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Continuellement exposé a de nombreux pathogénes présents dans I'environnement,
'organisme doit monter des réponses immunitaires appropriées pour se protéger. La
détection des agents infectieux grace a des récepteurs de 'immunité innée nommés PRR
pour "Pattern Recognition Receptor" est I'élément déclencheur de ces réponses. L'immunité
innée est immédiate, spécifique, efficace, et produit une défense anti-microbienne a large
spectre d’activite. Une centaine de PRR reconnaissent spécifiquement des motifs
moléculaires de nature biochimique variée, associés a la pathogénicité, appelés PAMP pour
"Pathogen-Associated Molecular Pattern", essentiels pour la plupart a la survie du
microorganisme. De maniére générale, les PAMP sont des MAMP pour "Microbe-associated
Molecular Pattern" terme intégrant les microorganismes commensaux et les pathogénes
opportunistes. A ce jour, quatre classes majeures de PRR cellulaires ont été identifiées
(Takeuchi et Akira, 2010). Les "Toll-like Receptor" ou TLR ont été les premiers récepteurs
décrits et les plus étudiés. Les trois autres familles incluent des détecteurs
transmembranaires comme les lectines de type C (CLR), des détecteurs cytoplasmiques
comme les "Retinoic acid-inducible gene (RIG)-I-like Receptors" (RLR) ou les "Nucleotide-
binding oligomerization domain (NOD)-like Receptors" (NLR) (Figure 1). Ces récepteurs
activent un processus de nature inflammatoire pour promouvoir [|'élimination des
microorganismes, et conditionnent le retour des tissus a 'homéostasie. L’activation des PRR
détermine également la réponse adaptative spécifique des antigénes du microorganisme
détecté. De nombreuses études se sont intéressées aux réles immunitaires des PRR au
niveau systémique, en particulier le sang, les organes lymphoides et le foie, tissus envahis
par les pathogénes en cas de septicémies. Cependant, la plupart des microorganismes
commensaux, opportunistes ou pathogénes colonisent et/ou ciblent les muqueuses. Au
cours de ce travail de thése, je me suis donc intéressée a l'implication des TLR dans

immunité anti-infectieuse au niveau des muqueuses.

Figure 1 : Les quatre familles de détecteurs cellulaires

TLR de 'immunité innée.
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Les "Toll-like Receptor" ou TLR et les "C-type lectin" ou
CLR sont des protéines transmembranaires. Les "NOD-
like Receptor" ou NLR et les " RIG-I-like Receptor" ou RLR
sont des protéines cytoplasmiques. Apres détections des
signaux de dangers d'origine microbienne ("microbe-
associated molecular pattern"), ces récepteurs de
limmunité innée activent des cascades de signalisation
induisant I'activation des interleukines IL-1f et IL-18 par la
Caspase 1 pour les voies dépendantes des NLR, de
médiateurs pro-inflammatoires ou anti-inflammatoires ou
d’interférons de type | pour les autres récepteurs. Ces
différentes molécules participent ainsi a I'élaboration des
défenses immunitaires anti-microbiennes. Ces récepteurs
peuvent également reconnaitre des signaux endogénes de

'héte suite a une lésion ou un stress non microbien.
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I- Les récepteurs de la famille "Toll" ou TLR

Les recepteurs TLR constituent une famille de PRR trés conservées au cours de
I'évolution. lls sont retrouvés autant chez les invertébrés comme la drosophile que chez les
différentes espéces de vertébrés tels les poissons, la poule, la souris, ou 'Homme et

participent au déclenchement de I'immunité.

A- La découverte des TLR

1- De 'immunité des insectes aux mammiféres

La découverte de la famille TLR a débuté avec l'identification du récepteur Toll chez
la mouche du vinaigre, Drosophila melanogaster. En 1985, le géne Toll est isolé pour la
premiére fois. Etudiant les facteurs maternels impliqués dans le processus d’embryogénése
chez D. melanogaster, le groupe de Nusslein-Volhard montre que Toll permet la mise en
place d’'un gradient morphogéne de l'axe dorso-ventral chez les embryons de mouche
(Anderson et al., 1985). Toll est une protéine transmembranaire avec un domaine
cytoplasmique responsable de la signalisation (Morisato et Anderson, 1995). Par la suite,
Anderson et son équipe isolent les protéines impliquées dans la cascade de signalisation de
Toll (Belvin et Anderson, 1996). En 1996, les travaux du groupe d’Hoffman montrent que les
composants de la voie activant le facteur de transcription NF-xB chez les mammiféres et
ceux de la cascade Toll chez la drosophile présentent des ressemblances structurales et
fonctionnelles (Lemaitre et al., 1996). En utilisant des mutants du ligand extracellulaire de
Toll, Spatzle et de la voie de signalisation, ils démontrent le réle clé de Toll dans le contrdle
de l'expression du géne de la drosomycine, un composé peptidique anti-fongique. lls
observent également que le mutant Toll montre une sensibilité accrue aux infections a
Aspergillus fumigatus. Toll a donc un rdle dans les défenses innées et permet

vraisemblablement la détection des microorganismes pathogénes.

