d’éosinophiles
circulants chez les patients asthmatiques mais ne réduit pas la réponse aux antigenes inhalés et
I’hyperréactivité respiratoire (Bryan et al. 2000). De plus, cette cytokine comporte des effets
secondaires désagréables, comme des malaises et des arrhytmies cardiaques.

Ainsi, les méthodes alternatives aux corticostéroides existent mais n’ont pas encore
fait leurs preuves. C’est pourquoi les investigations continuent dans ce domaine, notamment

pour proposer des traitements curatifs.

b) Immunothérapie du diabéte

Actuellement, le traitement le plus utilis¢é dans le diabéte est la prise régulicre
d’insuline exogéne pour compenser le manque d’hormone endogene. Ce traitement
contraignant pour les patients doit étre pris a vie. De plus, il ne soulage que les symptomes
sans traiter la cause. C’est pourquoi, de nombreux groupes s’intéressent a I’immunopathologie
du diabete et cherchent a établir de nouvelles stratégies en ciblant les cellules et réponses

immunitaires.

@ Thérapie par anticorps monoclonaux

Un certain nombre d’anticorps monoclonaux anti-cellules T ont été testés comme
protégeant la souris NOD du diabéte, incluant 1’anti-CD3, 1’anti-CD4, ’anti-CDS8, I’anti-
CD45RB, D’anti-CD40L ou I’anti-TCRaf3 (Chatenoud et al. 1994, Phillips et al. 2000,
Hutchings et al. 1990, Abu-Hadid et al. 2000, Balasa et al. 1997, Sempe et al. 1991). De
manicre intéressante, 1’anti-CD3 a été utilisé non seulement pour prévenir le diabéte mais
aussi pour soigner le diabéte établi lorsqu’il est administré peu de temps aprés I’apparition des
symptomes. Les mécanismes de tolérance induits par 1’anti-CD3 sont de deux types : (1) la

déplétion ou I’inactivation par la dérégulation du CD3 des lymphocytes T infiltrant les ilots,
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expliquant la correction rapide de I’hyperglycémie et (2) I’induction d’une tolérance active
avec de forts niveaux de cellules T régulatrices.

D’un point de vue clinique, deux essais ont été entrepris afin d’adapter les traitements
appliqués aux souris a I’homme. Dans les deux cas ont été utilisés des anticorps anti-CD3 non

mitogéniques humanisés et les premiéres données sont prometteuses (Bach 2001).

@ Immunothérapie par les cytokines

Le diabete de type 1 est une maladie de type Thl comme le montre sa prévention par
un traitement par des anticorps anti-IFN-y, par la surexpression de cette cytokine dans les 1lots
au moment du développement de la pathologie et 1’accélération de celle-ci suite a une
administration d’IL-12 (Debray-Sachs et al. 1991, Trembleau et al. 1995).

Ainsi, une autre stratégie thérapeutique est basée sur 1’administration de cytokines
régulatrices ou d’anticorps dirigés contre les cytokines de type Thl. Plusieurs approches ont
utilisé I’IL-4. Son administration systémique a montré une certaine efficacité (Rapoport et al.
1993). De méme, les traitements systémiques par de I’IL-10 et du TGF- se sont révélés
protecteurs (Nitta et al. 1998, Piccirillo et al. 1998). Néanmoins, ces approches sont
complexes car elles nécessitent 1’utilisation de vecteurs rétroviraux et un contréle de la
durabilité de I’expression génique.

L’autre alternative est le blocage de I'IFN-y et de I’IL-12. Cependant, les souris
déficientes pour 'IFN-y ou son récepteur ne sont pas complétement protégées (Serreze et al.
2000, Hultgren et al. 1996). Par contre, I’administration d’anticorps anti-IL-12 chez la NOD
de 5 a 30 semaines d’age, induit une protection contre I’insulite et le diabéte. Cependant,
I’arrét du traitement a 15 semaines provoque une réapparition du diabéte (Fujihira et al.

2000). De plus, les souris IL-127" ne sont pas protégées du diabéte (Trembleau et al. 1999).

® Restauration de la masse de cellules g
La prévention du diabéte de type 1 pourrait étre possible si les individus prédisposés
pouvaient étre identifiés avant la destruction des cellules . En effet, un patient a déja 70% de
masse de cellules B détruites quand il est diagnostiqué. L’un des objectifs dans ce domaine est
de stimuler la restauration des ilots de Langerhans. Quelques études chez la souris apportent
un espoir thérapeutique mais on est encore loin de 1’application chez I’homme. Néanmoins, la

transplantation d’ilots est déja une technique utilisée mais elle peut entrainer des rejets.
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Jusqu’a présent, toutes les approches utilisées ont apporté des espoirs mais on est
encore loin d’un traitement curatif. Conformément a I’hypothése de 1’hygiene, les TLR

pourraient apporter une autre alternative.

B. LEPOTENTIEL TLR

Les TLR commencent a faire leurs preuves dans I’immunothérapie de ces maladies.
C’est un champ d’investigation qui s’étoffe de plus en plus, afin de proposer d’autres
stratégies. Les TLR représentent-ils un espoir pour la thérapie ? Quelles sont les cibles

potentielles ? Quels sont les avantages et les inconvénients de cette approche ?

a) Mécanismes d’action

Quelques rapports font état du role protecteur des TLR dans les désordres
immunitaires. Néanmoins, peu de données sont disponibles sur leur mode d’action. Ainsi, on
connait peu leurs cibles cellulaires et moléculaires dans ces modeles. Néanmoins, d’autres

¢tudes ont démontré quelques actions, notamment sur les cellules régulatrices.

@ Une modulation de balance Th1/Th2

Quelques études réalisées sur I'impact des infections dans les maladies autoimmunes
ou allergiques ont apporté des ¢léments de compréhension sur les cellules et médiateurs
impliqués dans les mécanismes protecteurs.
Bien que I’on ne connaisse pas quels types cellulaires portent la protection contre le diabéte
induite par les infections, quelques rapports ont indiqué que les CD4" et les NKT pouvaient
étre impliqués. Ainsi, le transfert adoptif de splénocytes provenant de souris NOD infectées
par le BCG protége les souris receveuses du diabéte. Cet effet est perdu lorsque les cellules
transférées sont déplétées en cellules CD4" (Qin et al. 1993). Les lymphocytes T provenant de
souris NOD infectées par les schistosomes produisent de I’IL-10 en réponse a leurs antigénes
et sont moins efficaces pour induire un diabéte chez une souris NOD SCID (severe combined
immunodeficiency), comparé aux cellules T de souris non infectées. Par ailleurs, des extraits
solubles d’ceufs de Schistosoma mansoni accroissent le pourcentage de cellules NKT et
protégent du diabéte de type 1 (Zaccone et al. 2003).

L’infection par des mycobactéries, en particulier Mycobacterium tuberculosis et
Mycobacterium bovis, induisent de fortes réponses Thl. Ainsi, ces microorganismes
exerceraient leurs fonctions anti-allergiques, notamment par 1’induction d’IFN-y (Trujillo et

al. 2003). Paradoxalement, I’inhibition de réponses asthmatiques par un lipoglycane

94



Introduction

mycobactérien ou Mycobacterium vaccae tuée est associée a une production accrue d’IL-10
mais pas d’IFN-y par les cellules T (Trujillo et al. 2003, Sayers et al. 2004). De plus,
I’application d’anticorps anti-IL-10 et anti-TGF-3 bloque les effets protecteurs, indiquant un
mécanisme indépendant de Thl (Trujillo et al. 2003). Par contre, les effets anti-allergiques du
virus de I’hépatite A sont associés au développement de réponses Thl (Wohlleben et al.
2003).

Un point de vue un peu simpliste serait de dire que la stimulation TLR oriente la
réponse vers Thl dans une maladie & dominante Th2 et vers Th2 dans une maladie de type
Thl. En réalité, le systeme est beaucoup plus complexe et fait intervenir de nombreuses
cellules et molécules, qui en fonction de I’environnement dans lequel elles se trouvent vont

étre modulées différemment.

@ Un ciblage des cellules régulatrices

Bien que peu d’¢léments soient disponibles dans la littérature sur le ciblage de ces
cellules par les agonistes des TLR dans ces pathologies, on sait que ces cellules y jouent un
role modulateur. Par ailleurs, certains travaux commencent a montrer que les TLR peuvent
moduler la réponse des cellules régulatrices.

En effet, de maniére intéressante, les TLR sont exprimés par les cellules T régulatrices
et peuvent donc agir directement sur ces derniéres. Peng et al. a montré que des ligands
synthétiques et naturels de TLRS8 peuvent réverser la fonction des Treg. Cet effet est
indépendant des cellules mais nécessite un signal TLR8-MyD88-IRAK4 fonctionnel chez les
Treg (Peng et al. 2005). Le transfert de Treg stimulés par TLRS8 chez des souris porteuses de
tumeurs augmente fortement I’immunité anti-tumorale. Par ailleurs, la stimulation de TLR2
sur les Treg augmente leur prolifération in vitro et in vivo avec une perte temporaire de leur
fonction suppressive (Sutmuller et al. 2006). Un autre travail a également mis en évidence une
stimulation de ces cellules par le LPS mais il reste controversé (Caramalho et al. 2003). Cette
régulation des Treg dépendante des TLR pourrait avoir d’importantes implications dans le
développement et la sévérité des désordes immunitaires.

Quelques articles commencent également a faire état d’une stimulation des TLR sur
les NKT. Ainsi, un premier travail a montré la réponse de ces lymphocytes aux ODN CpG, un
agoniste de TLRO. Le systeéme nécessite plusieurs acteurs pour induire une réponse, la cellule
dendritique plasmacytoide qui exprime fortement TLRY, la cellule dendritique myéloide qui
exprime CD1d et la cellule NKT (Montoya et al. 2006). Récemment, une étude a montré que

les NKT répondaient a des DC dérivées de moelle osseuse chargées avec des ODN CpG, en
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produisant de ’IFN-y. De maniére intéressante, cet effet nécessitait la synthése combinée
d’IFN de type I et de B-glucosylcéramides présentés par les DC (Paget et al. 2007). Par
ailleurs, pendant les réponses contre les bactéries a Gram négatif, comme avec celles LPS-
positives du type Salmonella typhimurium, la présence d’IL-12, induite par le signal TLR est
requise pour la sécrétion d’IFN-y par les NKT (Mattner et al. 2005, Brigl et al. 2003). En
effet, un autre travail a montré que ces cellules produisaient de I’'IFN-y en réponse au LPS en
présence de cellules dendritiques dérivées de moelle osseuse et d’IL-12 (Nagarajan et al.
2007). Ces travaux commencent a se développer et a expliquer le role des TLR dans les

réponses immunorégulatrices.

b) Immunothérapie par les TLR : un nouvel espoir ?

Ainsi, quelle place pourraient occuper les TLR dans ces nouvelles thérapies ? Quels
seraient les avantages et les inconvénients d’un tel traitement ?

Les innovations attendues dans le domaine concernent le développement d’un
traitement curatif. Le seul moyen d’y arriver est de comprendre ces déréglements afin de
pouvoir agir au mieux sur les mécanismes déléteéres. Néanmoins, la situation idéale est d’agir
en amont avant le développement de la maladie. C’est pourquoi la génétique travaille
actuellement sur le décryptage des geénes de prédisposition, afin de prédire les personnes
susceptibles de développer ces pathologies. En effet, le dépistage précoce est essentiel pour
apporter au plus vite une immunothérapie efficace au moment ou les symptomes sont encore
faibles. On pourrait ainsi bloquer les événements initiateurs et éviter la maladie.

Quel pourrait étre I’avantage d’une stimulation TLR dans cette histoire complexe ?
Nous avons vu que ces récepteurs jouent un role essentiel dans I’orientation de la réponse
immune. Ils sont également capables de stimuler des cellules naturellement impliquées dans la
tolérance. De plus, en les activant, on joue sur plusieurs cibles potentielles, donc sur des
réponses plus globales. Cette approche n’en est qu’a ses balbutiements mais s’avere déja tres
prometteuse. En effet, la plupart des agonistes testés se sont révélés protecteurs a I’exception
de certaines molécules virales.

Néanmoins, la perspective d’un traitement pour ’homme reste encore lointaine. En
effet, les modeles animaux sur lesquels sont développés ces expériences ont une cinétique
bien connue qu’il est plus difficile de déterminer chez I’homme. Ainsi, doses et fenétres de
traitement devront étre mises au point. Un inconvénient subsiste cependant : 1’administration

de composés microbiens qui peuvent déclencher des effets secondaires. Par exemple,
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I’homme est trés sensible au LPS qui entraine souvent des chocs septiques mortels alors que
la souris est peu affectée par ce produit. Le but ne serait bien entendu pas d’administrer ces
composés bactériens, mais plutdét de mimer leur effet par exemple en utilisant des produits
moins immunogenes.

Le chemin est donc encore long mais la perspective d’un nouveau traitement agissant
cette fois sur la cause immunitaire de ces troubles n’est pas exclue. C’est pourquoi nous avons
choisi de nous intéresser au role de ces agonistes TLR qui ont un effet aussi fort que des
infections par des microbes entiers mais qui possédent une action plus ciblée. Notre objectif a
¢té de comprendre quelles pouvaient étre les cibles de ces produits a la fois en situation

normale et pathologique afin d’apporter de nouvelles pistes thérapeutiques.
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OBJECTIFS DU TRAVAIL

Conformément a I’hypothése de I’hygiéne, les infections peuvent protéger des
désordres immunologiques. Bien que ce concept soit bien décrit, les mécanismes moléculaires
et cellulaires a la base de ce phénomene sont encore trés peu connus. Au cours de ma thése,
j’ai donc orienté mon travail sur I’implication des TLR dans le développement de pathologies
immunitaires. Afin d’apporter de nouveaux éléments de compréhension, j’ai étudi¢ 1’effet
d’une stimulation TLR a la fois dans un modele Thl, le diabéte de type 1 et Th2, ’asthme
allergique.

Notre premier objectif a ¢ét¢ d’¢tudier le role d’une stimulation TLR dans une
pathologie autoimmune et d’identifier les mécanismes a ’origine de la protection observée.
Nous avons ainsi évalué I’'impact d’un extrait bactérien compos¢ de différentes souches
bactériennes a I’origine d’infections du tractus respiratoire, sur le développement du diabéte
de la souris NOD (article n°1). Ce composé comportant des agonistes de TLR2 et TLR4, nous
avons par la suite testé 1’effet d’une stimulation de molécules purifiées de pathogenes,
agonistes de différents TLR sur le développement de cette pathologie (manuscrits n°2, 3 et 4)

Un agoniste TLR s’est révélé particulierement intéressant dans la modulation du
systéeme immunitaire puisque le resiquimod activant TLR7, a la capacité de cibler directement
la population cellulaire régulatrice NKT. Notre deuxiéme objectif a donc été de décrire cette
interaction TLR7/NKT a la fois en situation normale et pathologique dans le diabéte
autoimmun (manuscrit n°2) et le mod¢le de I’asthme allergique (manuscrit n°5).

Notre étude nous a donc permis de mettre en évidence certains des mécanismes
pouvant expliquer le role protecteur des infections dans les désordres immunologiques. Les

manuscrits décrivant ces travaux sont présentés ci-apres.
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dans la modulation du diabete de type 1
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Article n°1

Transforming growth factor-p and natural Killer T cells are involved in the protective

effect of a bacterial extract on type 1 diabetes

Alyanakian MA, Grela F, Aumeunier A, Chiavaroli C, Gouarin C, Bardel E, Normier G,
Chatenoud L, Thieblemont N, Bach JF. Diabetes 2006, 55 : 179-185

Dans le but d’évaluer le role protecteur des infections dans les maladies autoimmunes,
nous avons administré un extrait (OM-85) contenant différentes souches bactériennes a Gram
positif et négatif responsables d’infections respiratoires (Haemophilus influenzae,
Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae et ozaenae, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes et viridans et Neisseria catarrhalis) a des souris NOD développant
un diabéte de type 1.

Nous avons pu observer qu’un traitement intra-péritonéal protégeait les souris du
développement du diabéte. Une cinétique de traitement nous a révélé que 1’obtention d’un
effet protecteur nécessitait une administration précoce avant 10 semaines d’age.

Nous avons étudié les mécanismes cellulaires et moléculaires qui pouvaient étre a la
base de cette protection et nous avons focalisé nos travaux sur I’étude des phénomenes
régulateurs naturels (cytokines immunorégulatrices, lymphocytes NKT) présents chez la NOD
qui parviennent a ralentir la maladie. Nous avons ainsi testé la dépendance des cytokines
immunorégulatrices IL-4, IL-10 et TGF-f dans la protection observée a 1’aide d’anticorps
bloquants et de souris déficientes pour I’IL-4 et avons pu mettre en évidence que seul le TGF-
[ était impliqué. Nous avons également étudié le role des NKT dans cette protection et avons
montré que des souris CD1d”" déficientes pour la population NKT traitées par ’'OM-85
n’¢étaient plus protégées contre le diabéte.

Etant donné que ce composé comportait différentes especes bactériennes, nous nous
sommes demandés s’il pouvait activer les récepteurs Toll-like, responsables de la détection de
molécules de pathogénes. Nous avons donc stimulé des cellules dendritiques provenant de
souris sauvages ou déficientes en TLR2, TLR4 ou MyDS88, protéine de la voie de
signalisation TLR et avons pu mettre en évidence que I’OM-85 contenait au moins des

agonistes de TLR2 et TLR4. Nous avons par la suite pu mettre en évidence in vitro que I’OM-
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85 pouvait induire de I’'IL-10 et du TGF-f d’une maniére dépendante de MyD88 donc via la
signalisation TLR.

Conformément a I’hypothése de 1’hygiéne, ce premier article confirme le potentiel
protecteur de microorganismes activant les TLR dans le développement du diabete de type 1.
Nous avons de plus pu associer a cet effet protecteur la description de quelques molécules
impliquées comme les cytokines immunorégulatrices et dans notre cas précis, le TGF-3 mais

aussi des populations régulatrices comme les lymphocytes NKT.
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Original Article

Transforming Growth Factor-3 and Natural Killer T-Cells
Are Involved in the Protective Effect of a Bacterial

Extract on Type 1 Diabetes

Marie-Alexandra Alyanakian,! Francoise Grela,> Aude Aumeunier,? Carlo Chiavaroli,?
Christine Gouarin,' Emilie Bardel,”> Gérard Normier,?> Lucienne Chatenoud,' Nathalie Thieblemont,>

and Jean-Francois Bach'

The onset of type 1 diabetes in NOD mice is delayed by oral
administration of a bacterial extract (OM-85) and can be
completely prevented by its intraperitoneal administra-
tion. Optimal prevention is observed when starting treat-
ment at 3 or 6 weeks of age, and some effect is still
observed with treatment at 10 weeks of age. Using geneti-
cally deficient mice and cytokine-neutralizing monoclonal
antibodies, we demonstrate here that the therapeutic ef-
fect does not involve T-helper type 2 cytokines (interleu-
kin [IL]-4 and -10) but is tightly dependent on transforming
growth factor (TGF)-. Natural killer T-cells also partici-
pate in the therapeutic effect because CD1d ™/~ NOD mice
are partially resistant to the protective effect of OM-85.
The question remains of the specificity of the protective
effect of OM-85, which may include proinflammatory com-
ponents. It will thus be important to further characterize
the molecular components that afford protection from type
1 diabetes. Lipopolysaccharide is excluded, but other Toll-
like receptor (TLR) agonists could be involved because
OM-85 stimulated dendritic cells and induced TGF-f3 pro-
duction by splenocytes in a TLR-2—, TLR-4—, and MyD88-
dependent fashion. Diabetes 55:179-185, 2006

he incidence of type 1 diabetes is steadily in-
creasing in Western countries (1). There is a
clear parallel trend toward decreased infectious
load in these countries linked to improved hy-
giene and medical care, including extensive usage of
vaccinations and antibiotics (2-3). A similar association is
observed in animal models of the disease, such as nono-
bese diabetic (NOD) mice and Bio-Breeding (BB) rats. The
causal relationship between the low rate of infections and
high disease incidence was directly demonstrated in the
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NOD mouse by the increased disease incidence observed
after decontamination of mice bred in conventional facil-
ities (2) and by the disease prevention achieved by delib-
erate infection with a variety of bacteria, viruses, and
parasites (4-9). The mechanisms mediating the protective
effect of infections on type 1 diabetes are still ill defined.
Here, we present a systematic analysis of the potential
mechanisms of diabetes protection in NOD mice afforded
by OM-85, an extract manufactured from bacterial species
frequently responsible for respiratory tract infections. We
took advantage in this study of the availability in the
laboratory of several strains of genetically deficient IL4 '~
and CD1d~’~ NOD mice and of antibodies that neutralize
transforming growth factor (TGF)-B and block the inter-
leukin (IL)-10 receptor. The results obtained indicate the
multifactorial nature of diabetes protection by OM-85,
involving TGF-B and natural killer T (NKT) cells.

RESEARCH DESIGN AND METHODS

Female NOD mice (K9, I-A%”, and D) were bred in our animal facility. Female
CD1d™’~ NOD mice were originally provided by Dr. L. Van Kaer at backcross
6 and were bred to backcross 12 in our facility. Female IL-4~~ NOD mice
were kindly provided by Dr. D. Mathis. MyD88~/~, TLR-2~/~, and TLR4 /'~
lines were kindly provided by Dr. S. Akira and backcrossed to C57BL/6 mice
in our animal facility. All mice were bred under specific pathogen-free
conditions and fed a standard diet (y-irradiated R04-10; UAR, Augy, France).
Diabetes monitoring. Mice were monitored once a week for glycosuria,
using colorimetric strips (Glukotest; Boehringer-Mannheim, Mannheim, Ger-
many), until diabetes occurred. Diabetes was confirmed by evaluating fasting
glycemia (Hemoglukotest and Reflolux F; Boehringer-Mannheim). All mice
were culled when three consecutive glycosuria and hyperglycemia tests were
found to be positive.