2- La notion de "Toll-like Receptor”

En 1997, le groupe de Janeway identifie un orthologue de Toll chez 'lhomme nommé
h-Toll pour "human Toll" ou Toll-like receptor 4 (TLR4) (Medzhitov et al., 1997). Dans la
lignée humaine de monocytes THP-1, TLR4 est capable d’induire la sécrétion d’interleukines
inflammatoires (IL-1, IL-6, et IL-8) et I'expression de la molécule de co-stimulation CD80
(B7.1) essentielle a 'activation des cellules T naives. Ces résultats suggérent que TLR4 est
impliqué dans l'immunité. La notion que des mécanismes immunitaires "ancestraux" sont
conservés chez les étres vivants est ainsi introduite pour la premiére fois. En 1998, le role de
TLR4 dans I'immunité est précisé (Poltorak et al., 1998). Une mutation dans le locus Lps
chez les souris, mutation se trouvant dans le troisieme exon du geéene Tir4, affecte la

transduction du signal engendré par le lipopolysaccharide (LPS), rendant ainsi les animaux
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sensibles aux infections par les bactéries a Gram négatif. Les auteurs concluent donc que le
récepteur TLR4 reconnait spécifiguement le LPS. Depuis cette découverte et les avancées
en génomique, 13 TLR ont été identifiés chez les mammiféres (Roach et al., 2005). Les
données de la littérature suggeérent que chaque TLR reconnait une molécule microbienne
bien particuliére et apportent la notion que I'immunité innée utilise un systéme de détection
spécifique activant des mécanismes de défense peu spécifiques ou a large spectre d’activite.
Les TLR permettent ainsi la transduction des signaux de danger "microbien" en signaux

immunologiques de défense.

3- Le répertoire des TLR chez les mammiféres

Les TLR sont exprimés par de nombreux type cellulaire incluant les cellules de
limmunité et les cellules structurales (Reed et al., 2002). Les TLR sont ainsi retrouvés chez
les acteurs de 'immunité innée (macrophages, neutrophiles, cellules dendritiques, cellules
NK) comme chez les acteurs de I'immunité adaptative (lymphocytes B et T) (Hasan et al.,
2005; Kabelitz, 2007). Néanmoins, la distribution des différents TLR au sein de chaque type
cellulaire est encore mal décrite. A ce jour, seul le répertoire des cellules dendritiques (DC)
est bien documenté. Chez la souris, quatre populations de DC ont été définies sur la base de
'expression du marqueur CD11c. Les DC plasmacytoides ou pDC ont peu de CD11c en
surface alors que les trois autres populations I'expriment fortement (DC conventionnelles) et
se distinguent par la présence de CD8a, CD4 ou leur absence, i.e. double négatives (DN).
Les récepteurs TLR-1, -2, -4, -6, -8 et -9 sont exprimés par toutes les populations, TLR3 est
exprimé plus sélectivement par les cellules CD8a’, TLR5 par la population CD4"
(majoritairement CD11b") et TLR7 dans les cellules CD4" et les pDC (Edwards et al., 2003).
L’expression et la fonction des TLR au sein d’'une population cellulaire est également
dépendante de l'organe auquel est rattaché cette population. Par exemple, les DC
conventionnelles de la rate sont stimulées par les agonistes de TLR5 ou TLR4 alors que les
cellules équivalentes de lamina propria de l'intestin ne répondent qu’a I'agoniste de TLRS
(Uematsu et al., 2006). Ces propriétés permettent de faire la distinction entre les

microorganismes selon la cellule et le tissu ciblé.

B- La structure et la spécificité des TLR

Les TLR sont des glycoprotéines transmembranaires de type | constituées d'un
domaine extracellulaire qui confére la spécificité de ligand et d’'un domaine cytoplasmique de
transduction du signal (Figure 2A) (Akira et al., 2006). Les TLR sont fonctionnels sous forme
d’homo- ou hétéro-diméres. Deux modeéles d’activation par leur ligand MAMP spécifique ont
été proposés: (1) les diméres sont préformés et le ligand induit un changement de
conformation (Figure 2B) ou (2) les monoméres de TLR se dimérisent par interaction avec le

ligand.
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Figure 2 : Représentation schématique de I'organisation structurale des TLR.

(A) Les TLR et le récepteur a I'lL-1p (IL-1R) ont un domaine cytoplasmique conservé appelé TIR caractérisé par la présence de
trois régions homologues "box" 1, 2 et 3. Les "box" 1 et 2 sont impliquées dans l'interaction homotypique avec les domaines TIR
des adaptateurs (tels que MyD88 et TRIF). Les domaines extracellulaires des TLRs et IL-1R sont différents : les chaines de I'lL-
1R sont constituées de trois domaines de type immunoglobuline alors que les TLR se composent de répétitions en tandem de
régions riches en leucines (LRR). D’apres Akira et al, 2004 Nat Rev Immunol. (B) L'interaction TLR-agoniste. Lors de
l'interaction avec son agoniste, un changement de conformation rapproche physiquement les domaines TIR des monomeres
pour permettre la transduction du signal de danger. (C) Structure tridimensionnelle de TLR3 complexé a de '’ARN double brin
(en bleu et rouge). Le site de reconnaissance de L’ARN double brin se localise a l'interface des deux monomeres ou il est

emprisonné. D’apres Liu et al, Science 2008.

1- Le domaine extracellulaire

Le domaine extracellulaire des TLR est organisé en fer a cheval et permet la
reconnaissance specifique de leur ligand, i.e. MAMP. Il est constitué de nombreux motifs
riches en leucines nommé LRR pour "Leucine-Rich Repeat" (Figure 2). Chaque LRR est
composée de 24 a 29 acides aminés contenant les motifs XLXXLXLXX et XXXIX4FXXLX
(ou X représente n'importe quel acide aminé et & un acide aminé hydrophobe) (Bell et al.,
2003). Selon les TLR, 19 a 25 motifs LRR en tandem sont retrouvés. Les séquences
conservées s’organisent en feuillet § et constituent la partie concave du fer a cheval alors
que les boucles variables en forment la partie convexe (Figure 2C) (Choe et al., 2005). Dans
le cas de TLR3, cette organisation structurale est nécessaire a l'interaction avec son ligand,
les acides ribonucléiques monobrins (Bell et al., 2003). La spécificité des interactions ligand
de TLR - récepteur TLR semble importante puisque les affinités sont de l'ordre du
nanomolaire (nM) . En effet, Spatzle et Toll chez la drosophile ont un Ky de 0,4 nM. De
méme, l'interaction entre le LPS et son co-facteur MD-2 avec TLR4 présente un K, de 3nM
(Akashi et al., 2003). Malgré toutes les études menées ces 15 derniéres années, les

parameétres physico-chimiques des interactions des TLR avec leurs ligands demeurent mal



documentés et des études dans ce sens seront essentielles a de nouvelles découvertes sur
le mode d’action des TLR.
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Tableau 1 : Les principaux co-récepteurs et agonistes microbiens de TLR

La structure chimique d’un agoniste (naturel ou synthétique) est représentée pour chaque TLR. (ND : non défini).
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2- La nature des motifs microbiens détectés par les TLR

La localisation subcellulaire des TLR est associée a la nature des ligands qu'ils
reconnaissent (Tableau 1). Les spécificités de ligand des TLR humains et murins sont trés
proches. Les TLR-1, -2, -4, -5, -6 et -11 reconnaissent des MAMP exprimés et parfois libérés
a la surface des microorganismes tels que des glycolipides, des lipoprotéines et des
protéines. Ces récepteurs TLR sont généralement exprimés a la membrane plasmique des
cellules pour déterminer la détection des MAMP en surface. Les TLR-3, -7, -8 et -9
reconnaissent des acides nucléiques qui ne peuvent étre libérés qu’aprés une dégradation
microbienne au sein d’endosomes ou de lysosomes. Ces TLR sont donc localisés dans les

cellules au sein de ces vésicules intracellulaires.

3- Le domaine intracellulaire : "Toll/IL-1R domain” ou domaine TIR

Gay a initialement décrit une homologie importante entre le domaine intracellulaire de
Toll chez D. melanogaster (Gay et Keith, 1991) et celui des récepteurs a l'interleukine 1
(IL-1R) des mammiferes, depuis dénommé TIR pour "Toll/IL-1R" (Slack et al., 2000). La
partie cytoplasmique des TLR (environ 200 acides aminés) présente une organisation
similaire en domaine TIR (Akira et al., 2006) (Figure 2A). Ainsi, les domaines TIR des TLR
présentent environ 20 a 30% d’homologie avec ceux des récepteurs a I'lL-1, I'lL-18 et I'lL-33.
Un site privilégié d’interaction homotypique est formé entre les domaines TIR des TLR et des
adaptateurs moléculaires. Cette plateforme connecte ainsi les récepteurs a la cascade de

signalisation.

C- La signalisation TLR

La réponse médiée par les TLR est caractérisée par une cascade de phosphorylation
aboutissant a une activation transcriptionnelle. La signalisation ne nécessite pas de synthése
protéique de novo, repose sur la translocation nucléaire quasi-immédiate de régulateurs
transcriptionnels et stimule avec une grande amplitude la transcription de génes de
limmunité. Néanmoins, cette réponse doit rapidement étre atténuée pour garantir I'intégrité

des cellules activées et des tissus.

1- La réponse immunitaire innée ou réponse pro-inflammatoire
La cascade de signalisation déclenchée par I'activation des TLR induit la transcription
de génes pro-inflammatoires codant des cytokines (IL-6, IL-12, TNF-q, ...), des chimiokines
(CXCL1, CXCLS, ...), des molécules anti-microbiennes (défensines, lipocaline 2, ...) et des
molécules impliquées dans la survie cellulaire (BCL2, IAP, TGF...) ou la réparation cellulaire
et tissulaire (métalloprotéases, cytochromes, facteurs de croissance, ...) (Medzhitov et
Horng, 2009). Cet arsenal permet I'expression d’effecteurs immunitaires de la défense anti-
infectieuse, de recruter des phagocytes et des cellules immunitaires innées et adaptatives, et
d’assurer la mise en place de la réponse adaptative (Figure 3). Au final, la réponse TLR
11



favorise

fonctionnelle du tissu. Ces effets sur 'immunité seront développés dans le chapitre II.

'élimination des microorganismes pathogénes tout en préservant lintégrité

Clairance bactérienne .| Clairance bactérienne
A et et
Réparation tissulaire Réparation tissulaire
sentinelle
Heures / \Jours
médiateurs de I'immunité innée : édi de I’i
Molécules anti-microbiennes Lymphocytes T
Molécules anti-apoptotiques Lymphocytes B
Cytokines Anticorps
Chimiokines
Détection Soi versus Nature de Niveau Durée de . Deffan_ses
les TLR N e e o oz Vinfecti immédiates
par versus futures
Signaux ind par les TLR
A s . Lymphocytes
ITpact di.ltn's p Actl'vatlon " T’ype delrater?sne I:)u’ree de T et B effecteurs
immunité es rép rep rep rep versus mémoires

Figure 3: Contribution des TLR dans I'immunité anti-infectieuse

(A) La réponse anti-bactérienne. La détection des bactéries par les TLR présents a la surface des cellules sentinelles active
rapidement (quelques heures) I'immunité innée puis 'immunité adaptative (quelques jours). Les médiateurs innés et adaptatifs,
induits par la signalisation TLR, ont pour fonction d’éliminer les bactéries et de réparer les tissus abimés. (B) Détection de
l'infection par les TLR et impact pour 'immunité. Les signaux microbiens détectés par les TLR donnent des indices importants
sur l'infection et le pathogene associé ce qui permet a I'héte de développer en retour une réponse immunitaire sur mesure.