OM-85 extract. OM-85 (Broncho-Vaxom, OM Pharma, Meyrin/Geneva, Swit-
zerland) is an extract composed of both gram-positive and -negative bacterial
species frequently responsible for respiratory tract infections: Haemophilus
influenzae, Diplococcus (Streptococcus) pneumoniae, Klebsiella pneu-
moniae and ozaenae, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes and
viridans, and Neisseria (Branhamella) catarrhalis. It mainly consists of
acidic proteins, peptides, and amino acids. During the production process,
bacteria are submitted to alkaline treatment. This leads to chemical modifi-
cations (such as partial hydrolysis of proteins), which shifts the isoelectric
points toward low values characteristic of acidic proteins (isoelectric point
between 2.8 and 5.2) and generates smears of proteins and peptides ranging
from a few hundred to a few hundred thousand daltons, as detected by
SDS-PAGE analysis. By gel filtration, the major peak is observed between 7
and 8 kDa. Importantly, OM-85 also includes, though in minor quantities, other
components (i.e., detoxified lipopolysaccharides, lipid A molecules and lipo-
teichoic acids, sugars, and fatty acids). The final OM-85 lyophilizate contains
17.5% active principle (bacterial extract) and 82.5% excipients (mannitol,
sodium glutamate, and propyl gallate). Doses administered are referred to as
milligrams of active principle. For each experiment, a fresh solution was
prepared daily.

102

179



DIABETES PROTECTION BY A BACTERIAL EXTRACT

OM-85 oral administration. Each mouse received 1, 10, or 25 mg/day of
OM-85 active principle orally, 5 days a week for 10 or 30 weeks. The bacterial
extract was dissolved in drinking water. Control mice received drinking water
without OM-85.
OM-85 intraperitoneal administration. For intraperitoneal injection, fresh
solutions of OM-85 were dissolved in saline (NaCl 0.9%). Each mouse received
1 mg of OM-85 active principle per injection, 5 days a week for 10 weeks.
Different compounds were used as controls. In some experiments control
mice received intraperitoneal injections of saline without OM-85. In addition,
two proinflammatory compounds devoid of any bacterial component, namely,
incomplete Freund’s adjuvant (IFA) and N-acetylmuramyl-L-alanyl-D-isoglu-
tamine (most commonly termed muramyldipeptide [MDP]) (10-12), served as
control treatments. In these experiments each NOD mouse received at 4 or 10
weeks of age a footpad injection of either MDP (25 pg dissolved in NaCl)
emulsified in 50 pl IFA or saline emulsified in 50 pl IFA. As a positive control
for IFA and MDP+IFA, some NOD mice also received a footpad injection of
a complete Freund’s adjuvant (CFA) emulsion according to an identical
experimental protocol (at 4 or 10 weeks of age), as previously described (13).
Anticytokine treatment. When needed mice were treated with the 2G.7
monoclonal antibody to human TGF-$ that cross-reacts and neutralizes in vivo
murine TGF- (14) (provided by C.J.M. Melief, Leiden University Medical
Center, Leiden, the Netherlands) or with a rat monoclonal antibody specific to
the mouse IL-10 receptor (15) (provided by A. O’Garra, DNAx, Palo Alto, CA).
The antibodies were administered at a dose of 1 mg - mouse ! - injection™* i.p.
three times a week for 4 weeks.
Limulus amebocyte assay. The absence of any significant endotoxin activity
in OM-85 preparation was checked by a limulus amebocyte assay (Invitrogen,
Clergy Pontoise, France) following the manufacturer’s recommendations.
Preparation and culture of dendritic cells. Primary bone marrow dendritic
cells were isolated from femora of wild-type or genetically Toll-like receptor
(TLR)- or MyD88-deficient mice. Briefly, bone marrow was flushed out with
Hanks balanced salt solution supplemented with 100 units/ml penicillin and
100 pg/ml streptomycin. Cells were cultured at 2 X 10° cells/ml and per well
in RPMI-1640 medium supplemented with 10% fetal bovine serum, 25 mmol/l
HEPES, 1% minimum essential medium nonessential amino acid, 1% minimum
essential medium sodium pyruvate, 0.5 mmol/l f-mercaptoethanol, 0.1 mg/ml
gentamicin, and 10% supernatant of XR663 cell line-secreting granulocyte
macrophage-colony stimulating factor. Fresh medium was added every 3 days.
At day 9, immature dendritic cells were collected and stimulated by different
concentrations of OM-85 in fresh medium for 24 h. Supernatants were then
collected and assayed using a murine IL-12p40 enzyme-linked immunosorbent
assay kit (R&D Systems, Lille, France).
Cell recovery and T-cell assays. For analysis of cytokine production, total
splenocytes or purified T-cell subsets were cultured in triplicate in 96-well
flat-bottom microtiter plates (Costar, Cambridge, MA) at 2 X 10° cells/well in
the presence of OM-85 (at different doses as indicated in figure legends) or
medium alone. Cells were cultured at 37°C in a humidified atmosphere
containing 5% CO, in RPMI supplemented with 10% heat-inactivated FCS, 2
mmol/l L-glutamine, 100 units/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin (Life
Technologies, Cergy Pontoise, France), and 0.5 mmol/l B-mercaptoethanol,
and they were stimulated with immobilized anti-CD3 (145 2C11, 5 pg/ml final
concentration; provided by Dr. J.A. Bluestone, University of California at San
Francisco, San Francisco, CA). Supernatants were recovered at 24 h (to
measure v-interferon [IFN-y]), 48 h (to measure IL-4 and -10), and 72 h (to
measure TGF-B) and stored at —80°C until tested.
Enzyme-linked immunosorbent assay for cytokine production. For
cytokine measurement DuoSet kits quantifying TGF-8, IFN-y, IL-4, IL-12p40,
and IL-10 (R&D Systems) were used. Recombinant cytokines were used as
standards. In vitro stimulation assays were repeated at least three times.
Measurements were performed in duplicate or triplicate. Data are the
means *= SE.
Statistical analysis. Diabetes incidence was plotted using the Kaplan-Meier
method, i.e., nonparametric cumulative survival plot. Statistical comparisons
between the curves were performed using the log rank (Mantel-Cox) test,
which provided the corresponding x* values. When needed, statistical com-
parison of mean values was performed using Student’s ¢ test.

RESULTS

Diabetes prevention after intraperitoneal adminis-
tration of OM-85. In our colony, female NOD mice
spontaneously develop overt diabetes starting at 14-16
weeks of age (usually with an incidence of ~80% at 35
weeks of age). Female NOD mice were treated with OM-85
starting at 3, 6, 10, or 15 weeks of age. The product was
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FIG. 1. Protection from diabetes in NOD mice treated with OM-85. A:
Diabetes prevention in NOD mice treated intraperitoneally with OM-85
(1 mg/day, 5 days a week for 10 weeks). Results are from one repre-
sentative experiment of three performed (Table 1). No protection was
observed after oral administration of the same dose. B: Protection
from diabetes is observed in the long term only when OM-85 treatment
is started at an early disease stage (6 weeks of age, P = 0.007).
Diabetes onset was only delayed when treatment was started at 10 or
15 weeks of age, but no significant protection was observed (P = 0.451
and P = 0.355, respectively). Experimental groups treated with OM-85
included six mice each; the control group included five mice. C: Results
show consistent protection from diabetes in mice treated orally with
high-dose OM-85 compared with controls. Experimental groups (OM-85
and controls) included seven mice each.

administered at a dose of 1 mg/day i.p. of active principle,
5 days a week for 10 weeks.

In the group of mice injected with OM-85 from 3 weeks
of age, a significant and long-term protection from diabe-
tes was observed (Fig. 1A and Table 1). A similar protec-
tion was observed when treatment was started at 6 weeks
of age (Fig. 1B) (experimental groups treated with OM-85
included six mice each; the control group included five
mice). When treatment was started at 10 or 15 weeks of
age, a partial though nonsignificant protection was observed.
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TABLE 1
Protection from diabetes in NOD mice treated intraperitoneally
(i.p.) with OM-85

% Diabetes

Week Week Week Week
n 10 20 30 40 P

Experiment 1 0.0013

Control 4 0 25 75 100

OM-85 i.p. 6 0 0 0 0
Experiment 2 0.0014

Control 4 0 50 75 75

OM-85 i.p. 5 0 0 20 40
Experiment 3 0.0075

Control 11 0 64 73 73

OM-85 i.p. 10 0 10 20 40

The cumulative analysis of the data from the three independent
experiments reported (n = 22 NOD treated mice, n = 19 controls)
showed a highly significant decrease in diabetes incidence (P =
0.0008) (see Fig. 1A and RESEARCH DESIGN AND METHODs for dosage and
timing schedule).

As additional controls, in parallel to saline, we tested

two proinflammatory compounds, namely, IFA and syn-
thetic MDP. MDP is a component of the mycobacterial cell
wall, initially characterized by Lederer and Chedid and
colleagues (10-11), which is nonimmunogenic per se
while expressing proinflammatory adjuvant-like proper-
ties. In fact, it acts as an hapten when conjugated with
various carriers (10-12,16-18). As a positive control for
IFA and MDP+IFA, NOD mice were also treated with a
CFA emulsion as previously described (13). Importantly,
no protection was observed after parenteral administra-
tion of IFA or MDP+IFA in experimental conditions where
CFA showed full protective activity (10 mice were in-
cluded in each experimental group) (Fig. 2). One may also
note that CFA, like OM-85, is active when treatment is
started at a young age, but it loses most of its activity when
given at later disease stages.
Effect of oral administration. Mice were treated orally
with different doses of OM-85 (1, 10, or 25 mg/day of active
principle), 5 days a week for 10 or 30 weeks. The treatment
was started at 3, 6, 10, or 15 weeks of age. Results of
several experiments showed some variability. Consistent,
though statistically borderline, protection (P = 0.056) was
obtained after administration of 25 mg OM-85 for 10
weeks, starting treatment at 6 weeks of age (each experi-
mental group—OM-85 and controls—included seven mice)
(Fig. 1C). Some protection was also observed with the
10-mg dose, starting treatment at 6 weeks of age. No effect
was observed with the 1-mg dose, even when starting
treatment at 3 weeks of age (P = 0.477), a schedule fully
efficacious when using the intraperitoneal route (Fig. 1A).
Diabetes protection by OM-85 does not depend on
T-helper type 2 cytokines. IL-4 dependency was studied
by comparing the effect of 1 mg OM-85 administered
intraperitoneally in IL-4~’~ and wild-type NOD mice. A
similar protection was observed in the two strains (OM-
85-treated NOD IL-4~/":n = 9; control NOD IL4 /' ": n =
6; no significant difference, P = 0.216) (Fig. 3A), thus
suggesting that IL-4 is not implicated in the therapeutic
effect of OM-85 .

To study the role of IL-10 on the effect of OM-85 in type
1 diabetes, OM-85 was administered intraperitoneally in
NOD mice from 3 to 13 weeks of age, followed by
administration of a monoclonal antibody directed to the
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FIG. 2. Protection from diabetes in NOD mice treated with MDP, IFA,
or CFA. No protection is observed after parenteral administration of
IFA alone or in association with MDP in mice treated at 4 (A) or 10 (B)
weeks of age. At 4 weeks of age, mice treated with CFA are protected
from diabetes, compared with controls treated with IFA (P = 0.002) or
IFA and MDP (P = 0.008). Protection by CFA is partial when treatment
is started at 10 weeks of age (compared with IFA, P = 0.051, or with
IFA+MDP, P = 0.220). Experimental groups (NaCl+CFA, MDP+IFA,
and NaCl+IFA) included 10 mice each.

IL-10 receptor. The antibody was given at a dose of 1 mg
three times a week, from 13 to 16 weeks of age. As shown
in Fig. 3B, the treatment did not abrogate the protective
effect of OM-85 (OM-85-treated NOD: n = 10; OM-85 +
anti-IL-10 receptor-treated NOD: n = 7; control NOD: n =
11; P = 0.600). Similar data were obtained in a second
experiment (data not shown).

Contribution of TGF-B to the protective effect of
OM-85. To analyze the possible role of TGF-B in the
OM-85-mediated protection of diabetes, treatment with
OM-85 (1 mg/day i.p. from 3 to 13 weeks of age) was
followed by the administration of a neutralizing anti—
TGF-B antibody, given at the dose of 1 mg i.p. three times
a week, from 13 to 16 weeks of age. Results shown in Fig.
3C clearly indicate that anti-TGF-B abrogated the protec-
tive effect of OM-85 (OM-85-treated NOD: n = 10; OM-85
+ anti-TGF-B-treated NOD: n = 6; control NOD: n = 11;
P = 0.026), thus suggesting that OM-85-mediated protec-
tion is a TGF-B-dependent active phenomenon. Similar
data were obtained in a second experiment (data not
shown).

Role of NKT cells in OM-85-mediated protection.
CD1d ™/~ mice are devoid of NKT cells, whose intrathymic
selection depends on CD1d (19). CD1d /~ NOD mice were
treated with OM-85 (1 mg/day i.p., 5 days a week for 10
weeks, starting treatment at 3 or 4 weeks of age, depend-
ing on the experiment). In both experiments sl1lown in Fig.
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FIG. 3. Major role of TGF-f in the protective effect of OM-85. A: Female
IL-4~~ and wild-type NOD mice were treated with OM-85 (1 mg
i.p./day). A similar diabetes incidence was observed between the two
groups (OM-85-treated NOD IL-4~'~: n = 9; and control NOD IL-4~/":
n = 6). B: Treatment with anti-IL-10r antibody (1 mg i.p. three times a
week) did not reverse protection induced by OM-85 (1 mg/day i.p.)
(OM-85-treated NOD: n = 10; OM-85 + anti-IL-10r-treated NOD: n =
7; and control NOD: n = 11). C: Treatment with a neutralizing
anti-TGF-B antibody (1 mg i.p. three times a week) effectively reversed
protection induced by OM-85 (1 mg/day i.p.). (OM-85-treated NOD: n =
10; OM-85 + anti-TGF-B-treated NOD: n = 6; and control NOD: n =
11).

4, diabetes incidence was similar in CD1d~’~ and wild-
type NOD mice. The following number of mice were used
in each experiment presented: Fig. 4A: n = 10 for OM-85—
treated NOD CD1d /", n = 10 for control NOD CD1d ",
n = 10 for OM-85-treated NOD, and n = 11 for control
NOD; Fig. 4B: n = 5 for OM-85-treated NOD CD1d /', n =
11 for control NOD CD1d /", n = 5 for OM-85—treated
NOD, and n = 12 for control NOD. However, it appeared
that CD1d~’~ NOD mice were less well protected from
diabetes by OM-85 than wild-type NOD mice, though not
significantly (cumulative analysis P = 0.087). This suggests
that the OM-85 protective effect may depend, but only in
part, on NKT cells.

Search for TLR ligands in OM-85. To test whether
OM-85 contains components that might stimulate TLRs
and thus potentially contribute to the immunomodulatory
effect of the product, its capacity to stimulate cytokine
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FIG. 4. Involvement of NKT cells in the diabetes protection afforded by
OM-85 treatment. Female CD1d ™/~ or wild-type NOD mice were treated
intraperitoneally with OM-85 (1 mg/day, 5 days a week). Results from
two independent experiments are detailed in A (OM-85-treated NOD
CD1d"": n = 10; control NOD CD1d™"": n = 10; OM-85-treated NOD:
n = 10; and control NOD: n = 11) and B (OM-85-treated NOD CD1d /"
n = 5; control NOD CD1d~’": n = 11; OM-85—-treated NOD: n = 5; and
control NOD: n = 12). A significantly lower diabetes incidence was
observed in OM-85-treated CD1d~’~ NOD mice compared with un-
treated CD1d~'~ NOD mice (cumulative analysis P = 0.032). A trend
toward lower diabetes incidence in OM-85-treated CD1d '~ NOD mice
versus OM-85-treated wild-type NOD mice was also observed. Experi-
mental groups included 5-12 mice.

production in a TLR-dependent fashion was examined.
The experimental model consisted of incubating primary
bone marrow dendritic cells from C57BL/6 or genetically
TLR- or MyD88-deficient mice with different concentra-
tions of OM-85. As shown in Fig. 5, OM-85 stimulated the
production of IL-12 in vitro. This response was not ob-
served after stimulation of dendritic cells obtained from
MyD88 /™ mice. When using dendritic cells from TLR-4 '~
and TLR-2™/~ mice, total or partial inhibition of IL-12
production was observed, respectively (Fig. 5). These
results show that in dendritic cells OM-85 signals exclu-
sively via the MyD88 pathway, at least partially by TLR-2
and -4.

OM-85 modulates TGF-B production via the TLR-
MyDS88 pathway. We next tested the ability of OM-85 to
stimulate the in vitro production of 114, IL-10, IFN-y, and
TGF-B using murine splenocytes. Importantly, OM-85 stim-
ulation induced very high production of TGF-$ (which was
maximal already at 1 wg/ml in wild-type mice), high
production of IL-10 (from 10 pg/ml), and moderate pro-
duction of IFN-y (from 100 pg/ml), whereas IL-4 produc-
tion was undetectable (Fig. 6). Interestingly/ TGF-B and
IL-10 production were abolished in MyD88 '~ Orr5ﬂce (Fig.
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6). TGF-B production was also completely abolished in
TLR-4~/~ mice and partially in TLR-2/~ mice compared
with wild-type mice. The presence of TLR-4 agonists in
OM-85, as suggested by these results, prompted us to
examine the content of lipopolysaccharide in OM-85, using
a limulus amebocyte assay. The level of lipopolysac-
charide was found to be lower than that required for
stimulating mononuclear phagocytes (<0.1 pg of lipopoly-
saccharide per milligram of OM-85). One may thus assume
that such traces of lipopolysaccharide cannot account for
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the observed TLR-4-mediated stimulatory capacity of
OM-85.

DISCUSSION

The mechanisms of the protective effect of infections on
type 1 diabetes are still elusive. Limited data are available
in models based on infections in autoimmunity-prone
mouse strains (2). Simplified approaches using bacterial
components or viral proteins are difficult because there is
no indication of the nature of the molecules responsible
for the protection. It was thus of particular interest to use
a bacterial extract that would putatively contain the
various components participating in bacteria-mediated
protection, whose handling is easier than live infections. In
this vein, we selected OM-85, a bacterial extract prepared
from eight bacterial species frequently responsible for
respiratory tract infections. It has been reported earlier
that another bacterial extract, OM-89, can afford protec-
tion in animals and/or humans against autoimmune dis-
eases such as rheumatoid arthritis (20-21), lupus
erythematosus (22), spondyloarthropathies (23), and dia-
betes (24-25). The product tested in the present study
(OM-85) is of particular pertinence because it has exten-
sively and safely been used in children suffering from
repeated upper respiratory tract infections (26-27), thus
paving the road to investigate its preventive potential in
children prone to developing type 1 diabetes.

Results obtained in this study first show that OM-85 can
prevent or delay type 1 diabetes onset when administered
intraperitoneally at a low dosage. The product can also
afford protection when given orally, but it must then be
administered at a higher dosage. Importantly, the effect is
optimal when the treatment is started early (3 or 6 weeks
of age), but some protection is still achieved when the
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FIG. 6. OM-85 induces IL-10, IFN-y, and TGF-B production by murine splenocytes. IL-10 and TGF-$ production was completely abolished in
splenocytes from MyD88 '~ mice and partially decreased in splenocytes from TLR-27/~ and TLR-4~/~ mice. Results are from one representative

experiment of three performed.
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treatment is started at 10 weeks of age. Such kinetics are
similar to those described for CFA (13). Importantly, two
proinflammatory adjuvant-like yet nonimmunogenic com-
pounds, namely, IFA and MDP (10-12,16-18), did not
confer protection from diabetes, as opposed to OM-85
bacterial extract. However, currently, one cannot exclude
that some proinflammatory compounds included in OM-85
actively participate in its protective effect in this model.

We examined the role of T-helper type 2 cytokines,
namely IL-4 and -10, in the protective effect of OM-85. No
responsibility of IL-4 or -10 could be evidenced by using
genetically deficient mice for IL-4 and a neutralizing mono-
clonal antibody for IL-10 receptor. It is interesting to note
that in the particular setting of newborn rats, OM-85
increased the production of IFN-y and decreased that of
IL-4 by spleen cells (28). When a neutralizing anti-TGF-3
antibody was administered immediately after OM-85, a
major role was evidenced for TGF-B because the protec-
tive effect of the drug was essentially lost. It is not clear,
however, which cells produce TGF-B in this context and
what its cellular target is. TGF-B could be produced by
regulatory T-cells or induce their differentiation, as sug-
gested in other models (29-33). Our in vitro studies show
that OM-85 stimulates dendritic cells and induces very
high levels of TGF-B production in a TLR-dependent
fashion by splenocytes (TGF-B production was not ob-
served using splenocytes derived from TLR-4~/~ or
MyD88 /" mice). This TLR-mediated effect of OM-85 may
also involve TLR-2, although TLR-2/~ mouse splenocytes
are still at least partly sensitive to OM-85. Other cytokines
are produced on OM-85 stimulation, such as IL-12 and -10,
which could open other perspectives. In any event, it is
interesting to mention our unpublished recent results
showing that various chemically defined TLR agonists
afford type 1 diabetes protection in the same manner as
OM-85: Pam;Cys and P40 for TLR-2, poly(I:C) for TLR-3,
and lipopolysaccharide for TLR-4. As far as OM-85 is
concerned, lipopolysaccharide is probably not the moiety
involved in TLR-4 stimulation because it is not found in the
extract, even at a very low concentration.