D’apres Palm et Medzhitov, Immunological Reviews 2009.

2- Une activation transcriptionnelle immédiate

Aprés détection du MAMP, les homo- ou hétéro-diméres de TLR provoquent le
recrutement cytoplasmique d’adaptateurs moléculaires par le domaine TIR et sont ainsi a
l'origine de la signalisation immédiate. L’activation de la voie TLR se mesure déja quelques
minutes post-activation. A ce jour, cinq adaptateurs ont été décrits (O'Neill et Bowie, 2007) :
le facteur de différenciation myéloide 88 (MyD88), I'adaptateur contenant le domaine TIR
(TIRAP ou Mal), I'adaptateur contenant un domaine TIR induisant l'interféron de type | tel
'IFN-B (TRIF ou TICAM-1), l'adaptateur apparenté a TRIF (TRAM ou TICAM-2) et

'adaptateur contenant les motifs “sterile o” et “Heat-armadillo” (SARM) (Figure 4).
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Figure 4 : Les adaptateurs de la signalisation TLR.

Différents adaptateurs sont utilisés par les diméres de TLR

TLR1/2 TLR5

TLR2/6 TLR4 TLR10 pour initier les cascades de signalisation. L’adaptateur

WF j{l Y principal est MyD88, il est recruté par tous les TLR sauf

cyﬂ:’:;i::?:ue TLR3. Le second adaptateur principal est TRIF, il est
00 [00) utilisé par TLR3 et TLR4. MAL et TRAM sont des

l /\ adaptateurs accessoires a MyD88 ou TRIF. En effet, MAL

TLR2/TLR6 et de TLR4, et TRAM s’associe a TRIF pour

initier la signalisation par TLR4. SARM est un régulateur

interagit avec MyD88 dans I'activation de TLR1/TLR2 et
MyD88

négatif de la voie activée par TRIF. Ces combinaisons
d’adaptateurs permettent ainsi de limiter le nombre

d’acteurs intervenant dans la mise en place de I'immunité
\—/OQ innée et de Iui donner une signature a la fois
SARM caractéristique et modulable. (TLR: Toll-like Receptor,
MyD88 : facteur de différenciation myéloide 88, TRIF :

endosome

adaptateur contenant un domaine TIR induisant I'interféron

de type |, MAL : adaptateur contenant le domaine TIR (ou

TIRAP), TRAM : adaptateur apparenté a TRIF, SARM :

1

adaptateur contenant les motifs “sterile o” et “heat-

armadillo”, (@ : domaine TIR, —: activation, - :

inhibition).

Deux voies d’activation de la signalisation TLR ont principalement été étudiées : la
voie dépendante de MyD88 et la voie dépendante de TRIF. Le recrutement des adaptateurs
conduit a l'activation de kinases qui phosphorylent en dernier lieu les protéines activées par
un mitogéne (MAPK), les inhibiteurs de NF-xB ou les protéines régulatrices IRF (qui
contrélent la synthése dIFN de type 1) afin de contréler I'expression de génes
pro-inflammatoires. TIRAP est le relais de la voie MyD88-dépendante suite a I'activation des
TLR2 et TLR4 (Yamamoto et al., 2002). TRAM participe sélectivement a l'activation de la
voie TRIF-dépendante suite a l'activation de TLR4. Une étude a mis en évidence la
dissociation des voies MyD88 et TRIF dans la signalisation par TLR4 (Mata-Haro et al.,
2007). En effet, le “monophosphoryl lipid A” ou MPL, dérivé du LPS active la voie
dépendante de TRIF mais pas la voie dépendante de MyD88. SARM, contrairement aux
autres adaptateurs est un régulateur négatif de la voie NF-xB et de I'activation des IRF de la
voie TRIF-dépendante.

L’adaptateur MyD88 est utilisé par tous les TLR, a I'exception de TLR3 qui utilise
TRIF. MyD88 interagit avec un complexe formé d’IRAKs (IL-1R-Associated Kinase) et de
TRAF6 (TNF-Receptor-Associated Factor 6). La protéine IkBa (Inhibitor of NF-kB o)
séquestre le facteur transcriptionnel NF-xB dans le cytoplasme. La cascade enclenchée
conduit a la phosphorylation d’lkBa, sa polyubiquitination et sa dégradation par le
protéasome. Ainsi, NF-xB est libéré et peut transloquer dans le noyau ou il induit
l'expression de génes pro-inflammatoires. TRAF6 régule également la voie des MAPK qui

aboutit a l'activation du complexe de transcription AP-1 (Jun/Fos) qui agit seul ou en
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synergie avec NF-xB sur les promoteurs de génes cibles. Finalement, TRAF6 module
lactivité des régulateurs transcriptionnels IRF qui agissent seul ou en combinaison avec
NF-xB. Ainsi, les facteurs IRF3 ou IRF7 induisent la production d’IFN de type | alors qu’IRF5
active celle de médiateurs pro-inflammatoires. (Figure 5A). La signalisation TLR active la
voie classique du facteur transcriptionnel NF-xB, qui est alors formé des sous-unités
pro-inflammatoires p65 et p50.