We recently reported a critical role for CD1d-dependent
NKT cells in exacerbated T-helper type 2-mediated airway
inflammation and hyperresponsiveness (34) and in auto-
immune diabetes—prone NOD mice (35-36). The data
presented in this article confirm that NKT cells are impli-
cated in type 1 diabetes. One should mention, however,
that in our present study, both mouse strains (CD1d "/~
and wild type) showed a similar type 1 diabetes incidence,
a finding in clear contrast with another report (37), but in
the line of that of Van Kaer (38), who provided us with the
mice used here. If NKT cells are indeed involved in the
OM-85-mediated protection, it will be important to deter-
mine which component within OM-85 stimulates NKT cells
and what mechanisms mediate NKT cell involvement. IL-4,
as suggested by Oki et al. (39) and Mi et al. (40), and IL-10,
as suggested by Mi et al. (41), could be incriminated, even
though we have a priori excluded these two cytokines as
major protagonists in our type 1 diabetes model. In any
case, the role of NKT cells in type 1 diabetes protection is
only partial because CD1d~’~ NOD mice still show some
sensitivity to OM-85.

An implication of effector cells is possible though un-
likely in our model because treating NOD SCID mice with
OM-85 after transfer of diabetogenic T-cells does not delay
diabetes onset (data not shown). Note, however, that
other mechanisms cannot be excluded. Thus, it has been
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shown that Bacille Calmette-Guerin, CFA (42), or the
Iymphocytic choriomeningitidis virus (43) may induce pro-
tection through IFN-y— and TNF-a—mediated T-cell apopto-
sis.

To conclude, these studies bring new insight into the
cellular and molecular mechanisms underlying the type 1
diabetes protection afforded by OM-85. Our data incrimi-
nate TGF-B and NKT cells, possibly through TLR stimula-
tion. One possibility linking TGF-B and the antidiabetic
effect observed in our model could be that the OM-85—
induced secretion of TGF-B (as reported here) would in
turn induce the production of regulatory FoxP3* cells
from CD4"CD25" precursors, as recently suggested (44).
Further studies are needed to elucidate this point. Other
mechanisms are of course not excluded. One may assume
that the complexity of the OM-85 molecular composition
contributes to the multifactorial nature of its mode of
action. It would be interesting to analyze the action of
individual components of the extract. On the other hand,
one must take into account the fact that OM-85 is used
clinically and that the simultaneous presence of several
pharmacologically active components represents an inter-
esting correlation to the overall effect of bacterial infections.
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Manuscrit n°2

Immunoregulatory responses induced through TLRs and potential therapeutic

implications for autoimmune diseases

Aumeunier A, Grela F, Bardel E, Damotte D, Akira S, Dy M, Thieblemont N, Bach JF.

Manuscrit soumis.

Aprés avoir mis en évidence les vertus protectrices d’un mélange bactérien, nous nous
sommes demandeés dans ce deuxieéme travail si un traitement avec des structures purifiées de
pathogenes agonistes des TLR était suffisant pour induire une protection de la souris NOD
contre le diabéte.

Nous avons ainsi traité des animaux avec la lipoprotéine PamsCys (TLR2), le
Poly(l :C), analogue structural des ARNdb (TLR3), le LPS (TLR4) et le R848 (TLR7). Nous
avons observé une protection totale chez les animaux traités par Poly(l :C) et LPS et
seulement un retard dans le développement de la maladie pour les souris ayant recu PamsCys
et R848. En accord avec ces résultats, nous montrons que le blocage de la voie TLR4 par
I’antagoniste phosphatidylinositol annule toute protection et a tendance a acceélérer la
pathologie. Néanmoins, tous ces traitements ne sont efficaces que lorsqu’ils commencent a
étre administrés pendant la phase prédiabétique, c’est-a-dire avant 12 semaines d’age. Par
ailleurs, bien que les traitements protecteurs ne bloquent pas complétement I’infiltration des
flots de Langerhans, ils semblent tout de méme diminuer I’inflammation et conserver un
nombre suffisant d’Tlots pour maintenir la fonction pancréatique. En effet, dans les pancréas
de souris protégées, on trouve un plus grand nombre d’7lots et de plus grande taille que chez
les animaux non traités qui ne possédent souvent que quelques ilots atrophiques.

Nous avons étudié les mécanismes mis en jeu dans cette protection et avons postulé
que la stimulation TLR pendant la phase prédiabétique pouvait cibler les cellules T
régulatrices dont le role a largement été décrit dans la prévention des maladies autoimmunes.
Nous avons ainsi mis en évidence qu’un traitement par du PamsCys, LPS ou R848 induisait le
recrutement des cellules CD4"CD25" dans le sang. Par ailleurs, ces mémes agonistes sauf le
LPS étaient capables d’induire la production d’IL-10 et de TGF- dans le sérum. Cette

production est activée via les TLR puisque nous montrons que des cellules spléniques
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stimulées par ces agonistes in vitro induisent de I’'IL-10 et du TGF-B d’une maniére
dépendante de MyD88.

Ce deuxieme travail a permis de mettre en évidence le fait que le traitement par des
structures purifiées de pathogénes suffit a protéger totalement des souris du diabete. Nous
avons ainsi pu montrer que la stimulation TLR est primordiale et qu’elle pourrait participer a

la protection des maladies autoimmunes par les infections.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: According to the hygiene hypothesis, infectious agents may inhibit the
development of autoimmune and allergic diseases. To explore the mechanisms
underlying this phenomenon, we tested the capacity of Toll-like receptors (TLRS) to
control the development of autoimmune diabetes in non-obese diabetic (NOD).
RESEARCH DESIGN AND METHODS: We analyzed the effect of TLR stimulation
on diabetes onset using NOD mice and examined the potential implication of regulatory
cells and immunoregulatory cytokines.

RESULTS: Here, we demonstrate that some microbial components described as TLR2,
3, 4 and 7 agonists protect NOD mice from disease. The protection is associated with the
capacity of these compounds to induce both DC and CD4'CD25" Treg cell expansion and
to selectively stimulate the production of the immunosuppressive cytokines such as IL-10
and TGF- in vivo. We further show that TLR stimulation also induces these cytokines in
vitro in a MyD88-dependent fashion.

CONCLUSIONS: Our results provide a mechanistic insight into the protective effect of
infections against autoimmunity suggesting new therapeutic approaches for the

prevention of autoimmune diseases.
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Epidemiological data show strong evidence for a steady rise in the incidence of
allergic and autoimmune diseases in developed countries over the past three decades (1).
The best evidence for a causal relationship between the decline of endemic infections and
the increase in these immune disorders is derived from animal models in which a whole
array of bacterial, viral and parasitic infections have been shown to be protective (2-6).

Infections and more precisely pathogen-derived molecular patterns are recognized
by Toll-like receptors (TLRs) expressed by immune cells and in particular antigen-
presenting cells, such as dendritic cells (DCs). TLR2 is essential for the signaling of
bacterial lipoprotein/lipopeptides (7). TLR3 and 7 are selectively activated by double- or
single-stranded ribonucleic acids (dsSRNA or ssRNA) which are associated with viral
infection (8-10). TLR4 recognizes lipopolysaccharide (LPS) from gram-negative bacteria
(11). Upon stimulation, TLRs recruit IL-1R-associated protein kinases via adaptor
MyD88, which in turn induces the activation of nuclear factor-xB and mitogen-activated
protein kinases (12;13).

Type 1 diabetes is a Thl-driven autoimmune disease in which lymphocytes
infiltrate and destroy pancreatic 3 cells producing insulin, leading to hyperglycemia. It is
regulated by both Th2 and regulatory cells (CD4°CD25" Treg, NKT, ...) (14;15) and
immunoregulatory cytokines including 1L-10, IL-4 or TGF-p (16-18). Indeed, FoxP3-
deficient mice lacking CD4"CD25" Treg cells have been demonstrated to develop a
multiple-organ autoimmune disease including type 1 diabetes (19-21). One may assume
that Treg cells ensure their function via immunoregulatory cytokine production.

We previously demonstrated that a bacterial extract containing both TLR2 and
TLR4 agonists was able to protect non-obese diabetic (NOD) mice, which develop a
spontaneous diabetes from 12 weeks of age up to 80% of incidence in female (22). We
addressed the question whether purified molecules stimulating the specific TLR pathways
could also inhibit diabetes development. We show here that treatment of NOD mice with
TLR2, 3, 4 and 7 agonists protects them from diabetes onset. As these molecules induce
Treg expansion and immunoregulatory cytokines production such as IL-10 and TGF-,

we postulate that protection could account for these mechanisms.
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RESEARCH DESIGN AND METHODS

Mice. Wild-type C57BL/6 (purchased from Janvier) and female mice of the NOD (K¢, I-
AY D) strain were maintained in our animal facilities under specific pathogen-free
conditions. TLR2-, TLR3-, TLR4- and MyD88-deficient mice (C57BL/6 genetic
background) have been described previously (12). All mice were bred in our animal
facility, in agreement with current European legislation on animal care, housing and
scientific experimentation as assessed by inspectors of the Veterinary Services of Paris

and the French Research Ministry.

Reagents. The lipopeptide S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2-RS)-propyl]-N-palmitoyl-(R)-
Cys-(S)-Ser-Lys4-OH, trihydrochloride or Pam3Cys, purified LPS from S. minnesota and
R848 were commercially obtained by Alexis Biochemicals. Polyinosinic-polycytidylic
acid (Poly(I:C)) and Phosphatidylinositol (PtdIns) were purchased from Sigma-Aldrich.

T cell assays. 2.10° splenocytes were cultured in duplicate in a final volume of 200
pl/well in 96-well flat-bottom microtiter plates (BD) in RPMI supplemented with 10%
heat-inactivated FCS, 2 mM L-glutamin, 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin
and 5 x 10° M 2 B-mercaptoethanol (Invitrogen). Splenocytes were exposed to agonists
of TLRs at varying doses as indicated in figure legends for 48 (IL-10) or 72 (TGF-B)
hours at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO,. For TGF-f3, responses to
TLR agonists were compared to control cultures performed in the presence of medium

alone. Supernatants were harvested and stored at —20°C until further analysis.

Flow Cytometry. Fluorochrom-labeled antibodies to CD11b, CD11c, Ly6C, CD4 and
CD25 were from BD Pharmingen. Cells were stained in PBS plus 5% heat-inactivated
FCS (Invitrogen) plus 0.01% sodium azide and fixed by using PBS plus 1.0 %
formaldehyde (Sigma Aldrich). Control staining was performed by using isotype-matched
biotin-labeled irrelevant antibodies. CellQuest software (BD) was used for acquisition and

analysis.

Cell preparation and culture of DCs. Bone marrow-derived myeloid dendritic cells
were isolated from the femurs of mice. Briefly, the bone marrow was flushed out with
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HBSS medium supplemented with 100U/ml penicillin and 100ug/ml streptomycin, pH
7.4. Then cells were plated at a density of 2 x 10° cell per petri dish (BD) and cultured in
RPMI 1640 medium supplemented with 10% heat-inactivated FCS, 25mM HEPES, 1%
MEM non-essential amino-acid 100X, 1% MEM sodium pyruvate 100X, 5 x 10° M 2 B-
mercaptoethanol, 0.1 mg/ml gentamycin and 10% supernatant of J558 cell line
transfected with granulocyte macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF) gene. The
medium was partially removed and fresh medium was added every three days (23). At
day 9, immature DCs were collected and stimulated by a TLR agonist in a fresh medium
for 24 hours. Supernatants were then collected and stored at -20°C until tested for IL-12
p40.

ELISA assays for cytokine production. DuoSet kits for 1L-12 p40, TGF-$ and IL-10
(R&D Systems) were used. The concentrations of cytokines are shown as the mean
nanograms or picograms per milliliter derived from calibration curves using recombinant

cytokines as standards.

Monitoring for development of diabetes. Mice were treated with several TLR agonists
from the age of 3 to 4 weeks and were monitored weekly for clinical signs of diabetes
using Gluko-Test reagent sticks, detecting the presence of glucose in the urine
(Boehringer Mannheim). On some occasions, blood glucose levels were determined using
Haemo-Glukotest 1-44R reagent sticks and a Reflolux S glucometer (Boehringer
Mannheim). Mice were considered diabetic when urine glucose levels exceeded 55
mmol/l or when plasma glucose levels exceeded 11 mmol/L on 3 different days within 1

wk.

Histological analysis. Pancreas from NOD mice were fixed in 4% formaldehyde,
paraffin-embedded, and stained with hematoxylin and eosin. Pancreatic sections were

microscopically examined for the presence of insulitis.

Statistical analysis. Diabetes incidence was plotted using the Kaplan-Meier method, i.e.

a non-parametric cumulative survival plot. Statistical comparison between curves was
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performed using the logrank (Mantel-Cox) test that provided the corresponding XZ

values. Mean values were compared using the Mann-Whitney test.

117



Résultats

RESULTS

Stimulation of the TLR pathways differentially modulates onset of spontaneous
diabetes in female NOD mice. To determine whether stimulation of the TLR2, TLR3,
TLRA4 or TLR7 signaling pathways affects type 1 diabetes (T1D) onset, NOD mice were
treated with selective ligands of each of these TLRs. It was previously verified that each
agonist tested in vivo stimulated IL-12 production in vitro in bone marrow-derived
dendritic cells (DC) from wild-type mice but not in cells from the corresponding TLR- or
MyD88-deficient mice (Table 1). Cohorts of 3- to 4-week-old female NOD mice were
treated orally with the TLR2 agonist, PamsCys. Results show that Pams;Cys treatment
decreased the incidence of the disease (up to 50%) (Fig. 1A). NOD mice intraperitonally
treated with the TLR3 agonist Poly(l:C) and the TLR4 agonist LPS were even more
efficiently protected from diabetes onset: 100% of poly(l:C)- or LPS-treated mice
remained normoglycemic for 30 weeks, whereas in control mice diabetes started at 12 or
14 weeks of age. Similarly, treatment of NOD mice with the TLR7 agonist, R848,
significantly delayed diabetes onset. It is of note that not all TLR agonists confer
protection as lipid A, which signals through TLR4, failed to inhibit the disease (data not
shown). Treatment of NOD mice with phosphatidylinositol (Ptdins), a TLR4 antagonist,
has no incidence or accelerated diabetes onset. TLR agonists were more protective when
given at an early age since the efficiency of both TLR2 and TLR3 agonists declined after
10 weeks of age (data not shown and Fig. 1B). No significant effect was observed when
the treatment was started at 16 weeks, when control mice started to develop diabetes.

Protective TLR agonists delay insulitis

Histological analysis of pancreas of mice treated with TLR agonists, which were
efficiently protected from diabetes, revealed differential infiltration of islets. Indeed, the
subgroup of protected mice treated with Pam3Cys (Fig 2B) exhibits 45.8% of non-
infiltrated islets and 22.9% of peri-insulitis as compared to the 85.6% of insulitis
observed in PBS-treated mice (Fig 2A). In mice administered with LPS, most of the islets
were non-infiltrated (32.2%) or showed peri-insulitis (49.9%) (Fig 2D). A similar
observation applied to the subgroup of mice treated with Poly(l:C) (Fig 2C) or R848 (Fig
2E), which displayed a high percentage of insulitis (68.4% and 78.1% respectively).
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Although highly infiltrated, the number and size of islets was superior to that of non-
treated mice which exhibited atrophic islets. These observations suggest that infiltration

of the pancreas does not necessarily results in disease progression.

TLR agonists induce regulatory cell recruitment. Both CD4"CD25" regulatory T cells
and dendritic cells delay diabetes development in NOD mice (14;24-27). To understand
which mechanisms account for this protection, we tested the involvement of DCs by
examining how their activity was modulated by TLR stimulation. We observed that TLR
agonists induced recruitment of both myeloid (CD11b"CD11c¢") and plasmacytoid
(CD11c*Ly6C") dendritic cells and myeloid suppressive CD11b*Ly6C" cells (data not
shown). Next we tested whether Tregs could also be modulated after TLR stimulation.
Interestingly, Pam3;Cys, LPS and R848 injections increased the proportion of
CD4'CD25" regulatory T cells in blood (Fig 3) significantly, while Poly(I:C) failed to do

so (data not shown).

TLR agonists modulate the level of immunoregulatory cytokines in vivo. As Treg
population was modulated, we then tested whether TLR agonists treatment may modulate
the level of immunoregulatory cytokines in vivo in NOD mice. Interestingly, we found
that treatment with PamsCys increased the level of IL-10 in sera tenfold (Fig. 4). The
TLR3 and TLR7 agonists Poly(l:C) and R848 were also strong inducers of IL-10.
Nevertheless, only Poly(l:C) and R848 were able to activate TGF-B production. It is to
note that treatment with LPS induced neither IL-10 nor TGF-B in sera. This result is of
particular interest as the protective role of IL-10 and TGF-f3 has been largely described in

pathophysiological conditions (16;17;21;28).

Stimulation with TLR agonists induces immunoregulatory cytokine
production in vitro in a MyD88-dependent manner. To better understand how these
compounds induced immunoregulatory cytokines, we then tested on murine splenocytes
their ability to produce them in vitro. As shown in Fig. 5, IL-10 production was induced
by the different compounds in a MyD88-dependent way, with a very strong upregulation
when using R848. TGF-B production was also increased, especially when cells were

stimulated with PamsCys but the dependency of the MyD88 pathway was less defined. It
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is to note that levels of cytokine production in the control mice with a genetic B6
background were comparable to those observed in NOD (data not shown). Collectively,

these data show that various TLR agonists differentially induce production of

immunoregulatory cytokines.

120



Résultats

DISCUSSION

In this study, we present evidence that treatment of NOD mice with TLR2
(Pam3Cys), TLR3 (poly(1:C)), TLR4 (LPS) or TLR7 (R848) agonists, which are known
to promote a dominant Thl environment, can prevent the onset of spontaneous T1D. This
is a paradoxical result since T1D in NOD mice is mediated by Th1 cells (29).

Our data show the first evidence of diabetes protection by a TLR2 and a TLR7
agonist. Since bacterial lipopeptides may form heterodimers with TLR1, we could not
exclude the possible participation of this latter molecule in the signaling induced by
Pam3Cys. The protective effects of poly(I:C) and LPS in relation to diabetes have been
previously investigated in the BB rat and NOD mice (30-33). In some experimental
models, treatment with TLR agonists such as poly(l:C), LPS or R848 was inefficient or
even accelerated diabetes onset as might have been expected from its capacity to
stimulate Th1 cells (34;35). It should be realized, however, that at variance with the NOD
mouse, which presents spontaneous disease, the two models of lymphocytic
choriomeningitis virus (LCMV)-glycoprotein-derived peptide for R848 (35) or insulin B:
9-23 peptide for Poly(l:C) (34) in which acceleration of the disease is induced, are
antigen-driven. Similarly, acceleration of diabetes incidence was induced by LPSina T
cell antigen receptor transgenic (BDC2.5) model which also do not develop spontaneous
diabetes (36).

Among protective mechanisms, Treg cells have been shown to be implicated in
the control of the disease. The strongest evidence in favor of a control of self-reactivity
by regulatory T cells mainly derives from experiments showing that selective cell
depletion of normal T cells may lead to autoimmune disease. In the NOD mouse, diabetes
onset is accelerated by thymectomy at 3 weeks of age or by cyclophosphamide. Our
studies indicate that TLR-induced diabetes protection was correlated to the induction of
immunoregulatory CD4"CD25" T cells. These results are in agreement with studies
describing an induction of CD4°CD25" T cells by TLR2 (37;38) and TLR8 (39) ligands

in non-autoimmune models.

Here we provide direct evidence that Pam3Cys, Poly(1:C) and R848 stimulate a
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significant increase of IL-10 and TGF-p in serum in vivo. Importantly, the production of
immunoregulatory cytokines that was observed in vitro in splenocyte cultures by
diabetes-protective TLR agonists, was abrogated by blockade of the MyD88 pathway.
One may assume that these cytokines are involved for the in vivo protective effect of the
TLR agonists under study. Nevertheless, protective mechanisms are distinct for each
agonist as LPS induces a protection but fails to induce either IL-10 or TGF-f. This
interpretation is reminiscent of the control of diabetes progression in NOD mice brought
about by IL-10 and TGF-f in various models, whatever the still ill-defined nature of the
cells producing these cytokines (monocytes, macrophages, DC, Th2, CD25" cells...) may
be. It may be important to mention the importance of TGF-B in T cell-mediated
regulation of T1D (14;18). In the same line of evidence, hsp60 and OM-85 (described as
TLR2 and TLR4 agonists) and CpG oligonucleotides (potential TLR9 agonist), have been
shown to protect NOD mice from spontaneous diabetes (22;40). Furthermore, OM-85
and hsp60 have the capacity to induce both immunoregulatory cytokines such as IL-10

for the former and TGF-p3 for the latter in a MyD88-dependent fashion (22;41).

To conclude, our data show evidence that TLR stimulation may protect from Th1-
mediated autoimmune diseases and this protection might be mediated by the production
of regulatory cytokines and induction of regulatory cell subsets. These results provide an
explanation for the protective role of infections on the development of autoimmune
diseases. They also open up the possibility of investigating TLR agonists as potential

therapeutic tools for the prevention of autoimmune diseases.
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TABLE 1. TLR agonists induce IL-12 production by DCs via the MyD88 pathway.
DC derived from C57BL/6 WT, TLR2", TLR3", TLR4", TLR7" or MyD88" mice
were stimulated with Pam3Cys (10 pg/ml), Poly(I:C) (1 pg/ml), LPS (0.1 ng/ml) or R848
(1pg/ml) and tested for 1L-12 p40 production. Results expressed as mean cytokine level
(pg/ml) £ SD of one representative of three experiments. Results are shown as mean

cytokine level £ SD.

WT TLR2™ TLR3™ TLR4™ TLR7"™ | MyD88™
none 134 309 178 123 202 164
Pam3Cys 2326 230 not tested 3460 not tested 122
Poly(I:C) 1198 1752 182 344 478 488
LPS 1070 1426 254 98 876 254
R848 482 not tested 533 316 128 120
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FIGURE 1. Stimulation of the TLR pathways differentially modulates onset of
spontaneous diabetes in female NOD mice. (A) Female NOD mice were treated per 0s
with Pam3Cys or injected intraperitonally with 100 ug Poly(l:C), 5 pug LPS from S.
Minnesota, 10 pg R848 or 20 pg Ptdins (n=8 per group) once a week starting at 3 week
of age until the end of the experiment. Control mice were treated with PBS. All mice
were monitored weekly for diabetes. One representative experiment of at least two
independent experiments is shown. (B) Onset of Poly(l:C) treatment. Injections were
started either at 10 weeks or 16 weeks of age. One representative experiment of two

independent experiments is shown.
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FIGURE 2. Decreased insulitis and islets destruction in pancreas of NOD mice
treated with protective TLR agonists. Female NOD mice were treated with PBS (A),
Pam3Cys (B), Poly(l:C) (C), LPS (D) or R848 (E) (n=8 per group). Pancreatic sections
were microscopically examined and islets inflammation was evaluated as percentage of

non-infiltrated islets, peri-insulitis (B and D) and insulitis (A, C and E).
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FIGURE 3. TLR agonists induce T regulatory cell recruitment to peripheral blood.
Female NOD mice were injected with 20 ug Pam3Cys, 5 ug LPS or 10 ug R848 (n=6 per
group). The percentage of CD4"CD25" lymphocytes was evaluated after 24 hours in
peripheral blood by flow cytometry. Results are representative of at least two

independent experiments.
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FIGURE 4. TLR agonists induce immunoregulatory cytokines in sera. Female NOD
mice were injected intraperitonally with 20 ug PamsCys, 100 ug Poly(1:C), 5 ug LPS or
10 png R848 (n=8 per group). Control mice were injected with PBS. The production of IL-
10 and TGF- was measured by ELISA in the collected sera.

134



Résultats

8000 7 pmypss +/+

7000 1 MMyD88 -/-

6000 -
5000 A
4000 -

3000 -

IL-10 (pg/ml)

2000 -

.0l nmon

10 0.1 1 0.01 0.1 0.4 1
Pam,Cys Poly(l:C) LPS R848

600 1 MyD88 +/+

W MyD88 -/-
500 - _

400

300 A

TGF-p (pg/ml)

200 A

|5

0.1 1 1 10 0.1 1 0.1 1
Pam,Cys Poly(I:C) LPS R848

FIGURE 5. Stimulation with TLR agonists induces immunoregulatory cytokine
production via the MyD88 pathway. Splenocytes from C57BL/6 MyD88""* or C57BL/6
MyD88™ mice were stimulated in vitro with various doses of PamsCys, Poly(I:C), LPS
and R848 (ug/ml) and tested for 1L-10 and TGF- production. Results are shown as mean

cytokine level = SD. Results are representative of at least three independent experiments.
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Manuscrit n°3

TLR2 prevents autoimmune diabetes through activation of NKT cells

Grela F, Aumeunier A, Bardel E, N’Guyen T, Jeannin P, Dy M, Bach J.F, Thieblemont N.

Manuscrit soumis.

Le travail précédent nous a permis de mettre en évidence quelques mécanismes a
I’origine des effets protecteurs des agonistes TLR et au cours de ce troisiéme travail, nous
avons deéfini plus précisément pour la P40, une molécule de surface de Klebsiella pneumoniae
activant TLR2, les phénomenes impliqués dans la protection.

Par rapport aux précédents agonistes, nous avons démontré que la P40 non seulement
protégeait fortement du diabéte mais continuait a le faire lorsque la durée du traitement était
raccourcie. Par ailleurs, a I’opposé des molécules testées dans le précédent article, la P40 était
capable de diminuer fortement I’insulite. En effet, la plupart des Tlots des souris traitées
n’étaient pas infiltrés.

Nous avons par la suite mis en évidence qu’a I’instar des agonistes des TLR2, 3, 4 et
7, la P40 induisait de grandes quantités de cytokines immunorégulatrices telles I’l1L-4, I’IL-10
et le TGF-B a la fois in vitro et in vivo. Néeanmoins, aucune corrélation n’a pu étre établie
entre la production de ces cytokines et la protection observée. En effet, la neutralisation de ces
médiateurs soit a I’aide de souris déficientes pour I’IL-4 ou d’anticorps bloquants pour le
récepteur de I’IL-10 ou le TGF-B est insuffisante pour lever la protection induite par la P40.

Etant donné que nous avons précédemment démontré que la protection induite par un
extrait bactérien contenant des agonistes de TLR2 et TLR4 dépendait des cellules NKT
(article n°1), nous avons évalue I'implication des cellules dans ce modéle. Nous avons ainsi
observé que des souris CD1d”" dépourvues de NKT et traitées par la P40 n’étaient plus
protégees du diabete.

Ainsi, en complément du manuscrit n°2 qui décrivait le concept du traitement
protecteur par des agonistes des TLR, ce travail apporte une réponse mécanistique de leur
implication. En effet, nous montrons ici que la population régulatrice des NKT intervient dans
les mécanismes protecteurs induits par cet agoniste de TLR2.
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ABSTRACT

Aims/hypothesis It is well established that infections can prevent from immune disorders.
We postulated that TLR stimulation could have such protective potential. We thus
explored the capacity of a microbial ligand of TLR2, the P40 protein from Klebsiella
pneumoniae membrane, to protect non-obese diabetic (NOD) mice from spontaneous
autoimmune diabetes.

Methods The effect of a treatment with P40 on diabetes onset was analyzed using NOD
mice. The implication of regulatory cells and cytokines known to be implicated in
diabetes control was further investigated.

Results We observed that P40 protects mice from type 1 diabetes (T1D) by strongly
inhibiting islet infiltration in pancreas. We next validated that the TLR2 agonist induced
the production of immunoregulatory cytokines such as IL-4, IL-10 and TGF-3. However,
inhibition of each of these molecules was not sufficient to abrogate T1D protection.
Concerning the role of Natural killer T (NKT) cells, we observed that the P40-mediated
prevention was lost in CD1d-deficient mice.

Conclusions/interpretation Our work indicates that P40 modulates several
immunoregulatory pathways and NKT cells are critically involved in the P40-induced

protective effect in T1D.

Keywords

Toll-like receptor; MyD88; autoimmune diabetes; NKT cells; immunoregulatory
cytokines

Abbreviations

NOD: non-obese diabetic

TLR2: Toll-like receptor 2

NKT cells: Natural killer T cells.
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INTRODUCTION

According to the hygiene hypothesis, the exposition to pathogens especially in
early life can has been shown to decrease the risk of developing immune disorders such
as allergic and autoimmune diseases [1,2]. Further results obtained in animal models
confirmed these observations [3-6]. For example, a single injection with CFA (Complete
Freund Adjuvant) can durably protect NOD mice and BB rats, two models of
spontaneous diabetes, from T1D [7-10]. This protective effect has been attributed to the
mycobacterial extract contained in CFA. Other studies have also revealed that infections
with mycobacteria or administration of mycobacterial components such as heat shock
protein (hsp) 65 could prevent from T1D [11-13].

Infections and more precisely pathogen-derived molecular patterns (PAMPS) are
recognized by Toll-like receptors (TLRs) expressed both on immune and non-immune
cells. Among these, TLR2 is the receptor recognizing the larger number of structures
including peptidoglycan, bacterial lipoprotein/lipopeptides, hsp, the membrane protein
P40 from Klebsiella pneumoniae, GPI lipids from trypanosomes or yeast zymosan
[14,15]. This large pattern of recognition could be explained by its capacity to
heterodimerize with TLR1 and TLR6 [16,17]. Indeed, the couple TLR2/TLR6 detects
preferentially diacetylated proteins whereas TLR1/TLR6 rather sensed triacetylated
proteins [17,18]. Upon stimulation, TLR2 recruit protein kinases via adaptor molecules
such as MyD88, which activates the nuclear factor-«B and mitogen-activated protein
kinases [19,20].

As mycobacterial extracts, supposed to activate TLR2, have been shown to
strongly inhibit T1D onset [4,11,12] and as we have described that a bacterial extract
containing both TLR2 and TLR4 was also protective [21,22], we postulated that a
purified TLR2 agonist could have such protective potential. To test the hypothesis, we
have examined the effect of P40 in the NOD mouse that spontaneously develops T1D

that closely resembles to the human disease.

Data shown in this paper indicate that P40 protects from T1D by strongly
inhibiting islet infiltration in pancreas. We also provide evidence that this molecule

induces both in vitro and in vivo, large amounts of immunoregulatory cytokines like IL-4,
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IL-10 and TGF-B. Nevertheless, no implication of these mediators has been observed in
T1D. We investigated the role of Natural killer T (NKT) cells in the P40-induced
protection. Our results validate that activation of NKT cells by the TLR2 agonist

accounts for T1D onset prevention.
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METHODS

Mice. Wild-type C57BL/6 and female mice of the NOD (K% I-A%, D) strain were
maintained in our animal facilities under specific pathogen-free conditions. MyD88-,
CD1d- and IL-4-deficient mice (C57BL/6 or NOD background) have been described
previously [21]. All mice were bred in our animal facility, in agreement with current
European legislation on animal care, housing and scientific experimentation as assessed

by inspectors of the Veterinary Services of Paris and the French Research Ministry.

Reagents. The P40 membrane protein of Klebsellia pneumoniae was purified as
previously described [15]. Rat monoclonal antibody specific to the mouse IL-10 receptor
(1B1 2.1C4 clone) was gently provided by A. O’Garra (DNAX, Palo Alto, CA) and
monoclonal antibody to human TGF-f that cross-reacts and neutralizes murine TGF-$8
(2G7 clone) by C.J.M. Melief (Leiden University Medical Center, Leiden, the

Netherlands). A rat monoclonal anti-IgG antibody was used as negative control.

In vivo treatment. Female NOD mice were injected intraperitoneally (i.p.) with P40 or
buffer and sera were collected 2 hours after. Samples were harvested and stored at —20°C

until further analysis.

T cell assays. For induction of cytokines, 2 x 10° splenocytes were cultured in duplicate
in a final volume of 100 pl/well in 96-well flat-bottom microtiter plates (BD). In all
assays, cells were cultured in RPMI supplemented with 10% heat-inactivated FCS, 2 mM
L-glutamin, 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin (Invitrogen), and 5 x 10° M 2
[-mercaptoethanol. Splenocytes were tested to TLR2 agonist at varying doses as
indicated in figure legends. Cultures were incubated for 72 (TGF-B), 48 (IL-4, 1L-10)
hours at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO,. For TGF-3, responses to
the TLR2 agonist was compared to responses in cultures performed in the presence of
medium alone. From parallel cytokine cultures, supernatants were harvested and stored at

—20°C until further analysis.
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ELISA assays for cytokine production. DuoSet kits for TGF-f, IL-4, and IL-10 (R&D
Systems) were used. The concentrations of cytokines are shown as the mean nanograms
or picograms per milliliter derived from calibration curves using recombinant cytokines

as standards.

Monitoring for development of diabetes. Mice were injected i.p. with 200 pg of P40
per week from the age of 3 to 4 weeks and monitored weekly for clinical signs of
diabetes using Gluko-Test reagent sticks, detecting the presence of glucose in the urine
(Boehringer Mannheim). On some occasions, blood glucose levels were determined using
Haemo-Glukotest 1-44R reagent sticks and a Reflolux S glucometer (Boehringer
Mannheim). Mice were considered diabetic when urine glucose levels exceeded 55
mmol/l or when plasma glucose levels exceeded 11 mmol/L on 3 different days within 1

wk.

Histological analysis. Pancreas from NOD mice were fixed in 4% formaldehyde,
paraffin-embedded, and stained with hematoxylin and eosin. Pancreatic sections were

microscopically examined for the presence of insulitis.

Statistical analysis. Diabetes incidence was plotted using the Kaplan-Meier method, i.e.

a non-parametric cumulative survival plot. Statistical comparison between curves was

performed using the logrank (Mantel-Cox) test that provided the corresponding y2

values. Mean values were compared using the Mann-Whitney’s test.
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RESULTS

Stimulation of the TLR2 inhibits onset of spontaneous diabetes in female NOD mice by
preventing insulitis To determine whether stimulation of the TLR2 signalling pathway
prevents diabetes onset, cohorts of 4- to 5-week-old female NOD mice were
intraperitoneally treated with the Klebsiella pneumoniae outer membrane protein A
(P40), a TLR2 agonist once a week starting at 3 week of age until the end of the
experiment. Results show that the treatment significantly delayed diabetes onset (Fig. 1a,
p = 0.027). Treatment with this molecule was more efficient when mice were treated at
an early age (data not shown). Since the treatment was highly protective, we next tested
the efficiency of a shorter treatment with this TLR2 agonist. Interestingly, decreased
length of the P40 treatment from 20 weeks to 10 weeks was sufficient to protect NOD
mice from diabetes (Fig. 1b, p = 0.0064). Histological analysis of the pancreas of P40-
treated NOD mice (Fig 1d) showed numerous and healthly islets (62.43%) with a low
percentage of insulitis (28.14%) compared to non-treated mice (Fig. 1c, 12.28% and
85.57% of healthy islets and insulitis respectively). Moreover, number of islets was

greater and size was larger than non-treated mice which exhibited atrophic islets.

P40 modulates the production of immunoregulatory cytokines via the MyD88 pathway
We tested whether diabetes-protective P40 could stimulate the production of selected
cytokines, particularly regulatory/suppressor cytokines. We first studied the effect of P40
on production of cytokines by spleen cells in vitro. We indeed observed that P40 induced
the production of IL-4, IL-10 and TGF-B in C57BL/6 mice (Fig. 2). Similar results were
obtained using spleen cells from NOD mice (data not shown). We further analyzed the
MyD88-dependency of the capacity of P40 to stimulate the production of these
molecules. P40 failed to induce a significant level of either 1L-4, IL-10 or TGF-B in
splenocytes from MyD88” C57BL/6 mice (Fig. 2), demonstrating a critical role of the
TLR2/MyD88 signalling pathway.

Since regulatory cytokines were stimulated in vitro by P40, we tested whether the TLR2

agonist treatment modulated the level of these cytokines in NOD mice in vivo. We found
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that a single dose of P40 increased at least fivefold the sera level of IL-4, IL-10 and TGF-
B (Fig. 3). These increases peaked at 6 hours and had disappeared at 24 hours.

Diabetes protection by P40 does not depend on IL-4, IL-10 or TGF-4 To analyze the
possible role of IL-4 in the P40—mediated protection of diabetes, we compared the effect
of P40 administered intraperitoneally in IL-47~ and wild-type NOD mice. Results shown
in Fig. 4 clearly indicate that the protective effect of P40 was not abrogated in IL-47~
NOD mice (control NOD vs P40—treated NOD, p = 0.0064; control IL-47"NOD vs P40—
treated IL-47"NOD, p = 0.0343) (Fig. 4a), thus suggesting that P40—diabetes protection is
a IL-4—independent active phenomenon. The protective role of IL-10 and TGF-f3 which
has been largely described in type 1 diabetes [23,24], was evaluated in our protocol. To
study the role of IL-10 and TGF-B on the diabetes protection afforded by P40, the
compound was administered intraperitoneally in NOD mice starting at week 4 until week
16 of age, under the cover of either a monoclonal antibody directed to the IL-10 receptor
or a monoclonal antibody directed against TGF-f. The antibodies were given at a dose of
1 mg three times a week, from 13 to 16 weeks of age. However, none of the two
treatments abrogated the protective effect of P40 (P40—treated NOD vs P40 + anti—IL-10
receptor—treated NOD: p = 0.06; P40—treated NOD vs P40 + anti-TGF-p—treated NOD: p
=0.085) (Fig. 4b).

Collectively, these data show that P40 induces production of immunoregulatory
cytokines in vitro and in vivo but in the experimental conditions used, inhibition of each

one of these cytokines did not abrogate the diabetes protective effect of P40.

Role of NKT cells in p40—mediated protection CD1d™" mice are devoid of TCR invariant
Natural Killer T (NKT) cells, whose intrathymic selection depends on CD1d [25]. CD1d"
= NOD mice were treated with p40 (once a week starting treatment at 3 or 4 weeks of
age, depending on the experiment). As shown in Fig.5, diabetes incidence was similar in
untreated CD1d™" and wild-type NOD mice. Interestingly, it appears that P40-treated
CD1d™~ NOD mice were not protected from diabetes compared to wild-type NOD mice
(control NOD vs P40-treated NOD: p = 0.0103; control CD1d""NOD vs P40-treated
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CD1d”"NOD: p = 0.1515). These data suggest that the p40 protective effect may depend
on CD1d-restricted NKT cells.
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DISCUSSION

Our results have revealed that the TLR2 agonist P40 derived from Klebsiella
pneumoniae protects from diabetes onset in the NOD mouse, an observation in keeping
with the most general protective effect of numerous bacteria viruses and parasites on
spontaneous and autoimmune diseases [3-6]. Moreover, a previous report has
demonstrated that a glycoprotein extracted from Klebsiella pneumoniae (GEKP) was
efficiently protecting NOD mice from T1D [26]. Our results show that a strong protection
can be induced with only 10 weeks of treatment (from the age of 4 to 14 weeks).
Nevertheless, concerning the timing of the protective effect, it is important to note that
there is no curative effect when the treatment is given just before the appearance of
clinical diabetes while insulitis becomes firmly established (data not shown). The effect
was essentially a preventive one. Besides, we have observed that respectfully to other
TLR agonists (unpublished data), P40 treatment strongly protected pancreatic islets.
Indeed a large number of islets remain non-infiltrated at 25 weeks, age in which we
detect more than 80% of insulitis in non-treated NOD mice. One may assume that P40

could inhibit autoreactive T cell infiltration of islets.

The first mechanism which could explain the effect of P40 is the production of
cytokines which is the most obvious biological consequence of TLR signalling, even if
other effects are possible such as the expression of several molecules notably involved in
antigen recognition with the difficulty in the latter case to exclude the indirect role of
cytokines. We first looked at the immunoregulatory cytokines already known to inhibit
spontaneous diabetes onset in NOD mice: IL-4, IL-10, and TGF-B [23,27-30]. We have
effectively shown that the production of these cytokines was increased in vitro and in
vivo by P40. In agreement, the molecule hsp60 derived from Mycobacteria has been
demonstrated to activate suppressive function of Tregs both by cell-to-cell contact and by
secretion of TGF-B and IL-10 in a TLR2-dependent way [31]. We could not conclude
however for the responsability of these cytokines in the P40-mediated diabetes protection
since the problem is that suppression or neutralization of these cytokines did not abrogate
the protective effect of P40. This latter observation is however not absolute since

genetically deficient mice (as we used for 1L-4) may show gene redundancy as illustrated
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for mice genetically deficient in other cytokines such IFN-y [32]. The same observation
applies to neutralizing monoclonal antibodies against cytokines that have been
administered, for logistic reasons, only from 13 to 16 weeks of age, and with this timing,
protection was still complete. Nevertheless, one cannot exclude that the timing of
administration used in our experiment was not appropriate to reveal an implication of

these cytokines.

Concerning NKT cells, results obtained indicate clearly that their presence is
mandatory for the protective effect of P40. Interestingly, similar observations were made
for the TLR3 agonist poly(l:C) and a bacterial extract containing both TLR2 and TLR4
agonists (unpublished data and [21]). The mode of action of NKT cells is complex and
the production of IL-4 is the first hypothesis which comes to cross one’s mind. Indeed,
P40 stimulates the production of IL-4, but IL-4-deficient mice are still sensitive to P40.
We cannot therefore exclude other mechanisms such as the production of IFN-y. Indeed,
we have previously demonstrated in vitro that P40 increased the production of IFN-y by
CD56'CD3" NK cells and CD56°CD3" NKT cells [33]. It is critical to remember that the
protective effect of CFA, which includes TLR2 and TLR4 agonists, was abolished in
IFN-y-deficient NOD mice and not in IL-10-deficient mice [34]. It is also worth noting
that treatment with a-galactosylceramide protects NOD mice without the clear proof of a
precise mechanism, in particular IL-4, because of contradictory results [35,36]. Finally, it
is not clear whether NKT cells downregulate immune responses directly or indirectly
after interaction with other populations of regulatory T cells including CD25" natural
regulatory cells [37]. To conclude, our results provide a possible although not exclusive
explanation for the protective role of microbial infections on autoimmune diseases. They
also open up the possibility of investigating TLR agonists as potential therapeutic tools

for the prevention of autoimmune diseases.
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Figure 1. Stimulation of the TLR2 pathway modulates onset of spontaneous diabetes
in female NOD mice by decreasing insulitis in pancreas. Female NOD mice were
injected intraperitonally with 200 pg/week/mouse of P40 (n=8 per group) from 4 to 25
weeks of age (A) or from 4 to 14 weeks of age (B). Control mice were injected with Tris
buffer. All mice were weekly monitored for diabetes. Degree of insulitis was evaluated in

pancreatic sections from Tris- (C) or P40-injected (D) mice. One representative
experiment of at least two independent experiments is shown.

155



Résultats

400 -
MyD88g**

350 1 mMyD88* T
300 A
250 A l
200 A
150 A
100 A

50 4

IL-4 (pg/ml)

1000 -
900 T
800 {
E 700
g 600 4
< 500 4
— 400 4
= 300 4
200 |

100 |
0 — . :

180 4
160 4

)
»
o
L

120 4
100 -
80 A
60

40 |
20
0

- ‘ 2 I 20
P40 (ug/ml)

TGF-B (pg/ml

Figure 2. Stimulation with P40 induces IL-4, IL-10 and TGF-3 production in vitro.
Splenocytes from C57BL/6 MyD88"* or C57BL/6 MyD88” mice were stimulated in
vitro with P40 or medium alone. Supernatants were collected from parallel cultures and
tested for IL-4, IL-10 and TGF-R. Results are shown as mean cytokine levels + SD.