Les domaines N- et C-terminaux de 'adaptateur TRIF recrutent différentes molécules
de signalisation. TRIF dispose dans son extrémité N-terminal d’'un motif de fixation a TRAF6
et TRAF3. Du cété C-terminal, TRIF est doté d’'un motif d’interaction homotypique RIP
(Receptor-interacting protein) par lequel il interagit avec RIP1 (Kawai et Akira, 2010). TRAFG6
et RIP1 activent NF-xB alors que TRAF3 est responsable de la phosphorylation d’'IRF3. La
forme phosphorylée d’IRF3 migre dans le noyau et active I'expression de génes codant les
IFN de type | (Figure 5). La signalisation TLR active aussi la transcription de génes codant
des régulateurs impliqués dans le contrdle positif de la réponse comme Jun, Fos ou IkBC.
Par exemple, IkBC joue un rble synergique avec NF-xkB dans l'activation de la transcription
des génes codant I'lL-6 ou I'lL-12p40 (Yamamoto et al., 2004).

3- Une régulation négative induite par I’activation des TLR

La transcription et la traduction des génes pro-inflammatoires est sous une régulation
stringente. Leur expression rapide, de trés grande amplitude est néanmoins transitoire. En
effet, relachées en excés ou de fagon incontrolée, certains médiateurs de la réponse pro-
inflammatoire peuvent provoquer de sérieux dommages tissulaires. Certains des genes
surexprimés suite a la signalisation TLR sont donc associés a la régulation négative de la
réponse permettant un retour des plus rapides a '’homéostasie. Ces régulateurs négatifs
inhibent différentes étapes de la cascade de signalisation (Figure 5). Parmi ces molécules,
on trouve des compétiteurs de protéines adaptatrices (SIGIRR, MyD88s ou SARM), des
enzymes de modification (A20/TNFAIP3 ou SHP-1), des facteurs de transcriptions (ATF3) ou
des molécules affectant la stabilité des ARNm des génes pro-inflammatoires tel les
microARN (miR-155) ou des nucléases/activateur de nucléases (ZFP36, ZC3H12, ...). Une
perte de ces régulateurs négatifs empéche le retour a 'lhoméostasie et cause des désordres
inflammatoires dans des modéles murins. En effet, les souris déficientes pour A20,
régulateur négatif de la voie NF-xB, développent une inflammation chronique dans de
nombreux organes qui conduit a la mort prématurée de I'animal a 5-6 semaines (Turer et al.,
2008). La signalisation TLR est soumise a un phénomeéne de tolérance empéchant I'initiation
d’'une réponse lors d’'une exposition répétée a un MAMP. Les régulateurs négatifs tels que
IRAK-M dans le phénoméne de tolérance au LPS jouent un réle important (de Vos et al.,
2009).
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Atg16L1 protéine de I'autophagie ] voie TRIF suractivation de la suractivation de la Saitoh, 2008
(inflammasome) caspase 1 caspase 1
protéine sans fonction surproduction d'lL-6 et | . . N Kobayashi, 2002
IRAK-M kinase IRAK dIL-12p40 et de TNF | Imflammation sevére | ™sgy; 010
miR-155 microARN SHP-1/IKK-i ? ? faraoni, 2009
miR-21 microARN PDCD4 (voie NF-kB) ? ? Sheedy, 2009
MyD88s compétiteur de MyD88 les domaines TIR ? ? Burns, 2003
SHP-1 tyrosine phosphatase IRAK1/IRAK2 suractivation suractivation des Croker, 2008
macrophages
SIGIRR recepteur TLR4/IRAK1/TRAF6 pasdeffet | 00 mation severe | wald, 2003
(SIGIRR non exprimé)
socs1 inhibiteur de kinase IRAK1 surproduction de surproduction de |\ - - wa, 2002
cytokines cytokines
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Zc3h12a RNAse ARN de I'IL-6 et IL-12p40| dIL-12p40 dIL-12p40 Matsushita, 2009
Zfp36 déadénylase ARN du TNF surproduction de TNF | surproduction de TNF | Carballo, 1998

Figure 5: Les principaux régulateurs négatifs de la signalisation TLR

(A) Représentation schématique de la cascade de régulation et des différents régulateurs négatifs inhibant la réponse TLR. Les
réponses TLR sont contrdlées principalement par les adaptateurs MyD88 et TRIF. Lors de I'activation des TLR2, TLR4 et TLR5,
MyD88 recrute un complexe formé d’'IRAKs et de TRAF6 et induit des réponses inflammatoires en activant les voies MAPK,
NF-xB (p50/p65) et IRF5. L’activation des TLR3 et TLR4 recrute TRIF qui interagit avec TRAF3, RIP1 et un complexe formé
d'IRAKs et de TRAF6. RIP1 et TRAF6 active en coordination les voies MAPK et NF-kB, TRAF3 induit la phosphorylation de
IRF3 qui contrdle I'expression des interférons de type |. La stimulation des TLR7 et TLR9 recrute MyD88 qui interagit avec un
complexe formé d'IRAKs et de TRAF6. TRAF6 active les voies IRF5 et NF-kB pour linduction des médiateurs
pro-inflammatoires ainsi que IRF7 pour l'induction des interférons de type I. Les régulateurs négatifs ciblent principalement les
étapes suivantes : l'initiation de la cascade de signalisation via les adaptateurs (MyD88), I'activation du complexe IRAKs-TRAF6
et la transcription ou les transcrits des génes pro-inflammatoires. Adapté de Kawai et al, Nature Reviews Immunology 2010 (B)
Nature et activité des principaux régulateurs négatifs de la signalisation TLR. La déficience en ces régulateurs entraine
généralement des inflammations chroniques et séveres dues a une activation prolongée de la réponse TLR.