Results are representative of at least three independent experiments.
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Figure 3. Stimulation with P40 induces IL-4, IL-10 and TGF-R production in vivo
Female NOD mice were injected intraperitonally with 200 pg P40 or buffer (n=8 per
group). Sera were collected 2 or 6 h after stimulation and frozen. IL-4, IL-10 and TGF-$3

production was measured by ELISA.
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Figure 4. Protective responses induced by P40 are independent of IL-4, IL-10 and
TGF-B. (A) Female IL-47~ and wild-type NOD mice were treated with P40 (200 pg
i.p./week). (B) Treatment with anti-IL-10R antibody (1 mg i.p. three times a week) or
with a neutralizing anti-TGF- antibody (1 mg i.p. three times a week) did not reverse

protection induced by P40 (200 pg/week i.p), (n = 8 per group).
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are detailed.
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Manuscrit n°4

The TLR3 agonist poly(l)poly(C) prevents autoimmune diabetes through activation of
NKT cells and IL-4 production

Grela F, Aumeunier A, Bardel E, Ryffel B, Akira S, Bach JF, Thieblemont N. Manuscrit

soumis.

A T’instar du travail précédent qui nous a permis de mettre en évidence un mécanisme
protecteur induit par un traitement par des agonistes TLR, nous avons étudié 1’effet d’un
agoniste de TLR3 sur le développement du diabéte.

Nous avons préalablement défini que le poly(I)poly(C) impliquait les voies
TLR3/TRIF en stimulant des macrophages péritonéaux isolés a partir de souris de type
sauvage ou déficientes pour TLR3 et TRIF. Etant donné que ce composé est un mélange de
poly(I) et de poly(C), nous avons parallelement testé ces deux molécules et avons pu observer
qu’elles partageaient les mémes voies mais étaient moins puissantes pour induire la
production de cytokines.

Nous avons ensuite traité des souris NOD par ce composé et avons pu mettre en
¢vidence une protection. Méme s’il est constitué¢ d’un mélange de deux ARNsb, ces deux
molécules injectées seules sont incapables de produire le méme effet. C’est bien le mélange
des deux qui confere la protection, suggérant les propriétés immunomodulatrices des
structures ARNdD activant TLR3.

Dans un second temps, nous avons cherché a définir les mécanismes impliqués dans
cette protection et avons observé que des souris CD1d" dépourvues de NKT et traitées par cet
agoniste de TLR3 n’étaient plus protégées du diabéte. Par ’utilisation de souris déficientes
pour I'IL-4, nous avons pu montrer que cette cytokine jouait un role dans la protection
observée. Etant donné que les NKT produisent de grandes quantités d’IL-4, ces résultats
suggerent fortement que cet agoniste exerce ses effets protecteurs au travers des NKT
produisant I’IL-4.

Ainsi, ce travail permet de démontrer que le traitement par des molécules purifiées de
pathogenes agonistes des TLR protege du diabéte de type 1 et met en jeu, dans ce cas précis,

la population régulatrice NKT au travers de sa production d’IL-4.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: Epidemiological studies suggest that infections can prevent immune
disorders, such as autoimmune diseases. We postulated that pathogen-sensors Toll-like
receptor (TLR) could modulate the development of autoimmune diabetes.

RESEARCH DESIGN AND METHODS: We have investigated the impact of a
treatment with the polyinosinic-polycytidylic acid (poly(l)poly(C)) on the development
of non-obese diabetic (NOD) mice diabetes and explored potential mechanims implicated
in the observed effect.

RESULTS: Here, we show that poly(l)poly(C), which signals through TLR3 and TRIF,
prevents spontaneous diabetes onset in the NOD mice model. Since Natural Killer T
(NKT) cells have been shown to be critically involved in type 1 diabetes (T1D) via IL-4
production in NOD mice, we have tested whether this mechanism was involved in our
settings. Indeed, the protective autoimmune response induced by the TLR3 agonist was
lost in IL-4- and CD1d-deficient mice.

CONCLUSIONS: Our results reveal that pathogen-induced TLR3 triggering contributes
to diabetes protection via stimulation of NKT cells and IL-4 production and underlines

the fact that viral infections can also be protective in autoimmune diseases.
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Microorganisms, such as bacteria, fungi, protozoa, and viruses, are detected by
Toll-like receptors (TLRs) and trigger innate immune responses. A subset of TLRs
recognizes viral components and induces antiviral responses. Whereas TLR4 recognizes
viral components at the cell surface, TLR3, TLR7, TLR8, and TLR9 recognize viral
nucleic acids on endosomal membrane. TLR3 recognizes viral double-stranded RNAs
(dsRNAs) derived from dsRNA viruses such as reovirus or parasitic dsSRNA such as
Schistosoma mansoni or simple-stranded RNA (ssRNAS) viruses such as West Nile virus,
respiratory syncytial virus, and encephalomyocarditis virus (1;2). The TLR3-signaling
pathway involves the adaptor molecule, Toll/IL-1 receptor (TIR)-domain-containing
adaptor inducing IFN-beta (TRIF) and activates type | interferon (IFN) and
proinflammatory cytokine expression (3;4). TRIF was established as the adaptor
controlling both TLR3- and TLR4-mediated IFN production, through the activation of
IRF3 (5). It is to note that a synthetic analog of dSRNA, polyinosinic-polycytidylic acid
(poly(I:C)), which activates the TLR3-TRIF signaling pathway, has been described and

similarly to TLR3 agonist, activates immune cells and induces type | interferons (IFN-

a/p) (6:7).

Microbial signaling can inhibit autoimmune diseases (8). Bacteria, parasites and
viruses were efficiently protecting NOD mice from diabetes (9-11). The mechanisms of
the protective effect of infections on type 1 diabetes induced by microbial components are
difficult to interpret because there is no indication of the nature of the molecules
responsible for the protection. It was thus of particular interest to use chemically defined
components that would putatively mediate protection. We chose NOD mice that
spontaneously develop an autoimmune insulin-dependent diabetes closely resembling the
human disease, as a study model. TLR agonists such as hsp60 and CpG oligonucleotides
may protect NOD mice from spontaneous diabetes (12;13). The protective effects of
poly(1:C) in relation to diabetes have been previously investigated in the NOD mice (14).
However, there is still no clear indication of a defined mechanism involved in this
protection. We have recently observed that TLR stimulation plays a critical role in the
biological effects of pathogens, not only in their capacity to cause disease through

stimulation of proinflammatory cytokines, but also in their potential to promote disease
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protection through production of immunoregulatory cytokines and NKT cell activation
(15). We have thus explored whether these immunoregulatory mechanisms may be

involved in the TLR3-induced protective responses of T1D.
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MATERIALS AND METHODS

Mice. Wild-type C57BL/6 and female mice of the NOD (K°, I-A%, D) strain were
maintained in our animal facilities under specific pathogen-free conditions. TLR3-, TRIF-
, CD1d- and IL-4-deficient mice (C57BL/6 or NOD background) have been described
previously (15). All mice were bred in our animal facility, in agreement with current
European legislation on animal care, housing and scientific experimentation as assessed

by inspectors of the Veterinary Services of Paris and the French Research Ministry.

Reagents. Polyinosinic-polycytidylic acid (poly(l)poly(C)), polyinosinic acid (poly(l))
and polycytidylic acid (Poly(C)) were obtained from Sigma-Aldrich (Saint Quentin
Fallavier, France). Lipopolysaccharide (LPS) from E. coli was purchased from Alexis

Biochemicals (Paris, France).

Macrophage recovery and stimulation. Macrophages from wild-type C57BL/6 mice
were recruited by thioglycolate injection. Cells were recovered by peritoneal lavage and
cultured in RPMI supplemented with 10% heat-inactivated FCS, 2 mM L-glutamin, 100
U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) in the
presence of TLR agonists. Cultures were incubated for 24 hours at 37°C in a humidified
atmosphere containing 5% CO,. Supernatants were then collected and stored at -20°C

until tested for TNF-a..

ELISA assays for cytokine production. DuoSet kit for TNF-a. (R&D Systems, Lille,
France) was used. The concentrations of cytokine are shown as the mean nanograms or
picograms per milliliter derived from calibration curves using recombinant cytokines as

standards.

Monitoring for development of diabetes. Mice were monitored weekly for clinical
signs of diabetes using Gluko-Test reagent sticks, detecting the presence of glucose in the
urine (Boehringer Mannheim, Germany). On some occasions, blood glucose levels were
determined using Haemo-Glukotest 1-44R reagent sticks and a Reflolux S glucometer

(Boehringer Mannheim, Germany). Mice were considered diabetic when urine glucose

165



Résultats

levels exceeded 55 mmol/l or when plasma glucose levels exceeded 11 mmol/L on 3

different days within 1 wk.

Histological analysis. Pancreas from NOD mice were fixed in 4% formaldehyde,
paraffin-embedded, and stained with hematoxylin and eosin. Pancreatic sections were

microscopically examined for the presence of insulitis.

Statistical analysis. Diabetes incidence was plotted using the Kaplan-Meier method, i.e.
a non-parametric cumulative survival plot. Statistical comparison between curves was
performed using the logrank (Mantel-Cox) test that provided the corresponding X2

values. Mean values were compared using the Mann-Whitney’s t test.
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RESULTS

Poly(I)poly(C) signals through TLR3 and the adaptor molecule TRIF. We have
tested the ability of the poly(l)poly(C) to activate immune cells using TLR3 signaling
pathway. Using thioglycolate-elicited peritoneal macrophages from C57BI/6 mice, we
observed a strong TNF-a production after stimulation by this compound. The biological
response was twice as high as the response induced with the described TLR3 agonist
poly(l) or poly(C) and as high as the response induced by LPS, a strong inducer of
inflammation on macrophages (Fig. 1). To verify whether poly(l)poly(C) signaling was
specific of the adaptor molecule TRIF, we have compared the response observed using
cells from WT or TRIF” mice. As expected the cytokine production induced by the
TLR3 agonist was lost in cells purified from TRIF”" mice and partially decreased after

LPS stimulation.

Poly(I)poly(C) treatment prevents onset of spontaneous diabetes in female NOD
mice. To determine whether stimulation of TLR3 signaling pathway prevents diabetes
onset, NOD mice were treated with poly(l)poly(C). Cohorts of 3- to 4-week-old female
NOD mice were intraperitoneally treated with this agonist. Results show that the
treatment significantly delayed diabetes onset (Fig. 2A). More than 80% of
poly(l)poly(C)-treated mice remained normoglycemic for 30 weeks, whereas in control
mice diabetes started at 11 weeks of age. This result is in agreement with previous reports
using a distinct TLR3 agonist (14). It is to note that the treatment required continuous
stimulation to be efficient. Decreased length of the treatment with poly(l)poly(C) from 20
weeks to 10 weeks was no longer efficient to protect NOD mice from diabetes (data not
shown). As poly(l)poly(C) is a mix of the two ssSRNA poly(l) and poly(C), we next
treated mice with each component and showed that either poly(l) or poly(C) failed to
induce protection (Fig. 2A) suggesting that dsRNA are more efficient in delaying
diabetes onset.

Even if mice were protected by poly(l)poly(C) administration, histological analysis of the
pancreas (Fig. 2C) revealed a strong percentage of insulitis (56.13%). Nevertheless, this
group exhibited a decrease in insulitis proportion as compared to non-treated groups (Fig.

2B, 78.34%) correlated to an increase of peri-insulitis (20.81%). And although islets were
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highly infiltrated, their number and their size were greater than non-protected mice which
had atrophic islets. Besides, poly(l)- and poly(C)-treated mice (Fig. 2D,E) developed a

similar insulitis as non-treated control (85.86% and 86.11% respectively).

Role of CD1d-restricted T cells in poly(l)poly(C)-mediated protection. As NKT cells
have been demonstrated to be implicated in diabetes onset (16-18) and since we
previously described that the protection induced by a bacterial extract was dependent on
these cells (15), we treated CD1d”~ NOD mice, which are devoid of NKT cells, with
poly(l)poly(C). As shown in Fig. 3, diabetes incidence was similar in CD1d™" and wild-
type NOD mice. Interestingly, by contrast to poly(I)poly(C)-treated wild-type NOD mice,
it appears that poly(1)poly(C)-treated CD1d™~ NOD mice were no longer protected from
diabetes. These data suggest that the poly(l)poly(C) protective effect may depend on
CD1d-restricted NKT cells (control NOD vs poly(l)poly(C)-treated NOD: p = 0.0042;
poly(1)poly(C)—treated NOD vs poly(l)poly(C) —treated CD1d™~NOD, p = 0.2332).

IL-4 is required in poly(l)poly(C)-mediated protection. It has been shown that
stimulation of NKT by a-galactosylceramide was protective in diabetes through an IL-4-
dependent production (16). To analyze the possible role of IL-4 in the poly(l)poly(C)-
mediated protection of diabetes, we have compared the effect of the TLR3 agonist
administered intraperitoneally in IL-47~ and wild-type NOD mice. Results shown in Fig.
4 clearly indicate that the protective effect of poly(1)poly(C) was abrogated in IL-47"
NOD mice (control NOD vs poly(l)poly(C)-treated NOD: p = 0.0422; poly(l)poly(C)-
treated NOD vs poly(l)poly(C) —treated IL-4”~ NOD, p = 0.0678) (Fig. 4), thus
suggesting that poly(l)poly(C)-mediated protection is an IL-4—dependent active
phenomenon. Collectively, these data show that protection induced by the TLR3 agonist

poly()poly(C) requires NKT cell stimulation and production of I1L-4.

From our results, the ability of compound to stimulate NKT cells was further
investigated. Activation of INKT cells was evaluated after poly(l)poly(C) i.p. injection to
mice; sera were collected 2 h later and cytokine level was quantified in samples by

ELISA. In these settings, IL-4 level is upregulated by injection of the CD1d ligand aGal-
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Cer. However, poly(l)poly(C) treatment failed to modulate IL-4 level in vivo (data not

shown).
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DISCUSSION

Our data present evidence that the TLR3 agonist, which is known to promote a
dominant Thl environment, can prevent autoimmune diabetes in vivo. In agreement, the
protective effects of the TLR3 agonist in relation to diabetes have been previously
investigated in the BB rat and NOD mice. In some experimental models, poly(l:C) was
inefficient or even accelerated diabetes onset as might have been expected from its
capacity to stimulate Thl cells. It has been demonstrated in two antigen-driven models
(LCMV or insulin B9-23 peptide) that Poly(l:C) induced disease acceleration (19).
However, our model is quite different, as a spontaneous one, whereas previous were
induced. In this work, we have defined poly(l)poly(C) as a TLR3 agonist through
activation of TRIF in agreement with a recent report that has described that single-
stranded homopolymeric poly(l) activates immune cells via TLR3 and TRIF (7). We can
postulate that the protection induced by this agonist could depend on TLR3 and TRIF.
Interestingly, whereas poly(l)poly(C) induced a strong protection, ssRNAs poly(l) and
poly(C) failed to protect mice from diabetes. One may assume that the double-stranded
structure of poly(l)poly(C) could confer to this molecule the ability to activate some

signals leading to the establishment of protective mechanisms.

In this manuscript, we show evidence of diabetes protection with direct
demonstration of the CD1d dependency of the TLR3 agonist used in vivo. A possible
protective mechanism for this latter agonist could be the activation of iINKT cells, which
have been shown to be implicated in T1D protection (16-18;20). Moreover, we
previously described that INKT cells were implicated in the protection induced by a
bacterial extract (15). This targeting is not surprising as some recent works have
demonstrated that this cell subset can sense TLR signals. Indeed, both CpG DNA and
LPS, that respectively activate TLR9 and 4, have been shown to activate NKT cells in the
presence of dendritic cells and proinflammatory cytokines such as IL-12 (21-23).
Meanwhile, the response to these agonists requires CD1d molecule. We next show that
diabetes protection depends of the T-helper type 2 cytokine IL-4 since IL-4-deficient
NOD mice abrogated the protective effect of TLR3 agonist. This interpretation is
reminiscent of the control of diabetes progression in NOD mice brought about by IL-4
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production after NKT stimulation (16-18;20). We can postulate that IL-4 produced by
TLR3-activated NKT cells could play a role in the protection. In agreement with our
results, it has been shown that the parasite Schistosoma mansoni, which contains TLR3
agonists (1), on one hand, inhibits the development of type 1 diabetes in NOD mice (10),
and on the other hand, activates iINKT cells to produce IFN-y and 1L-4 (24).

To conclude, our data show evidence that TLR3 stimulation may protect from
Thl-mediated autoimmune diseases and that this protection is mediated by IL-4
production and requires NKT cell activation. These results provide an explanation for the
protective role of infections on the development of autoimmune diseases. They also open
up the possibility of investigating TLR agonists as potential therapeutic tools for the

prevention of autoimmune diseases.
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Figure 1 : Poly(l)poly(C) induces TNF-a production in TLR3- and TRIF-dependent
way. Thioglycolate-elicited peritoneal macrophages from WT, TLR3” or TRIF"
C57BL/6 mice were stimulated with 10ug/ml poly()poly(C), poly(l) or poly(C) or
1ng/ml LPS. TNF-a production was measured in supernatants after 24h of stimulation by

ELISA. Results are representative of one experiment out of three.
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Figure 2 : Treatment with TLR3 agonist poly(l)poly(C) prevents diabetes onset but
does not preserve pancreas. (A) Female NOD mice were injected intraperitonally with
100 pg/week/mouse of poly(l)poly(C), poly(l) or poly(C). Control mice were injected
with PBS. All mice were weekly monitored for diabetes. Pancreatic sections from mice
treated with PBS (B), poly()poly(C) (C), poly(l) (D) or poly(C) (E) were
microscopically examined and islets inflammation was evaluated as percentage of non-
infiltrated islets, peri-insulitis and insulitis. One representative experiment of at least two
independent experiments is shown.
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Figure 3 : Poly(l)poly(C)-induced diabetes protection is dependent on CD1d-
restricted NKT cells. WT and CD1d” female NOD mice were injected intraperitonally
with 100 pg/week/mouse of poly(l)poly(C) or PBS. All mice were weekly monitored for
diabetes. One representative experiment of at least two independent experiments is

shown.
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Figure 4 : TLR3 stimulation delayed diabetes onset in an IL-4-dependent way. WT

and IL-4” female NOD mice were treated with poly()poly(C) or PBS and weekly

monitored for diabetes. One representative experiment of at least two independent

experiments is shown.
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RESULTATS PARTIE I :

Effet de la modulation d’une

stimulation TLR7 dans I’asthme allergique
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Manuscrit n°5

Toll-like receptor 7 stimulation activates directly Natural Killer T cells

Grela F, Bardel E, Aumeunier A, Dy M, Herbelin A, Thieblemont N. Manuscrit soumis.

Au cours de nos travaux sur la modulation du diabéte par les TLR, nous démontré que
les agonistes TLR pouvaient cibler des cellules régulatrices. Au fil de ces travaux, nous avons
observé que certains d’entre eux, notamment d’origine virale, étaient plus propices a cibler la
population de lymphocytes NKT. C’est ainsi que nous avons eu I’idée pour I’agoniste TLR7
R848, un composé anti-viral, de rechercher s’il n’était pas capable d’activer ces cellules.

Ainsi, des études in vivo ont confirmé que les cellules NKT peuvent étre ciblées par
TLR7 puisqu’un traitement de 2 heures avec du R848 induit une production significative
d’IFN-y qui est perdue lorsque les souris sont déficientes pour la population des NKT. Nous
avons également pu montrer que le R848 active directement ces cellules comme I’atteste
I’augmentation de I’expression du marqueur d’activation CDG609.

A la vue de ces résultats, nous avons cherché a comprendre leur relevance
physiologique et avons étudié ce ciblage dans un modele ou TLR7 et NKT sont impliqués, a
savoir I’asthme allergique. En effet, les lymphocytes NKT sont connus pour y jouer un role
effecteur mais qui peut se réveler protecteur lorsqu’ils sont actives. Par ailleurs, le R848 a
déja été montré comme protecteur dans cette pathologie. Nous avons ainsi mis au point un
modele de transfert adoptif pour vérifier cette question et avons alors pu observer que le
transfert de cellules NKT triées prétraitées par du R848 chez des receveurs immunisés inhibait
I’asthme allergique, et lorsque les lymphocytes NKT provenaient de souris déficientes pour
I’IFN-y, cet effet était perdu. Ces résultats nous ont donc permis de démontrer que I’IFN-y
produit par les NKT était responsable de la protection induite par le R848.

Nous avons alors voulu comprendre comment les cellules NKT étaient activées par
TLR7 et avons déterminé que le R848 était le seul agoniste a induire une réponse directe des
NKT en termes de production d’IFN-y, et ce, en absence de cellules présentatrices d’antigéne.
Ces lymphocytes peuvent donc se comporter comme des cellules innées répondant
directement a une stimulation de TLR7 quand ils sont placés dans un environnement
cytokinique approprié et notamment en présence d’IL-12. Nous avons pu par la suite définir

que cette réponse n’engageait pas leur TCR mais nécessitait la présence de TLR7 sur les
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cellules NKT et que la co-incubation avec des cellules dendritiques permettait d’augmenter la
réponse. Neanmoins, ces dernieres ne sont pas requises dans le systeme, puisque les
lymphocytes NKT expriment la protéine TLR7 les rendant sensibles au R848.

Ce travail nous a donc permis de démontrer que les lymphocytes NKT peuvent
participer & I’immunité innée reconnaissant directement des composés viraux par
I’intermédiaire des TLR. Ces résultats apportent quelques explications quant a I’implication

de ces cellules dans les infections virales.
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Toll-like receptor 7 stimulation activates directly Natural Killer T cells
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Résultats

SUMMARY

We show here that viral triggering of invariant Natural Killer T (iNKT) cells using the TLR7
agonist R848 induces secretion of IFN-y in vivo. Since both infectious agents and iNKT cells
are implicated in asthma protection, we further demonstrate that the IFN-y response released
by R848-activated INKT cells is sufficient to mediate experimental asthma protection.
Mechanistically, we provide evidence that iINKT cells, which express TLR7, can directly
respond to R848 in vitro, without TCR engagement, by producing high levels of IFN-y. This
work provides the demonstration of a new mechanism of activation of iINKT cells in response

to a TLR agonist.
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INTRODUCTION

Epidemiological studies show in industrialized countries a reduction in the incidence
of infectious disease and an increase in the incidence of allergic diseases such as asthma
(Bach, 2002). According to some studies, exposure to infectious agents appears to protect
against the development of asthma (Wills-Karp et al., 2001; Erb et al., 1998). Infections and
more precisely pathogen-derived molecular patterns (PAMPs) are detected by Toll-like
receptors (TLR) which signaling initiates and orientates immune response. Among these,
TLR7 acts as a sensor of simple-stranded RNAs and imidazoquinolins family compounds
such as R848, also called resiquimod (Jurk et al., 2002; Heil et al., 2004). This latter molecule
has already been shown to protect C57BL/6 and BALB/c mice from asthma, by decreasing
AHR, inhibiting cell recruitment, especially eosinophils, in lungs and abrogating Th2
responses (Quarcoo et al., 2004; Moisan et al., 2006).

Protective mechanisms in asthma have been investigated in several murine models and
Th2-type effector responses have been shown to be modulated by CD4" CD25" T regulatory
(Treg) cells, regulatory Thl cells or invariant Natural Killer T (iNKT) cells (Umetsu and
DeKruyff, 2006; Akbari et al., 2003; Lisbonne et al., 2003; Araujo et al., 2004). iNKT cells
have been demonstrated to play a key role in the development of asthma. These cells are a
distinct subset of lymphocytes with NK markers and an invariant Va14-Jal1l8 TCR chain,
that regulate immune responses in several models of autoimmunity, infection and cancer
(Bendelac et al., 2007). They are selected and restricted by the nonpolymorphic MHC class I-
like molecules, CD1d. They can be stimulated by an exogenous glycolipid, o-
galactosylceramide (a—GalCer) presented in the context of CD1d molecules and promptly
induce the production of high levels of IL-4 and IFN-y (Mendiratta et al., 1997). iNKT cells
can act as effectors in asthma by participating in the development of airway eosinophilia,
hyperresponsiveness, Th2 cytokine production, and elevated levels of IgE antibodies
(Lisbonne et al., 2003). But a treatment with their specific activator a-GalCer activates them
to confer protection as an other study has shown the abolishment of airway eosinophilia and
AHR by a single injection of a—GalCer (Morishima et al., 2005; Matsuda et al., 2005;
Hachem et al., 2005) and could be a target to prevent asthma. We have then investigated if the
protective effect by R848 treatment could be explained by the stimulation of INKT cells.

Our results have revealed that IFN-y-producer iNKT cells account for the R848-
induced protection. In vivo analyses have demonstrated that R848 activates this subset, as

shown by the increase of cell surface expression of CD69 and their IFN-y production. Further
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in vitro experiments have then assessed that INKT cells can be directly stimulated by a TLR7
agonist without TCR engagement and in the absence of other cellular partners. These results

provide the first demonstration of INKT cell direct targeting by a TLR agonist.
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RESULTS
R848 treatment activates iINKT cells to produce IFN-y

We first investigated whether iINKT cells are stimulated following a treatment with R848 in
vivo. Activation of iINKT cells was evaluated after R848 i.p. injection to C57BL/6 mice; sera
were collected 2 h later and cytokine level was quantified in samples by ELISA. A strong
upregulation of IFN-y production was detected in R848-treated mice as compared to PBS-
administered mice (Figure 1A). It is to note that we also detected an increase in IL-4
production in this assay (data not shown). Both responses were iNK T-dependent since Jo18”
mice, which lack iINKT cells, failed to respond to the TLR7 agonist. To evaluate the
phenotype of iINKT cells after TLR7 stimulation, splenocytes from R848- or PBS-injected
mice were stained with both fluorescently labeled CD1d/a-GalCer-tetramer and a3-TCR. No
difference was observed in the proportion of double positive cells between the two groups in
spleen. However, a strong upregulation of the mean fluorescence intensity (MFI) of the early
activation marker CD69 was observed in cells from R848-treated mice as compared to control
mice (Figure 1B). Taken together, our results validate the targeting of iINKT cells by TLR7
stimulation to produce rapidly IFN-y. We then hypothesized that iINKT cell triggering by
TLR7 could explain the protective effect of R848 in asthma.

R848-induced asthma protection can be transferred to immunized recipient mice

We firstly confirmed the ability of R848 to protect against asthma onset using a slightly
modified asthma protocol as compared to previous works(Quarcoo et al., 2004; Moisan et al.,
2006) (Figure 2). Indeed, R848 treatment inhibited airway hyperreactivity (AHR)
development, total cell and eosinophil recruitment in bronchoalveolar lavage fluids (BALFs)
and Th2 cytokines such as IL-4, IL-5, IL-10 and IL-13 (Figure 2A and data not shown). We
then devised an adoptive transfer model for evaluating the potential role of INKT cells. In our
protocol, recipient mice were immunized with OVA and transferred with splenocytes from
R848-treated non-immunized donor mice 1 h prior the first challenge. Mice transferred with
splenocytes from R848-treated mice (OVA-WT R848) exhibited a significant decrease in
AHR, total cell and eosinophil recruitment as compared to mice injected with splenocytes

from PBS-treated mice (OVA-WT) (Figure 2B) validating the experimental approach.
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IFN-y from iINKT cells is responsible of R848-induced asthma protection

Taking advantage of the ability of splenocytes to transfer protection, we next evaluated the
implication of INKT cells in R848-induced asthma protection. As shown in Figure 3, mice
transferred with INKT cells from R848-treated donors (OVA-NKT R848) failed to develop an
AHR and to recruit cells in BALFs as compared to control mice injected with naive INKT
cells (OVA-NKT). These results confirm the critical implication of these lymphocytes in
R848-induced asthma protection. Since R848 induces large amounts of IFN-y (Figure 3A), we
then tested the dependence of the production of this cytokine by INKT cells. We thus
observed that the protective responses against asthma observed in the OVA-NKT R848 group
were lost in the group of mice transferred with sorted iNKT cells from IFN-y"" mice
pretreated with R848 (OVA-NKT IFN-y" R848). These results demonstrate that R848-

activated iNKT cells promote asthma protection through their IFN-y production.

INKT cells directly respond to TLR7 stimulation

In order to study the cellular and molecular mechanisms of the iINKT cell activation following
TLR7 triggering, we next performed in vitro experiments. Sorted CD5'NK1.1" iNKT cells
were incubated with several TLR agonists: P40 (TLR2), Poly(l:C) (TLR3), LPS (TLR4) and
R848 (TLR7). Whereas the positive control PMA + lono induced IFN-y production, no
cytokine was detected in the presence of any of the TLR agonists tested. Since
proinflammatory cytokines promote IFN-y production by iNKT cells (Leite-De-Moraes et al.,
1998), the response to TLR agonists was next evaluated in the presence of IL-12. From the
different agonists tested, only R848 induced a significant level of IFN-y production. (Figure
4A). Since IL-12 was required to reveal the TLR7 response, its role was tested by adding
increasing doses in the medium. Low concentrations of IL-12 such as 0.05 ng/ml already
induced IFN-y after R848 stimulation and increasing its concentration further improved the
INKT cell response (Figure 4B). We thus used 10 ng/ml of IL-12 in the following
experiments. It is to note that IL-4 production was undetectable in this assay. We postulated
that the INKT cell response to the TLR7 agonist revealed in the presence of IL-12 may be
substituted or even emphasized with different proinflammatory conditions. For testing this
concept, we compared the effect of proinflammatory cytokines such as IL-12 and IL-18. We
then observed that IL-18 was also able to induce a response even it was less effective than IL-

12 (Figure 4C). Taken together, our in vitro results demonstrate that an «appropriate
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inflammatory environment » facilitates a direct and rapid IFN-y production of INKT

lymphocytes through a TLR7-specific antigen recognition.

INKT cells express TLR7

As iNKT cells were able to directly respond to TLR7 stimulation, we then explored whether
they express this receptor. We first examined TLR mRNA expression by RT-PCR on sorted
CD5'NK1.1" iNKT cells from spleens. Isolated CD5'NK1.1" NK cells were used as a positive
control (Figure 5A). We found that iNKT cells express almost all TLRs described in mouse
and especially TLR7 mRNA. Next, we analyzed TLR7 expression in iNKT lymphocytes by
flow cytometry. We observed that iINKT cells express the intracellular TLR7 protein which is
biologically significative since the mean fluorescence intensity is similar to the level detected
on TLR7" NK cells (Figure 5B). Since the expression of this receptor correlates with the
biological response to its agonist described in Figure 4, it further supports our results

describing a direct response of INKT cells to R848 stimulation.

INKT cells act as innate cells responding to TLR7 stimulation

In order to test the implication of TLR7 signaling in the response to R848, we next sorted
iNKT from WT or TLR7” mice. As shown in Figure 6A, iNKT cells deficient for TLR7 were
unable to respond to R848 stimulation, demonstrating its role. A critical concern in the
response to microbial ligands driven by iNKT cells is the potential TCR engagement and the
role of CD1d presentation by APCs. To reproduce the immunological synapse and to confirm
the direct triggering of TLR7, we added DCs in the media. When WT DCs were incubated in
the presence of WT iINKT cells, they increased by two-fold the response. Nevertheless, both
interactions TLR7” DCS/WT iNKT cells and WT DCs/ TLR7” iNKT cells failed to
upregulate IFN-y production, indicating that both TLR7 signals in DCs and in iNKT cells are
required to have a full response. In agreement, when both cells lack TLR7, no response was
observed. To confirm that TCR engagement was not required, we added a blocking anti-CD1d
to the media. After TLR7 stimulation, INKT cell response was unchanged in the presence of a
blocking anti-CD1d antibody both in the presence and absence of MDCs, in contrast to the
positive control a-Galcer (Figure 6B). Taken together, our results suggest that iINKT cells act
as innate cells responding to viral ligands through their TLR7 and independently of TCR
engagement. It is worth noting that TLR7 signaling in DCs upregulates the response but that
APCs are dispensable to the system as iINKT cells can directly be activated by R848.
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DISCUSSION

Our work provides the first demonstration of a direct triggering of iNKT cells by a
TLR agonist. Indeed, we have showed that TLR7-stimulated iNKT cells are activated and
produce large amounts of IFN-y in vivo. We have then demonstrated by adoptive transfer that
this subset induces asthma protection through this mechanism. This activity may account for
explaining the protective role of infections in allergy. We have further provided evidence that,
in contrast to other TLRs, activation of iINKT cells by R848 can occur without TCR
engagement and in the absence of DCs.

The protective role of infections and TLR2, 4, 7 and 9 signaling in allergic asthma has
been well documented although we still do not understand the cellular and molecular
phenomena involved. R848 signaling through TLR7 and MyD88 have been reported to be
protective in asthma model without any mechanistic explanation (Quarcoo et al., 2004;
Moisan et al., 2006). But R848 had previously been demonstrated to shift human allergen-
specific CD4" Th2 lymphocytes into IFN-y producing cells and that this effect was associated
with an increase in the production of IL-12, IFN-a., IL-18, TNF-a, 1L-10 and IL-15 by CD14"
cells, as well as an increase in the proportions of IFN-y-producing CD3'CD16" Natural Killer
cells (Brugnolo et al., 2003). We demonstrate in our transfer model, that IFN-y produced by
R848-activated iINKT cells prevents asthma onset. This result is reminiscent of a-GalCer
mechanism of protection (Morishima et al., 2005; Matsuda et al., 2005; Hachem et al., 2005).
Indeed, a single administration of o-GalCer at the time of OVA challenge completely
prevented AHR, eosinophil infiltration and Th2 cytokines in an IFN-y-dependent way. One
may assume that IFN-y production triggered by ligand-activated iNKT cells could inhibit
effector cells promoting the disease. However, R848 triggered iNKT cells to diminish AHR
and airway eosinophilia but we failed to modulate Th2 cytokines. In agreement, several
reports, investigating the role of INKT cells in asthma onset have demonstrated that they were
essentially implicated in AHR development but not in Th2 cytokine modulation (Lisbonne et
al., 2003; Akbari et al., 2003). Indeed, despite the loss of AHR observed in CD1d- and Jo18-
deficient mice, allergen-specific Th2-driven responses develop normally in these mice. Taken
together, our results bring a new piece in the understanding of the protective mechanisms
induced by infections in allergy.

Our work reveals the innate facete of iINKT cells. We show that R848 stimulates INKT
cells to produce IFN-y in a pro-inflammatory environment. This response does not require

TCR engagement. This concept differs from previous studies which have shown the
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requirement of DCs in response to TLR agonists (Montoya et al., 2006; Nagarajan and
Kronenberg, 2007). Indeed CpG oligodeoxyribonucleotides (ODNs) were demonstrated to
stimulate iINKT cells in the presence of plasmacytoid and myeloid dendritic cells, the first
bringing TLR9 and soluble factors (in particular type I IFNs) and the latter expressing CD1d
activating iINKT TCR. The three partners were indispensable to have a response (Montoya et
al., 2006). In the work of Nagarajan and Kronenberg, activation of iNKT cells by LPS in the
presence of IL-12 and IL-18 produced by DCs induced IFN-y production. It is to note that, in
contrast to our results with the TLR7 agonist, iNKT failed to respond to the TLR4 agonist in
the absence of DCs (Nagarajan and Kronenberg, 2007). As previously mentioned, our results
also differ from the study of Paget et al. since the INKT cell response to TLR9 agonist is
CD1d-dependent and involves IFN-a/p (Paget et al., 2007).

Our results provide the first demonstration of a TLR agonist activating iNKT cells to
produce IFN-y. Whereas several works have described activation of iNKT cells by TLR
agonists to produce IFN-y, we describe that the TLR/MyD88 pathway can also stimulate the
IL-4 production in vivo. Published data using the TLR4 agonist LPS have reported that INKT
cell stimulation leading to IFN-y production required at least three hours of LPS stimulation
(Nagarajan and Kronenberg, 2007). In contrast, we show that iNKT cells respond in cytokines
only two hours after stimulation by R848 resembling to the kinetics of stimulation with
aGalCer. We propose that iNKT cell response to R848 involves both a CD1d-independent
and -dependent stimulation. In favor of a CD1d-dependency, it has been described in vitro
that TLR7 or TLR9 agonists can stimulate iNKT cells to produce IFN-y in the presence of
APCs through induction of an endogenous ligand (Paget et al., 2007). Concerning the CD1d-
independency, we show in our study that sorted iINKT cells cultured with 1L-12 can respond
to R848 even in the presence of blocking anti-CD1d.

Our work provides new insights in the mechanism of iNKT cell activation after viral
infections. Indeed, activation of iINKT cells has the potential to control viral replication and in
particular with virus-induced Toll-like receptor (TLR) 7 stimulation. For example, iNKT cells
are rapidly activated and selectively depleted in human immunodeficiency virus (HIV)-1 or
hepatitis C virus (HCV) infected individuals (Sandberg et al., 2002; Motsinger et al., 2002;
Thoren et al., 2004; Kanto and Hayashi, 2007; van der Vliet et al., 2002; Lucas et al., 2003).
Direct stimulation of these cells by a-GalCer and secondarily NK cells to secrete antiviral
cytokines prevents hepatitis B virus (HBV) replication (Kakimi et al., 2000; Kakimi et al.,

2001; Baron et al., 2002). It is to note that the antiviral immune response to HBV can also be
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induced by injection of a single cytokine (IL-12 or IL-18), through their ability to induce IFN-
yand IFN-o/B (Cavanaugh et al., 1997; Kimura et al., 2002). Similar results have been
validated in other viral models such as lymphocytic cytomegalovirus (CMV) infection (Hobbs
et al., 2001; Van Dommelen et al., 2003) or Coxsackievirus B (Potvin et al., 2003; Huber et
al., 2003). Consequently, mice lacking iINKT cells have been described as defective in viral
clearance. This has been documented after Herpes simplex virus (HSV)-1 and-2 infection
(Grubor-Bauk et al., 2003; Ashkar and Rosenthal, 2003). At the light of our results, one may
assume that iINKT cells respond to these viruses through TLR7 stimulation. The ability of
INKT cells to be promptly activated by a viral product through both their TCR and TLR
signaling pathway emphasizes the versatility of this population in innate response to viral

infection.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Animals

Female C57BL/6 wild type (WT) mice at 8 week of age were purchased from Janvier. Eight-
week old female MyD88", TLR7™ (kindly provided by Dr. Shizuo Akira, Ja18" (kindly
provided by Dr. T. Taniguchi, Japan) or IFN-y"' (Jackson Laboratories) mice and littermates

were bred in our animal facilities under specific pathogen-free conditions.

Reagents

R848 and purified LPS from Escherichia coli were purchased from Alexis Biochemicals.
Polyinosinic-polycytidylic acid (Poly(l :C)) was obtained from Invivogen. The P40 membrane
protein of Klebsiella pneumoniae was purified as previously described (Jeannin et al., 2002).
a-GalCer was provided by the Pharmaceutical Research Laboratory of Kirin Brewery.
Phorbolmyristylacetate (PMA) and ionomycin (lono) were purchased from Sigma-Aldrich.
Murine recombinant 1L-12 and IL-18 were commercially obtained by R&D Systems.
Fluorochrome-conjugated anti-CD5 (clone 55-7.3), anti-NK1.1 (clone PK136), anti-TCRf
(clone H57-597), anti-CD69 (clone H1.2F3) and anti-CD4 (clone L3T4) were from BD
Pharmingen. Allophycocyanin-conjugated tetramer was prepared in our laboratory from the
murine CD1d/pB2-microglobulin expression vector constructed by Sidobre and Kronenberg

(Sidobre and Kronenberg, 2002), loaded with a-GalCer.

Ex vivo INKT cell analysis

WT and Ja18" mice were injected i.p. with 10 ng R848; sera or spleens were collected 2 h
after. Total splenocytes were pre-incubated with monoclonal antibodies against Fcy receptor
(2.4G2 culture supernatant) and then incubated with CD1d/a-GalCer tetramer-APC, anti-
TCRB-FITC and anti-CD69-PE with appropriate dilutions. The cells were analysed on a
FACSCalibur (BD) using CellQuest software. IFN-y and IL-4 production in sera were
quantified by ELISA (R&D systems). The cytokine concentrations were expressed as pg/ml

based on a regression curve established for each assay with recombinant murine cytokines.

Immunization and challenge protocol
WT mice were immunized by an i.p. injection of 100 ug OVA (Sigma-Aldrich) adsorbed onto
1.6 mg alum adjuvant (Merck) in 0.4 ml saline solution. 7 days after, mice were challenged on

3 consecutive days (D7, D8, D9) by aerosol exposure to either an OVA solution (5% in
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saline) or a saline solution alone for 20 min. 24 h after the last challenge, airway function was

measured and samples were collected for further analyses.

Adoptive transfer

5.10° splenocytes from WT mice administered with either PBS or 150 pg R848 were isolated
and injected i.v. into WT recipient mice previously immunized with OVA, 1 h before the first
challenge on D7. For some experiments, splenocytes from WT and IFN-y”~ mice were
depleted of CD8*, CD62L", Macl® and CD19" cells as described above and negatively
enriched cells were stained with anti-NK1.1-PE and anti-CD5-APC antibodies. 5.10* sorted
CD5" NK1.1" iNKT cells were then injected i.v. in recipient mice using the same protocol as
previously described.

Measurement of airway hyperreactivity

AHR was assessed 24 h after the last challenge by delivering an aerosol of metacholine
(Sigma-Aldrich) for 1 min at 150 mM to unrestrained, conscious mice placed in a
plethysmographic chamber (EMKA technologies). The index of airflow obstruction was
expressed as enhanced pause (Penh), calculated as: Penh = Te [(expiratory time)-Tr
(relaxation time)]/Tr x [Pef (peak expiratory flow)/Pif (peak inspiratory flow)]. The values of
Penh were expressed per minute and are the average of three determinations recorded every
20s. In order to simplify the interpretations, the area under the curve (A.U.C.) was calculated
for 10 min after metacholine inhalation. The resulting A.U.C. values are indicated in graphs
and represent the quantitative expression of AHR.

Bronchoalveolar-lavage fluids and lung homogenates

Immediately after evaluating AHR, mice were anesthetized by an i.p. injection of urethane (2
g/kg body mass, Sigma Aldrich). Airways were washed with sterile PBS and lungs were
removed. Differential cell counts were determined in BALFs after May-Grunwald/Giemsa
(Merck) staining of cells on cytospin slides and IL-5 levels were measured in lung
homogenates by ELISA (R&D Systems).

In vitro assays

Splenocytes were depleted of CD8", CD62L", Mac1® and CD19" cells after labeling with the
corresponding antibodies (clone 53.67, Mel14, M1/70, 1D3, respectively) using anti-rat 1g-
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coated magnetic beads (Invitrogen Dynal®). The enriched negatively population was stained
with anti-NK1.1-PE and anti-CD5-APC antibodies. CD5'NK1.1" or alternatively
CD5™TCR™CD44" iNKT cells were sorted using a FACSVantage (BD) and 2.10* purified
cells (purity > 99%) were cocultured or not with 5.10° MDCs in RPMI supplemented with
10% inactivated FCS, 1% Penicillin-Streptomycin and 5.10° M 2B-Mercaptoethanol. Cells
were then stimulated with different concentrations of recombinant IL-12, IL-18, IL-2, TLR
agonists, a-GalCer, PMA+Iono or anti-CD1d (clone 20H2), anti-IFNB and anti-IFNAR
antibodies. IFN-y levels were measured by ELISA (R&D Systems) after 48h of stimulation.