(P : Phosphorylation, — : activation, - : inhibition)

15



4- Coopération

Des études ont mis en évidence que certains TLR pouvaient agir en synergie. En
effet, la stimulation de cellules dendritiques avec une combinaison d’agonistes TLR éléve le
niveau d’expression des génes ainsi que la sécrétion de certaines cytokines par rapport a
l'effet obtenu avec un agoniste seul (Napolitani et al., 2005). La production d’'IL-12p70
(composé des chaines IL-12p40 et IL-12p35) est caractéristique d’'un effet synergique de
certains TLRs. Cette cytokine est peu exprimée aprés une stimulation simple via TLR4 ou
TLR7, mais son expression est amplifiée prés de 100 fois aprés une activation simultanée
des TLR4 et TLR7 (Gautier et al., 2005). L’activation de plusieurs TLR de fagon simultanée
peut également modifier la nature et la qualité de la réponse due a une seule stimulation
avec par exemple le changement d’orientation de la réponse T effectrice initiale. Il a
également été observé que I'expression du géne codant I'lL-10 peut étre diminué par une
stimulation combinée de plusieurs TLR (Re et Strominger, 2004). Les 5 adaptateurs
moléculaires des domaines TIR des TLR et la composition des complexes de signalisation
pourraient contribuer a ces effets. La coopération entre plusieurs TLR, d’'une part, et TLR et
autres PRR, d’autre part, n’est pas une exception dans la réponse anti-infectieuse puisque
chaque pathogéne exprime simultanément plusieurs agonistes (Figure 1). L’intensité et la
qualité des réponses immunitaires est donc dépendante de la distribution dans I'organisme

des divers PRR et de leur coordination (Figure 3B).

D- Pathologies associés aux TLR

Les souris déficientes en TLR ont contribué a définir leur role dans le contexte
infectieux. Ces modéles ont montré un réle clé des TLR dans les défenses anti-microbiennes
innées et adaptatives. Ainsi, la lignée de souris C3H/HedJ, mutée dans Tir4, est trés sensibles
aux infections par des bactéries a gram négatif comme Salmonella entercica Serovar
Typhimurium (S. typhimurium dans la suite de ce mémoire) (O'Brien et Rosenstreich, 1983)
et Neisseria meningitidis (Woods et al., 1988). Les souris déficientes en TLRS ou TLR11
sont, quant a elles, susceptibles aux infections urinaires a Escherichia coli (Andersen-Nissen
et al., 2007a; Zhang et al., 2004). Les souris déficientes en TLR3 ont été décrites plus
résistantes aux infections par le virus “West-Nile” (Wang et al., 2004). Dans ce dernier cas,
la signalisation TLR3 précipite la réaction pro-inflammatoire et aboutit a une réponse
immunitaire incontrélée néfaste pour la survie de 'animal. Le réle des TLR a également été
étendu a des pathologies inflammatoires dépendantes des microorganismes commensaux.
Une étude a ainsi décrit que la délétion du géne TIr5 provoque I'apparition spontanée de
colites (Vijay-Kumar et al., 2007). Ainsi, les souris déficientes développent une réaction
inflammatoire exacerbée contre la flore commensale. Cependant, ces travaux n’ont pas été
reproduits a ce jour par d’autres équipes de recherche (Vijay-Kumar et al., 2007). L’utilisation

des agonistes de TLR ou le ciblage d'un élément de la cascade de signalisation permettrait
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donc de deévelopper de nouvelles thérapies contre les maladies infectieuses ou
inflammatoires.

Chez I'Homme, des polymorphismes dans les génes codants les TLR ou les
adaptateurs de la signalisation sont associés a une susceptibilité a certaines maladies ou
infections (Tableau 2). Par exemple, les individus porteurs du polymorphisme Arg753GIn sur
TLR2 montrent une sensibilité accrue a la tuberculose (Pandey et Agrawal, 2006) ainsi
gu'une réponse diminuée face aux Staphylocoques (Lorenz et al., 2000). Les individus
déficients pour I'adaptateur MyD88 sont plus sensibles aux infections pyogéniques comme
les infections invasives aux pneumocoques (von Bernuth et al, 2008). L'analyse du
polymorphisme de TLR5 chez 'homme a mis en évidence une mutation d’'un codon sens en
codon Stop donnant naissance a un récepteur TLR5 tronqué de 392 résidus (Hawn et al.,
2003). Cette molécule incapable d’activer NF-kB fonctionne comme un dominant négatif. En
effet, des monocytes d’individus hétérozygotes TLR5/TLR5%°%7°F ne répondent pas a la
flagelline. Les individus possédant cette mutation sont sensibles aux infections respiratoires
par Legionella pneumophila et ont une diminution significative d'lgG et d’IgA contre la
flagelline, alors que leur taux d’anticorps anti-LPS est comparable a celui individus normaux.

Dans certains cas, des polymorphismes sont protecteurs et ont vraisemblablement
un avantage sélectif au cours de I'évolution. En effet, une étude a mis en évidence que le
polymorphisme Ser180Leu dans I'adaptateur MAL (ou TIRAP) est associé a une protection

contre la malaria, la tuberculose ou les bactériémies & pneumocoques (Khor et al., 2007).