Culture of myeloid dendritic cells

Bone marrow was extracted from the femurs of WT or TLR7” mice and cells cultured at a
density of 2.10° cell per petri dish (BD) and cultured in RPMI 1640 medium supplemented
with 10% heat-inactivated FCS, 25 mM HEPES, 1% MEM non-essential amino-acid 100X,
1% MEM sodium pyruvate 100X, 5.10° M 2p-Mercaptoethanol, 1% Penicillin-Streptomycin
(Invitrogen) and 1% supernatant of J558 cell line secreting granulocyte macrophage-colony
stimulating factor (GM-CSF). The medium was partially removed and fresh medium was
added every three days. At day 8, immature DCs were collected and stimulated with iINKT

cells.

RNA expression analysis

RNA from splenocytes or sorted CD5" NK1.1" NKT cells and CD5 NK1.1" NK cells were
extracted with TRIzol reagent (Invitrogen). Ten ug of transfer RNA was added prior to RNA
extraction and reverse transcription was performed on total RNA. TLR1, 2, 3,4,5,6,7,8,9
and 11 expression was determined by PCR analysis performed on a MWG AG Biotech
Primus 96 apparatus using sense and antisense primers (Sigma Genosys, Table 1) under the
following cycling conditions: denaturation at 94°C for 1 min, annealing at 60°C for 1 min,

and extension at 72°C for 1 min. Double-amplification of 35 cycles each was performed.

Flow cytometry

Splenocyte samples were first labeled using anti-CD5 and anti-NK1.1 antibodies. Intracellular
TLR7 staining was done after fixation and permeabilization with a Cytofix/Cytoperm kit
according to the manufacturer’s instructions (BD) using a rabbit polyclonal anti-TLR7
antibody (Alexis Biochemicals) and goat PE-labeled anti-rabbit IgG (). Normal rabbit
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polyclonal 1gG was used as negative control. Flow cytometric data were collected on a
FACSCantoll flow cytometer (BD). Data were gated on lymphocytes with forward- and side-

scatter properties using the FACSDiva Software.
Statistical analysis. Results are presented as mean values + SEM and were compared using

Mann-Whitney’s test. P-values < 0.05 were regarded as significant differences (* p< 0.05, **
p< 0.01).
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Figure 1. R848 induces INKT cell activation and rapid IFN-y production

(A) WT and Jo18" mice were injected i.p. with 10 pg of R848 or PBS. Sera were collected 2
h after injection and IFN-y level was measured by ELISA. (B) Cell surface expression of
CD69 marker is augmented on splenocytes from R848-treated mice (shaded histogram)
compared to PBS-injected mice (white histogram). The CD69 MFI is signicantly increased in
the R848-treated group (n=4). Each panel represents one of at least three independent

experiments.

204



Résultats

experiments.

Do
OVA

Eosinophils (x10°%)

Penh
S = N W B L &

Cell number (x10%)

()
=
3

wn
L

=1
H

w
L

R848 100pg

1818

—+———+—
Ds D7 D8 D$ D10

OVA
Challenge I:ll}

1 —e—NaCl
-=-0VA

: —E—OVA—RMB/L/L ‘l-_l
ool

S 1

L

=

0o 1 2 3 4 5 6 1 8
Time (min)

ek

%k

NaCl OVA OVA-RB48

B

Donors

R848 1501

WT -~Splenic —,
cells (+1h) |_‘ \

Recipients WT {

o
L

Cell number (x10°)

Eosinophils (x10°)

Do D7 D8 D8 D10
ovA

ovA {P

Challenge

—e—NaCl
4 OVA-WT

o,

e

s

] 1 2

3 4 5 & ?I
Time (min)

[
L

*

(= - -
L 1 L r

wd Y w

(%)

[=]

NaCl OVA-WT OVA-WT RB848

Figure 2. R848 asthma protection can be transferred by splenocytes

(A) Mice immunized with OVA were treated on 3 consecutive days with R848 and
challenged with OVA. AHR to metacholine was measured 24 h after the last challenge with
OVA or NaCl. OVA-challenged mice were treated (OVA-R848) or not (OVA) with R848.
Total cell and eosinophil recruitment was measured in BALFs. (B) WT OVA-immunized
recipient mice were transferred with splenocytes from PBS (OVA-WT) or R848-administered
WT donor mice (OVA-WT R848). AHR, total cell and eosinophil recruitment were evaluated

one day after the last challenge. Each panel represents one of at least three independent
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Figure 3. INKT cells producing IFN-y promote asthma protection

Sorted CD5* NK1.1* iNKT cells from WT or IFN-y” R848-treated mice (OVA-NKT R848
and OVA-NKT IFN-y” R848 respectively) or WT PBS-treated mice (OVA-NKT) were
transferred in OVA-immunized recipient animals. AHR (A) and total cell and eosinophil

recruitment (B) were measured as described in Figure 2. Each panel represents one of at least
three independent experiments.
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Figure 4. INKT cells are directly targeted by R848 and promptly produce IFN-y in the
presence of 1L-12

Sorted CD5" NK1.1" iNKT cells were stimulated with TLR agonists (2 pg/ml P40, 1 pg/ml
Poly(1:C), 1 pug/ml LPS, 1 pug/ml R848) or 10° M PMA + 10°® M ionomycin (PMA + lono)
and cultured in the absence or presence of 10 ng/ml of IL-12. iINKT cells were stimulated in
the presence or absence of 10 ng/ml of I1L-12 (A,C), with increasing doses of IL-12 (B) or
with 10 ng/ml of IL-18 (C). IFN-y production was evaluated in supernatants by ELISA 48h

after stimulation. Each panel represents one of at least three independent experiments.
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Figure 5. INKT cells express TLR7

(A) mRNA expression of TLR1 to 11 of sorted CD5'NK1.1" iNKT cells and CD5NK1.1*
NK cells were evaluated by RT-PCR using sense and antisense primers described in Table I.
Total splenocytes were used as a positive control and H,O as a negative one. (B) Intracellular
TLR7 expression was evaluated in iNKT and NK cells by flow cytometry using rabbit
polyclonal antibody against TLR7 and goat PE-labeled anti-rabbit IgG (shaded histogram).
Normal rabbit ployclonal 1gG (white histogram) was used as negative control. Each panel

represents one of at least three independent experiments.
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Figure 6. INKT cells respond to R848 through their TLR7 and without TCR engagement
(A) Sorted iNKT cells from TLR7"* or TLR7” mice were incubated in the presence of 10
ng/ml of IL-12, 1 pg/ml R848 or PMA + lono and with MDCs from TLR7** or TLR7™". (B)
Sorted INKT cells were stimulated with R848, 100 ng/ml a-GalCer or PMA + lono in the
presence of IL-12 and 10 pg/ml of blocking anti-CD1d antibody. IFN-y production was
evaluated in supernatants by ELISA 48h after stimulation. Each panel represents one of at

least three independent experiments.
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Sense primers Antisense primers
TLR1 5-TCTCTGAAGGCTTTGTCGATACA 5-GACAGAGCCTGTAAGCATATTCG
TLR2 5-CATTGGGTGGAGAACCTCATGGTCCAG | 5-CTAGGACTTTATTGCAGTTCTCAGATT
TLR3 5-CGGATTCTTGGTTTCAAGGAAATAGAC | 5-TTAATGTGCTGAATTCCGAGATCCAAG
TLR4 5'-CAAGAACATAGATCTGAGCTTCAACCC | 5-GCTGTCCAATAGGGAAGCTTTCTAGAG
TLR5 5-GCTATGCTTTGAAGAAAGAGACTTCAT | 5-CTAGGAAATGGTTGCTATGGTTCGCAA
TLR6 5'-AACAGGATACGGAGCCTTGA 5'-CCAGGAAAGTCAGCTTCGTC
TLRY 5-TTCCGATACGATGAATATGCACG 5-TGAGTTTGTCCAGAAGCCGTAAT
TLRS8 5-GGCACAACTCCCTTGTGATT 5-CATTTGGGTGCTGTTGTTTG
TLR9 5'-CCGCAAGACTCTATTTGTGCTGG 5-TGTCCCTAGTCAGGGCTGTACTCAG
TLR11 5-TTGATGTATTCGTGTCCCACTGC 5-CCACTCTTTCTCTCCTCTTCCTCG

Table I Sense and antisense primers used in RT-PCR.
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DISCUSSION

Depuis quelques années, les TLR, a I'origine décrits dans 1’induction de réponses
inflammatoires, ont pris une place importante dans I’induction et I’orientation de la réponse
immunologique, par I’intermédiaire des cellules présentatrices d’antigéne. Néanmoins, la
réponse immune est orientée en fonction de 1’environnement cytokinique, des cibles
cellulaires et des différents relais mis en place. L’implication des TLR dans différentes
pathologies souligne leur r6le immunomodulateur crucial dans le fonctionnement du systéme
immunitaire. C’est pourquoi, afin de mieux évaluer leur participation, nous nous sommes
intéressés a deux modeles physiopathologiques, le diabéte de type 1, maladie autoimmune a
dominante Thl et I’asthme allergique, caractérisé par des réponses de type Th2.

Ainsi, dans un premier temps, nous discuterons de la modulation du diabéte par les
TLR, pour ensuite nous intéresser a leur role dans I’asthme allergique et enfin, évaluer leur

impact sur une cible cellulaire régulatrice, le lymphocyte iNKT.

Modulation du diabéte de type 1 par les TLR

Bien que le role des infections ait été décrit dans la prévention des maladies
autoimmunes et notamment du diabete, la plupart des travaux ont porté sur des modeles
animaux. En effet, les études épidémiologiques sont difficiles a établir dans une maladie ou
les symptomes visibles apparaissent souvent longtemps apres le déclenchement de la maladie.
Néanmoins, quelques études ont confirmé ’influence d’un polymorphisme TLR dans le
développement du diabéte, mais les données restent encore lacunaires (Santin et al. 2006a,
Pirie et al. 2005b, Rudofsky, Jr. et al. 2004, Park et al. 2004). Ainsi, les mod¢les animaux sont
venus apporter des €¢léments supplémentaires de compréhension.

Bien qu’une seule injection de BCG soit capable d’induire une protection complete
des souris NOD (Qin et al. 1993), nos traitements devaient étre répétés pour étre efficaces
(article n°1 et manuscrits n°2, 3 et 4). En fonction des agonistes testés, les cinétiques
pouvaient varier mais seules les administrations précoces en phase prédiabétique se sont
révélées efficaces. Nous avons ainsi émis 1’hypothése que ces agonistes pouvaient cibler les
mécanismes régulateurs naturellement présents chez cette souris qui réussissent a limiter
pendant quelques semaines 1’inflammation du pancréas. Ainsi, en les stimulant par les TLR,
nous prolongerions leur effet protecteur.

En effet, nous avons pu mettre en évidence le fait que les agonistes TLR étaient

capables d’induire la production de cytokines immunorégulatrices, telles I'IL-10 et le TGF-3
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dont le role protecteur a clairement été démontré dans le diabéte (manuscrit n°2, 3 et 4).
Ainsi, le role de I’'IL-10 a été exploré et il a ét¢ montré que 1’administration systémique d’IL-
10 recombinante protégeait du diabete (Pauza et al. 1999, Nitta et al. 1998). Cependant,
I’administration locale dans les ilots de cette cytokine, soit chez des souris transgéniques, soit
par administration d’une protéine de fusion IL-10-Ig accélérait la maladie (Wogensen et al.
1994, Zheng et al. 1997). Le TGF-, quant a lui, est capable de protéger les souris NOD de la
maladie (Piccirillo et al. 1998). Bien que les agonistes TLR testés induisent de grandes
quantités de ces cytokines, nous n’avons pu montrer in vivo qu’une dépendance du TGF-f3
pour I’extrait bactérien OM-85 (article n°1). Les protections induites par les autres agonistes
comme le LPS, le Poly(I :C) ou la P40 n’étaient pas dépendantes de ces deux cytokines mais
il n’est pas exclu que plusieurs protéines soient impliquées et que le fait de n’en enlever
qu’une ne soit pas suffisant pour lever la protection. En ce qui concerne le Poly(I)Poly(C),
agoniste de TLR3 (manuscrit n°4), nous avons démontré une dépendance de I’IL-4 dont les
effets protecteurs ont largement été décrits (Cameron et al. 2000a, Cameron et al. 2000b,
Chang et al. 1999).

Parmi les cibles cellulaires, nous avons focalisé 1’étude sur les cellules régulatrices
capables de produire ces cytokines, a savoir Treg et NKT. En effet, le role des lymphocytes
Treg avait déja largement été exploré dans le diabéte. Ainsi, 1’absence de cellules Treg,
comme lors de transferts adoptifs de cellules aprés déplétion en CD25" ou chez les souris
déficientes pour CD28 qui présentent un fréquence diminuée de Treg, conduit & une
exacerbation de la maladie (Tang et al. 2003). Par ailleurs, le transfert adoptif de Treg, apres
expansion in vitro en présence d’anti-CD3, anti-CD28 ou IL-2, abolissait le développement de
la maladie (Tang et al. 2004). Nous avons pu observer qu’un traitement par certains agonistes
comme le Pam;Cys, le LPS et le R848 provoquait rapidement un recrutement des Treg dans le
sang (manuscrit n°2). Nous pourrions ainsi imaginer que 1’activation de ces cellules pourrait
contribuer a renforcer I’immunité naturelle qui préexiste chez la souris NOD. Nous avons déja
montré une expansion mais on peut également envisager une activation de ces cellules et une
production de cytokines immunorégulatrices telles I’IL-10 et le TGF-f. En effet, Flavell et
son équipe ont montré qu’un traitement transitoire dans les ilots par du TGF-f est capable
d’inhiber le développement de la maladie et de stimuler 1’expansion des Treg dans les ilots
(Peng et al. 2004). A la suite de ce traitement, 40 & 50% des cellules CD4" des ilots sont
CD25" et expriment fortement CTLA-4 et Foxp3, et le transfert de celles-ci protége du
diabéte.
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Néanmoins, les TLR ciblent beaucoup de types cellulaires comme des cellules
présentatrices de 1’antigéne, et leur action est nettement plus large que I’activation des Treg.
C’est pourquoi leur potentiel semble assez intéressant, d’autant plus que certains d’entre eux
sont capables d’agir sur un autre mécanisme de défense naturel, en activant les lymphocytes
NKT. La premiere preuve de leur role protecteur est venue de 1’observation de leur déficit
numérique et fonctionnel chez la souris NOD (Gombert et al. 1996, Baxter et al. 1997). Par la
suite, leur role protecteur a été confirmé par des expériences de transfert de fractions enrichies
en NKT ou chez des souris transgéniques chez lesquelles le diabéte était inhibé et une
corrélation a été établie entre la fréquence des NKT et le degré de protection contre le diabéte
(Lehuen et al. 1998, Hammond et al. 1998, Carnaud et al. 2001). Ce role naturel peut étre
renforcé lorsque 1’on traite les souris NOD par leur stimulant spécifique, I’a-GalCer (Sharif et
al. 2001, Hong et al. 2001). Ainsi, un traitement entre 3 et 5 semaines d’age, au début de
I’infiltration des ilots, protége les souris NOD de I’apparition de la maladie. Nous avons pu
définir que les protections induites par ’OM-85, la P40 et le Poly(I)Poly(C) étaient
dépendantes des NKT (article n°1 et manuscrits n°3 et 4). Nous pouvons ainsi imaginer qu’a
I’instar de I’a-GalCer, la P40, le Poly(I)Poly(C) et ’OM-85 pourraient stimuler et activer les
NKT afin de révéler leur role protecteur naturel. Il est d’ailleurs probable que la protection
induite par le Poly(I)Poly(C) est dépendante de leur production d’IL-4. Par ailleurs, des études
en cours suggerent que la protection par le R848 pourrait également impliquer ces cellules.

Bien que nous ayons montré que le traitement par des agonistes des TLR induisait une
protection contre le diabéte en termes de régulation de la glycémie, les effets sur le pancréas
sont différentiels. En effet, le traitement avec la P40 est parvenu a inhiber fortement
I’infiltration pancréatique et & conserver un nombre important d’ilots sains (manuscrit n°3).
Les autres agonistes étaient moins efficaces et les ilots étaient largement infiltrés avec des
taux de péri-insulite et d’insulite importants. Quelques agonistes réussissaient néanmoins a
diminuer le taux d’insulite comme le LPS et le Pam3;Cys (manuscrit n°2). Cependant, nous
avons observé un point commun entre toutes ces molécules. En effet, a I’inverse de souris
NOD non traitées qui présentent a 25-30 semaines d’age peu ilots qui sont largement infiltrés
et pour la plupart atrophiques, nos souris protégées comportaient des ilots plus grands en taille
et en nombre. Ainsi, nos traitements par les agonistes des TLR permettraient de conserver un
nombre suffisant d’ilots pour maintenir une fonction pancréatique proche de la normale.

Bien que nous ayons montré que différents agonistes des TLR induisaient une
protection, tous ne sont pas aussi efficaces et certains d’entre eux n’ont révélé aucun effet

bénéfique. C’est par exemple le cas du lipide A, agoniste de TLR4 qui correspond a la partie
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lipidique du LPS, qui n’a aucun effet sur le développement de la maladie. De méme, le taxol,
décrit pour stimuler TLR4 et le Poly(U) (TLR7) sont totalement inefficaces. Par contre,
lorsque 1’on bloque la voie TLR4 avec un antagoniste comme le Phosphatidylinositol, le
diabéte a tendance a étre accéléré (manuscrit n°2). Ce résultat est un argument de plus en
faveur de I’hypothése selon laquelle la stimulation des TLR agit sur le développement de cette
pathologie. Néanmoins, nos études ont montré que chaque agoniste posseéde ses mécanismes
de protection propres. En effet, bien que le LPS induise une protection remarquable a faible
dose, nous n’avons pas réussi a mettre en évidence une dépendance cellulaire ou moléculaire.
Nous savons cependant que la protection n’est pas dépendante des NKT et des cytokines IL-
10, TGF-B et IL-4. Méme si nous avons pu observer in vitro et in vivo, le recrutement de
nombreux types cellulaires et la production de différentes cytokines immunorégulatrices, nous
n’avons pas pu les corréler a la protection. Il est possible que plusieurs ¢éléments soient
impliqués et qu’il faut en bloquer plusieurs pour obtenir un effet majeur.

Cependant, certains de nos résultats peuvent sembler contradictoires avec les données
publiées dans la littérature. En effet, il a été montré que certaines infections, notamment
virales, ¢étaient impliquées dans le déclenchement du diabéte. Il a ainsi été décrit que le
Poly(I:C) et le R848 pouvaient provoquer une accélération du diabete (Paronen et al. 2004,
Lang et al. 2005, Devendra et al. 2005). Cependant, il faut noter qu’il s’agit ici de modé¢les de
diabéte induits par des protéines virales. En ce qui nous concerne, nous nous plagons dans un
modele spontané ou le Poly(I:C) a déja révélé ses propriétés protectrices (Serreze et al. 1989,
Sobel et al. 1998). Nous avons ainsi pu montrer que la stimulation des TLR pouvait moduler
I’apparition du diabéte mais on est en droit de se demander quel peut étre leur role en absence
de stimulation dans le développement de la maladie. Pour répondre a ces questions, nous
avons généré différentes souris déficientes pour des TLR et des protéines de leur voie de
signalisation et nous disposons désormais de quelques ¢léments de réponse. Ainsi, nous avons
pu observer que des souris déficientes en TLR2 ou en MyDS88 sont trés bien protégées du
diabéte. D’ailleurs, une équipe a récemment montré 1’implication de TLR2 dans le
développement de la pathologie. D’apres leur étude, TLR2 serait impliqué dans 1’émergence
des lymphocytes T autoréactifs (Kim et al. 2007). Ainsi, I’incapacité de stimuler les TLR ou
leur voie de signalisation inhiberait le dysfonctionnement du systéme immunitaire. Cette
notion est encore un peu difficile a appréhender car a I’encontre de I’hypothése de 1’hygiene.
Cependant, le role des TLR semble bien plus large et on pourrait envisager leur implication

dans 1’éducation du systéme immunitaire et les mécanismes de tolérance.

214



Discussion

En plus du diabeéte, I’implication des TLR a plus largement été décrite dans différentes
maladies autoimmunes. En effet, 1’activation de la voie TLR9/MyD88 est requise pour
déclencher la production d’autoanticorps pathogénes dans un modele murin de lupus
erythémateux disséminé (Ehlers et al. 2006). D’autres travaux ont suggéré que TLR9 pouvait
conférer une protection contre la néphrite induite dans le lupus dans le modéle murin MRL-
Ipr. TLR7, quant a lui possédait des effets inverses (Christensen et al. 2006). Le role des TLR
dans D’arthrite autoimmune a été exploré dans des modeles murins d’arthrite induite par des
adjuvants ou des protéines de la paroi de streptocoques. Ainsi, des souris déficientes pour
MyD88 étaient résistantes & la maladie et les souris TLR2”" présentaient une atténuation de la
sévérité¢ de la pathologie (Liu et al. 2001). Par ailleurs, 1’activation de TLR2 a été impliquée
dans le développement de 1’hépatite autoimmune chez la souris (Lang et al. 2006).
Néanmoins, a la différence de ces modeles induits, nous agissons dans le modele NOD sur
une maladie spontanée, plus proche physiologiquement du diabéte insulino-dépendant
humain.

Tous nos résultats concourent a démontrer que, par leur aptitude a orienter des
réponses vers Th2, la stimulation des TLR dans le diabéte peut contrer le déséquilibre existant
chez la souris NOD. Mais, les mécanismes restent complexes a définir, sont spécifiques a
chaque agoniste et semblent stimuler I'immunité naturelle préexistant chez ces animaux qui

leur permet au moins au début de contenir I’inflammation pancréatique.

Implication de I’activation TLR des NKT dans I’asthme allergique

De nombreux travaux ont montré le role des infections et des signalisations TLR2, 4, 7
et 9 dans I’asthme allergique, mais les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués sont
peu ¢€lucidés. Néanmoins, la protection est surtout observée lorsque les agonistes TLR sont
administrés aprés ’immunisation. En effet, les molécules protectrices sont alors plus efficaces
sur la phase effectrice. Les résultats contradictoires décrits dans la littérature, notamment
concernant le LPS s’expliquent la plupart du temps par une différence de cinétique de
traitement (Eisenbarth et al. 2002, Murakami et al. 2007, Rodriguez et al. 2003). Le rdle
protecteur du R848 avait déja été publié mais seule une implication de la protéine MyD88
avait pu étre définie (Quarcoo et al. 2004, Moisan et al. 2006). Les cibles cellulaires capables
d’inhiber les réponses Th2 caractéristiques de 1’asthme sont nombreuses, mais nous nous
sommes essentiellement intéressés aux lymphocytes NKT car nous possédions des données

qui suggéraient que le R848 pouvait cibler les cellules NKT.
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Etant donné que les souris dépourvues de cellules NKT font un asthme tres atténué,
nous avons mis au point un systetme de transfert adoptif afin de conserver des souris
receveuses de type sauvage faisant un asthme complet (manuscrit n°5). Outre un avantage
technique, le principal atout de cette méthode a été de cibler avec le R848, directement chez le
donneur, des cellules naives qui n’avaient pas encore rencontré 1’allergéne. Nous pouvions
ainsi agir plutot sur des cellules régulatrices que sur des cellules effectrices. Nous avons ainsi
pu démontrer que le ciblage des lymphocytes NKT par le R848 leur permettait de jouer leur
role inhibiteur sur les cellules Th2 effectrices. Ce mécanisme rappelle celui de 1’a-GalCer,
qui, lui aussi, active spécifiquement les cellules NKT et empéche le développement de
I’asthme d’une manicre dépendante de 'IFN-y (Hachem et al. 2005, Matsuda et al. 2005,
Morishima et al. 2005). Cependant, contrairement a I’a-GalCer, cet effet serait indépendant
de I’engagement du TCR. En effet, des expériences réalisées en présence d’anticorps
bloquants anti-CD1d n’ont pu montrer de fagon significative de dépendance de CD1d. Bien
que peu d’¢éléments soient décrits sur le mode d’action du R848, un travail effectué¢ chez
I’homme est en accord avec nos résultats. En effet, il a été démontré que le R848 pouvait
orienter les lymphocytes humains Th2 CD4" spécifiques de I’allergéne en cellules
productrices d’IFN-y. Cet effet était associ¢ a une augmentation de la production d’IL-12,
[FN-a, IL-18, TNF-a, IL-10 et IL-15 par les cellules CD14", mais aussi a un accroissement
de la proportion de cellules CD3'CD16" (natural killer) productrices d’IFN-y (Brugnolo et al.
2003).

Bien que nous ayons focalisé nos expériences sur I’implication des lymphocytes NKT
dans la protection induite par le R848, il n’est pas exclu que d’autres cellules y participent. En
effet, notre modele de transfert ne permettait pas de retrouver la protection totale que nous
obtenions en traitant les animaux directement par la molécule. D’autre part, nous avons réalisé
quelques expériences sur des souris déficientes en cellules NKT, et, bien que I’asthme soit
atténué, nous avons pu mettre en évidence une protection chez les souris qui avaient recu du
R848, ce qui laisse supposer que d’autres cellules sont impliquées dans cet effet. Nous
pourrions ainsi tout a fait imaginer une implication des Treg. En effet, quelques données
commencent a émerger sur I’implication des Treg dans les maladies allergiques. Des travaux
chez la souris ont ainsi décrit que le transfert adoptif de CD4" de type Th2 aprés déplétion des
CD4'CD25", augmentait 1’éosinophilie (Jaffar et al. 2004). Par ailleurs, le transfert de cellules
CD4'CD25" est capable d’inhiber I’hyperréactivité respiratoire, I’éosinophilie et les réponses

de type Th2, de facon dépendante de I’'IL-10 (Kearley et al. 2005). Il s’agirait donc d’une
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hypothése a vérifier. En effet, Sel et al. ont publié que le Poly(I:C) et le R848 protégeaient de
I’asthme allergique et que I’inflammation des voies respiratoires, 1’hypertrophie des cellules
gobelet et I’hyperréactivité respiratoire étaient diminuées d’une facon dépendante de 1’'IL-12

mais que la réduction du nombre d’¢osinophiles dans les lavages bronchoalvéolaires était

dépendante de I’IL-12 et de I’IL-10 (Sel et al. 2007).

TLR et NKT : histoire d’un couple improbable...

Les lymphocytes NKT sont des cellules régulatrices impliquées dans de nombreux
mécanismes comme |’immunité anti-infectieuse, différentes pathologies autoimmunes et
allergiques ou encore dans le cancer. Bien qu’ils aient été décrits comme acteurs de la lutte
contre certaines infections, leur capacité de reconnaissance des microorganismes demeure
faible. Pendant longtemps, on ne connaissait pas leur ligand naturel. Seul un superantigéne
exogéne du nom d’o-GalCer était capable de les activer. Depuis peu, quelques ligands
endogénes commencent a apparaitre. Néanmoins, la structure du TCR des cellules NKT limite
leur répertoire de reconnaissance aux seuls antigénes glycolipidiques, présentés par la
molécule CD1d. Une des grandes avancées dans la biologie des NKT a été la découverte en
2004 d’un ligand glycosphingolipidique endogéne, I’isoglobotrihexosylcéramide (1Gb3)
(Zhou et al. 2004). De plus, des souris déficientes pour la B-hexosaminidase b (hexb), enzyme
requise pour la génération de 1’iGb3, comportait un défaut de développement des cellules
NKT, suggérant le role de cette molécule dans leur développement thymique. Depuis,
quelques ligands microbiens ont été mis en évidence comme des glycosylcéramides provenant
de la paroi de bactéries Sphingomonas Gram-négatives LPS-négatives (Mattner et al. 2005,
Kinjo et al. 2005, Sriram et al. 2005). De la méme facon, ces cellules peuvent reconnaitre des
a-galactosyldiacylglycérols provenant de Borrelia burgdorferi, ’agent de la maladie de Lyme
(Kinjo et al. 2006). Néanmoins, ce spectre de reconnaissance reste pauvre face a la diversité
des structures pathogéniques. Etant donné que les lymphocytes NKT sont impliqués dans
I’immunité anti-infectieuse, notamment contre les virus, on peut postuler que ces cellules
reconnaissent bien plus de molécules que celles décrites. Cependant, la structure de leur TCR
les cantonne a ne reconnaitre que des produits possédant une structure glycolipidique
particuliére. C’est pourquoi nous avons étudié s’ils pouvaient détecter d’autres molécules de

pathogénes, indépendamment de leur TCR, et par exemple par la stimulation des TLR.
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Ce champ d’investigation longtemps resté lacunaire commence a se développer et
quelques équipes se sont intéressées a I’interaction TLR-NKT. Récemment, deux groupes ont
décrit que quelques agonistes TLR, comme le LPS et les ODN CpG, pouvaient activer ces
cellules (Nagarajan et al. 2007, Montoya et al. 2006). Nagarajan et al. ont analysé ’activation
des NKT par le LPS et ont démontré que I’'IL-12 et I’IL-18 produites par les DC étaient
importantes pour avoir une production d’IFN-y. Dans cet essai, la présence de DC était
cruciale, les cellules NKT étant incapables de répondre directement au LPS (Nagarajan et al.
2007). Montoya et al. ont montré que les ODN CpG stimulaient les lymphocyes NKT en
présence de DC plasmacytoides et myéloides, les premieres apportant TLR9 et des facteurs
solubles (en particulier des IFN de type I) et les dernieéres exprimant CD1d activant le TCR
des NKT. Les trois partenaires étaient indispensables pour obtenir une réponse (Montoya et
al. 2006). Tres récemment, une deuxieme étude est venue apporter plus de précisions sur
TLRO et NKT, puisque les auteurs ont montré que les cellules NKT pouvaient répondre aux
ODN CpG en présence de DC myéloides uniquement. Leur explication était que la
stimulation de TLR9 entrainait la production d’IFN de type I et la néosynthese de [-
glucosylcéramides par les DC, activant ensuite les cellules NKT (Paget et al. 2007).

Nos résultats apportent une nouveauté, puisque le ciblage des NKT par TLR7 est
indépendant de CD1d et n’implique donc pas leur TCR (manuscrit n°5). Contrairement a tout
ce qui avait été décrit jusqu’a présent, nous apportons la preuve d’un ciblage direct des NKT
par TLR7, ne nécessitant pas d’intervention de DC et de ligands endogeénes. Les NKT qui
expriment fortement TLR7 peuvent donc reconnaitre le R848. Nous pouvons postuler que ce
résultat est particulier a TLR7 car des agonistes des autres TLR sont incapables de produire le
méme résultat. En effet, nous avons pu vérifier dans nos expériences que le LPS nécessitait la
présence de DC pour activer les cellules NKT. Nous apportons donc un argument en faveur
du réle inné des lymphocytes NKT dans I’immunité anti-infectieuse. Ce résultat posseéde une
relevance physiologique dans le cas des infections virales. En effet, ces lymphocytes sont
impliqués dans I’infection au HSV car les souris CD1d”" et Jo18" sont plus sensibles a HSV-
1 (Grubor-Bauk et al. 2003). De la méme fagon, apres une infection intravaginale par HSV-2,
les souris CDId”" présentent une diminution de la survie et une pathologie vaginale
exacerbée. Il a ét¢ montré dans ce modele que les NK et les NKT constituent la principale
source d’IFN-y (Ashkar et al. 2003). En effet, les symptomes les plus forts sont observés chez
les souris IL-15"" qui sont dépourvues de ces deux types cellulaires. Il est intéressant de noter

que le R848 a été a I’origine généré comme un analogue de I’imiquimod pour traiter le HSV-
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2. On pourrait ainsi postuler que le R848 pourrait cibler les NKT via TLR7 pour combattre
I’infection au HSV-2.

Ce ciblage direct des NKT par TLR7 a pu étre révélé grace a I’ajout d’IL-12 dont le
role dans I’exacerbation de la production d’IFN-y apres stimulation par 1I’a-GalCer, avait déja
été montré (Leite-De-Moraes et al. 1998). Par ailleurs, I’ajout de DC dans le milieu augmente
fortement la réponse, laissant supposer que ces cellules apportent des signaux
supplémentaires. Nous savons que cette réponse est indépendante de CD1d donc il semblerait
qu’il n’y ait pas nécessité d’une présentation d’un ligand endogéne. De la méme fagon, les
IFN de type I ne sont pas impliqués. Bien que nous n’ayons pas pu mettre en évidence la
nature de ces signaux, nous pouvons supposer que des molécules de costimulation et des
médiateurs solubles induits par TLR7 sont impliqués dans 1’augmentation de la réponse des
lymphocytes NKT.

Il est vrai que les lymphocytes NK sont également impliqués dans la réponse au R848
mais il semblerait que les cellules NKT agissent en amont. En effet, lorsque 1’on traite des
souris avec du R848, I’'IFN-y produit dans le sérum apres 2 heures est dit aux NKT puisque les
souris Ja18"" n’en produisent plus. Par contre, si on se place 4 un temps plus tardif, par
exemple 4 heures apres injection, dans ce cas, I’augmentation de la quantité d’IFN-y est
présente également chez les souris Ja. 187, ce qui laisse supposer que les cellules NK ont pris
le relais dans la réponse. Ainsi, ces deux types cellulaires pourraient agir conjointement avec
des cinétiques différentes pour répondre a une stimulation TLR7. Notre étude révele ainsi le

caractére inné des cellules NKT.

Place des TLR dans le fonctionnement du systeme immunitaire
L’hypothése de ’hygiéne est basée sur la nécessité de 1’existence d’un signal
stimulant le systéme immunitaire qui permettrait sa maturation et son bon fonctionnement
ultérieur. Les mécanismes soulignant ce concept sont cependant mal définis.

Ainsi, la fonction des TLR pourrait étre plus large que la simple reconnaissance des
pathogénes. En effet, le taux d’infection limit¢ dans nos sociétés modernes pourrait étre
insuffisant pour stimuler correctement notre systéme immunitaire et induire sa maturation. Il
existe ainsi toute une littérature sur le role de la flore commensale qui stimulerait le systéme
immunitaire via MyD88 sans pour autant provoquer de réactions immunitaires. D’ailleurs, de
plus en plus de travaux s’intéressent a 1’impact des probiotiques sur I’organisme. Ce champ

d’investigation plébiscité par les grandes compagnies agro-alimentaires a déja apporté
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quelques informations. Leur role bénéfique n’est pas encore attesté mais ces mélanges
microbiens sont capables de stimuler I’immunité. Ils seraient donc un bon complément a notre
alimentation appauvrie en microorganismes car souvent pasteurisée. Une étude a d’ailleurs
montré que I’administration de ces bactéries a des souris NOD les protégeaient de 1’apparition
du diabéte, d’une manicre dépendante de I’'IL-10 (Calcinaro et al. 2005). D’autres équipes
suggerent 1’administration de ces préparations aux femmes enceintes et aux nouveaux-nés
pour les protéger des allergies. Un argument indirect en faveur de ces études nous vient des
pays ou le régime alimentaire est constitu¢ d’aliments fermentés et ou une diminution du
risque d’allergie est observée (Alm et al. 1999).

Ainsi, I’amélioration de la prise en charge médicale (antibiotiques, vaccination) et des
conditions d’hygiene couplées a la stérilisation de nos aliments a contribué¢ a réduire
I’incidence des infections, mais a « désoeuvré » notre systéme immunitaire, qui par manque
de stimulation microbienne, a tendance a déclencher des réactions exacerbées contre des
constituants de I’organisme ou de I’environnement normalement inoffensifs.

Par ailleurs, dans des conditions d’homéostasie, les TLR sont capables de reconnaitre
le soi du non soi. L’organisme a ainsi mis en place des mécanismes permettant la tolérance,
comme la méthylation de I’ADN du soi ou différentes modifications post-transcriptionnelles
de ’ARN du soi. Néanmoins, les TLR peuvent également ressentir le danger quand des
agonistes endogenes, comme des produits provenant de I’apoptose de cellules, sont présents
dans I’environnement. Cependant, 1’équilibre entre reconnaissance et tolérance doit étre
conservé pour ne pas aboutir a des déréglements comme c’est le cas dans les maladies
autoimmunes. En effet, dans le lupus érythémateux disséminé, la stimulation inappropriée de
TLR7 et TLR9 par des ribonucléoprotéines et des complexes immuns constitués d’anticorps
et d’ADN du soi participe au développement de la maladie (Leadbetter et al. 2002, Viglianti
et al. 2003, Savarese et al. 20006).

Agonistes TLR : nouveaux agents thérapeutiques ?

Grace a tous ces résultats, est-il envisageable d’utiliser ces agonistes TLR en
thérapie ? Dans le cas du diabéte, nous avons clairement démontré que ces produits étaient
actifs en phase prédiabétique, c’est-a-dire avant 1’apparition de la maladie. Néanmoins, des
¢tudes s’intéressent a la caractérisation des geénes de prédisposition au diabete dans les
familles a risque afin de permettre un diagnostic précoce. En effet, différents travaux menés
chez des familles de diabétiques ont montré que certains haplotypes HLA étaient conservés

chez les patients qui avaient un risque élevé de développer un diabéte de type 1. Par ailleurs,
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une étude est actuellement en cours sur le traitement de patients diabétiques par le peptide
p277, dérivé de la molécule humaine hsp60 qui active les TLR. Cet essai clinique est
actuellement en phase III et il a ét¢ montré que cette molécule est capable de réguler
négativement 1’auto-réactivité des cellules T et d’inhiber leur production de cytokines
inflammatoires dans les ilots pancréatiques (Raz et al. 2001). Cet effet se traduit chez le
patient par le maintien d’une production d’insuline et donc un besoin réduit d’un apport
exogene d’hormone. Nous pourrions ainsi envisager de telles applications pour nos agonistes
TLR.

Dans le cas de I’asthme, nos traitements intervenaient également avant 1’apparition des
symptomes et inhibaient la maladie. Il a cependant ¢ét¢ montré que le R848 était également
actif en phase chronique chez la souris (Camateros et al. 2007). Nous pourrions ainsi
envisager une approche thérapeutique basée sur I’administration d’agonistes TLR, notamment
au moment des crises, pour diminuer les réponses Th2 délétéres. Néanmoins, I’administration
précoce, avant I’apparition des symptdmes pourrait peut-étre permettre de réorienter la
déficience du systéme immunitaire.

Ces récepteurs font déja I’objet de différentes stratégies thérapeutiques. Par exemple,
deux vaccins contre 1’hépatite B contiennent des agonistes de TLR4 comme adjuvants de
vaccination (Dupont et al. 2006, Halperin et al. 2006). Des recherches cliniques sont
actuellement en cours dans le traitement du cancer, essentiellement par 1’utilisation d’ODN
CpG (Kanzler et al. 2007). Dans le cas des maladies allergiques, des agonistes de TLR4 et
TLRY ont été développés pour le traitement de la rhinite allergique (Creticos et al. 2006). De
la méme fagon, I’administration d’ODN CpG dans les voies aériennes a montré une certaine
efficacité dans la diminution des réponses de type Th2 (Gauvreau et al. 2006). Une autre
approche est I'utilisation d’antagonistes TLR, notamment dans I’autoimmunité. En effet, tous
les TLR sauf TLRS et TLR10 sont capables de reconnaitre des antigénes du soi produits par
les tissus endommagés et les cellules apoptotiques. Ces agonistes endogeénes pourraient donc
agir comme des adjuvants pour stimuler les réponses des lymphocytes T et B autoréactifs et
conduire a ’autoimmunité. Des antagonistes d’ODN CpG sont actuellement testés dans le
modele du lupus et ont déja donné des résultats encourageants chez la souris.

Ces études n’en sont pour le moment qu’a leurs balbutiements mais il est envisageable

que dans quelques années, de nouvelles approches thérapeutiques soient mises en place.
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CONCLUSION

L’ensemble de ces résultats apporte de nouvelles preuves du réle immunomodulateur
des TLR. Longtemps associés a une fonction inflammatoire, les TLR changent désormais de
statut pour plus largement orienter les réponses immunes. Notre travail permet d’illustrer cette
dualité. En effet, nos modeles d’étude a dominance Thl ou Th2, respectivement diabete de
type 1 et asthme allergique, nous ont permis de mettre en évidence les deux types de réponse.

Conformément a 1’hypothése de I’hygiéne, nous avons démontré que la stimulation
des voies TLR permettait de protéger contre des pathologies du systéme immunitaire. Cet
action permettrait ainsi de rediriger des réponses anormales en « déviant» le systéme
immunitaire vers une réponse anti-infectieuse. Bien que les mécanismes mis en jeu soient
encore peu ¢€lucidés, on peut postuler que la stimulation TLR rétablisse une partie de la
tolérance. Néanmoins, nos études restent valables dans des phases trés précoces de la maladie
ou il est plus facile de contrer des réponses délétéres naissantes.

Ces études nous ont également permis de mieux cerner les cibles cellulaires des TLR
et de montrer un ciblage de nombreux types cellulaires dont des cellules régulatrices
impliquées dans les mécanismes de surveillance immunitaire. Ainsi, en agissant sur ces
cellules particulieres, on peut activer des mécanismes suppresseurs contrant le fonctionnement
anormal du systéme immunitaire.

L’ensemble de ces résultats fournit donc quelques nouveaux ¢éléments dans la biologie

des TLR et pourrait permettre d’ouvrir de nouvelles stratégies thérapeutiques.
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PERSPECTIVES

Tout ce travail a permis de répondre a de nombreuses questions quant a la
participation des TLR dans la modulation des réponses immunes, mais des interrogations
demeurent.

Tous les agonistes TLR testés se sont avérés différents au niveau des mécanismes de
protection. En effet, nous avons pu mettre en évidence que plusieurs agonistes TLR étaient
capables d’activer des cellules T régulatrices mais n’avons pas pu le corréler a la protection in
vivo. Ainsi, I’une des prochaines étapes serait d’étudier I’impact des TLR au sein de souris
NOD déficientes pour cette population (CD287). 1l serait également intéressant d’étudier le
role des populations de I’immunité innée comme les macrophages ou les cellules dendritiques.
Dans ce contexte, 1’étude des souris déficientes pour MyD88 ou un TLR pourrait apporter des
informations supplémentaires quant a ces mécanismes. En effet, des travaux menés dans le
laboratoire sur des souris NOD déficientes pour MyD88 ont montré de maniére surprenante
que ces souris étaient totalement protégées du diabéte et qu’elles présentaient un déficit en
réponses Thl et Th17. Ainsi, nous pourrions notamment étudier le role de I’[L-17 déja décrit
en autoimmunité, chez nos souris traitées.

Dans le modele de 1’asthme, nous avons démontré que le R848 exercait son action
protectrice en activant la production d’IFN-y des lymphocytes NKT, mais on peut se
demander si ce composé ne serait pas capable d’activer les lymphocytes Treg. Nous avons
étudié cet effet in vitro et il serait intéressant de 1’examiner dans 1’asthme dans lequel les Treg
sont impliqués. Tout ce travail a permis non seulement de démontrer le ciblage direct des
cellules NKT par TLR7 mais également de proposer une nouvelle voie d’activation virale. En
effet, la plupart des virus activant TLR7 sont aussi capables d’activer les NKT. Il serait donc
intéressant de pouvoir faire le lien en testant des molécules provenant de ces virus a la fois in
vitro et in vivo. Toutes ces ¢tudes ont été effectuées chez la souris et nous souhaiterions
pouvoir examiner ces réponses chez ’homme. Ainsi, des données préliminaires suggerent que
les NKT humains pourraient étre activés par le R848 en présence d’IL-12 mais elles restent a
confirmer.

Notre travail a ainsi permis d’évaluer I'impact des TLR dans des désordres
immunitaires et a révélé la capacité de ces récepteurs a induire une protection a la fois dans
des pathologies Thl et Th2, soulignant leur réle important mais complexe, car fonction de
I’environnement, dans 1’orientation des réactions immunologiques et le rééquilibrage de la

balance Th1/Th2.
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