TLR Polymorphism Disease link
TLR4 Asp299Gly/ Individuals are hyporesponsive to LPS
Thr399lle Predisposition to severe malaria
among African children
TLR2 Arg753Gin Increased susceptibility to tuberculosis
Reduced responses to Gram-positive
bacteria
Arg677Trp Increased risk of lepromatous leprosy
in a Korean population
TLR5 392STOP Increased susceptibility to Legionnaire’s
disease
IRAK4 Deficiency Increased susceptibility to pyogenic bacteria
Show resistance to viral, fungal and parasitic infections
NEMO C417R Causes the condition XR-EDA-ID
Increased susceptibility to pyogenic
infections
IKB-A S321 Causes the condition AD-EDA-ID
Increased susceptibility to pyogenic
infections
MAL S180L Protective against malaria, tuberculosis,

bacteraemia and pneumococcal
bacteraemia
C558T Increased susceptibility to tuberculosis

Tableau 2 : Polymorphismes génétiques de la signalisation TLR associées a des infections chez ’Homme.
Les polymorphismes dans la séquence des génes des TLR ou des molécules de la cascade de signalisation ont été associés

soit a une susceptibilité soit a une protection aux infections. D’apres Carpenter et al, Cellular Microbiology 2007.
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II- Les TLR dans [limmunité anti-infectieuse des

muqueuses

L'immunité anti-infectieuse peut étre définie comme l'ensemble des mécanismes
biologiques permettant a un organisme de préserver son intégrité tout en éliminant les
agents pathogénes ou en atténuant les effets délétéres du pathogéne comme l'inflammation
aigué ou chronique ou la destruction tissulaire par des toxines. Les sites muqueux des
mammiféres sont exposés en permanence a une quantité importante d’agents
environnementaux. Durant la respiration chez I’homme, plusieurs milliers de litres d’air
chargés en particules et aérosols transitent quotidiennement dans les voies aériennes.
L’alimentation et la boisson que nous ingérons contiennent également des contaminants
divers. Les muqueuses du tractus gastro-intestinal, respiratoire et urogénital sont donc la
porte d’entrée de la majorité des agents infectieux et représentent a ce titre des sites
importants de I'immunité anti-infectieuse. Par exemple, les agents de la tuberculose, des
pneumonies, des grippes et des méningites ciblent la muqueuse respiratoire, le virus du
SIDA les muqueuses génitales et les agents de toxi-infections ou de la poliomyélite la
muqueuse intestinale. Toutes ces infections ont un impact majeur en Santé Publique a
travers le monde; elles touchent principalement les pays sous-développés et en
développement, mais représentent également une menace pour les pays riches (Mizgerd,
2006). Comprendre les mécanismes anti-infectieux au sein des muqueuses et les exploiter a
des fins thérapeutiques et prophylactiques est donc un besoin réel en Santé Publique. Dans
ce chapitre, nous exposerons certaines caractéristiques de 'immunité dans les muqueuses

intestinales et pulmonaires a '’homéostasie et en réponse a la signalisation TLR.

A- Organisation et compartimentation des muqueuses

Les muqueuses sont des surfaces physiologiquement activent qui tapissent les
cavités en contact avec I'environnement extérieur (pathogénes, allergénes,...). On retrouve
ainsi les muqueuses respiratoires, digestives, urinaires ou geénitales. Ces muqueuses
représentent la premiére ligne de défense contre les pathogénes. Elles sont organisées de
fagcon similaire, méme si certains organes muqueux possedent des stratégies de défenses
spécifiques, di a leur fonction biologique, comme I'estomac qui utilise de I'acide rendant
ainsi sa lumiére hostile au développement microbien. Les muqueuses possédent leur propre
systéme immunitaire et présentent la particularité d’étre compartimentées (Figure 6). Elles se
composent de trois parties : le compartiment externe, i.e. la lumiére, la barriére épithéliale et

le compartiment interne, i.e. la lamina propria.
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Figure 6: Représentation schématique des défenses muqueuses.

Les muqueuses sont compartimentées par la barriére de cellules épithéliales. La lumiere, site en contact avec I'environnement
extérieur, contient divers facteurs permettant I'exclusion et I'élimination des agents infectieux. Ainsi, I'épithélium est protégé par
le mucus (empéchant la diffusion de macromolécules et le déplacement de particules), les peptides antimicrobiens (défensines
o et B, Reglllp et y, ou lysozyme), et les anticorps sécrétoires (IgA) qui excluent et opsonisent les agents infectieux de la
barriere épithéliale. Les cellules épithéliales représentent une variété importante de cellules parmi lesquelles des cellules
assurant les fonctions physiologiques de la muqueuse (échange environnement-compartiment interne d’'eau, de gaz, de
toxiques, ...), des cellules productrices de mucus (cellules de “goblet” ou cellules caliciformes), les cellules productrices de
défensines (cellules de “paneth” dans lintestin), des cellules spécialisées dans le transport actif d’antigénes et de particules
(cellules M), des cellules endocrines, ou des cellules nerveuses. Les cellules de l'immunité sont localisées dans le
compartiment interne et peuvent s’organiser en tissus lymphoides organisés (MALT pour “Mucosa-associated lymphoid tissue”)
tels les plaques de Peyer, les follicules lymphoides ou les ganglions. Les MALT sont les sites d’induction des réponses
spécifiques d’antigénes microbiens dans lesquels les cellules présentatrices d’antigenes ayant capturées et apprétées les
antigénes microbiens les présentent aux lymphocytes B et T. Une fois activés, les lymphocytes peuvent étre adressés

spécifiquement aux muqueuses via des intégrines et des récepteurs aux chimiokines spécifiques.
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Le compartiment externe est a I'origine des apports environnementaux en nutriments,
eau et air. Du mucus est libéré dans cet espace de maniére a humidifier et protéger les
cellules de la barriere épithéliale. La Iumieére contient également des peptides
anti-microbienne tels les défensines (voir p21) ou des anticorps sécrétés, notamment les
IgA, par les plasmocytes peuplant les muqueuses (Strugnell, 2010). Le compartiment
externe de nombreuses muqueuses héberge une flore microbienne dite commensale qui
constitue alors un élément essentiel de la maturation et de la régulation de l'immunité
muqueuse (Hooper et Macpherson, 2010). En revanche, ce compartiment est dépourvu de
microorganismes dans les muqueuses telle la muqueuse pulmonaire. A 'homéostasie, le
compartiment externe est généralement pauvre en cellules immunitaires. Cependant, les
voies respiratoires hébergent constitutivement des macrophages dans la lumiére des
alvéoles pulmonaires qui peuvent immeédiatement phagocyter des particules ou des
microorganismes en cas d’infections (Holt et al., 2008).

L’épithélium fait barrage a l'intrusion des pathogénes dans le compartiment interne ou
résident des cellules de l'immunité. En effet, la surface des muqueuses est constituée
principalement de cellules épithéliales sous forme mono- (intestin et poumon) ou
pluri-stratifiées (cesophage, trachée ou bronches) qui forment une barriére complexe
imperméable a la plupart des agents infectieux. Ainsi, les cellules épithéliales sont les
premieres cellules a faire face aux microorganismes. Elles sont polarisées, assurant ainsi les
fonctions physiologiques d’échange entre la zone externe apicale et la zone interne basale
(comme les échanges gazeux ou l'absorption de nutriments). La fonction de barriére est
rendue possible grace a I'élaboration de jonctions serrées entre les cellules épithéliales
adjacentes. Le renouvellement de ces épithéliums permet d’éliminer les cellules épithéliales
sénescentes et représente un mécanisme participant a la protection contre I'infection par des
agents pathogénes. Les mouvements animant les surfaces épithéliales tels que les cils des
cellules épithéliales bronchiques ou le péristaltisme des tissus intestinaux participent aussi a
l'effet de barrieére. L’épithélium intestinal et pulmonaire est en fait constitué de nombreux
types de cellules épithéliales incluant des cellules productrices de mucus ou de molécules
anti-microbiennes, de cellules endocrines, cellules M, de cellules ciliées, etc... De plus, des
cellules immunitaires peuvent étre intégrées a I'épithélium comme les cellules dendritiques
ou les lymphocytes intra-épithéliaux. Des travaux pionniers de Kagnoff et Eckmann ont mis
en évidence le réle primordial des cellules épithéliales dans I'immunité innée anti-infectieuse
puis dans I'immunité innée dépendante des TLR. (Janot et al., 2009; Kagnoff et Eckmann,
1997).

Finalement, le compartiment interne est constitué de cellules immunitaires myéloides
et lymphoides mais également de diverses cellules structurales. Les cellules immunitaires
entretiennent un dialogue constant avec les cellules épithéliales que nous détaillerons dans

la suite de ce chapitre en particulier lors d’'un stress infectieux. Selon le niveau d’infection
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dans l'axe lumiére-lamina propria, différents effecteurs moléculaires et cellulaires vont
intervenir dans la réponse immunitaire innée et adaptive. Ces effecteurs sont également
compartimentés dans la lumiére, I'épithélium et/ou la lamina propria. De plus, ils présentent

des caractéristiques uniquement retrouvées au sein des muqueuses.

B- Mécanismes moléculaires et cellulaires de 'immunité innée

muqueuse

Les mécanismes de défense innée mis en place pour combattre les infections
microbiennes sont (1) constitutifs permettant une protection permanente, et (2) inductibles
par la détection des signaux de danger microbien. La défense constitutive repose
principalement sur (1) une défense mécanique grace a la barriere épithéliale, (2) une
défense biochimique grace a la sécrétion de molécules anti-microbiennes, et (3) une défense
phagocytaire grace aux macrophages résidents (en particulier dans le systéme respiratoire).
A 'homéostasie, les cellules épithéliales participent pleinement & la défense mécanique et
biochimique. Ces mémes cellules par leur positionnement ont été sélectionnées comme
cellules sentinelles et peuvent ainsi détecter toute agression des surfaces muqueuses par
des microorganismes via divers PRR et en particulier les récepteurs TLR. De plus, les
cellules épithéliales isolées de diverses muqueuses expriment de nombreux TLR (Abreu,
2010; Gribar et al., 2008). Dans ce mode inductible, les cellules épithéliales contribuent a la
défense mécanique, biochimique et phagocytaire (Figure 7) (Evans et al., 2010; Hooper et
Macpherson, 2010).
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Figure 7: L’immunité innée muqueuse dépendante des TLR.

Au niveau des muqueuses, I'épithélium sécréte constitutivement du mucus et des molécules anti-microbiennes dans la lumiére
et des immuno-modulateurs dans le compartiment interne, formant une défense de base pour la muqueuse. Lors d'une
infection, les TLR présents a la surface des cellules épithéliales détectent les pathogénes et induisent la production de
médiateurs de I'immunité innée. La réponse TLR augmente les défenses constitutives (mucus, molécules anti-microbiennes),
induit la sécrétion de cytokines pour la réponse inflammatoire, de chimiokines pour le recrutement des cellules de I'immunité ou
de facteurs de croissance et molécules anti-apoptotiques pour protéger et réparer la barriere épithéliale. L’ensemble de ces

réponses constitue I'immunité innée muqueuse.
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1- Les molécules anti-microbiennes de la défense innée
L'épithélium répond aux pathogénes en produisant de nombreux meédiateurs actifs
directement contre les pathogénes (Janot et al., 2009; Kagnoff et Eckmann, 1997). Ces
molécules anti-microbiennes inhibent le métabolisme des microorganismes ou les tuent. Les
peptides antimicrobiens ou défensines constituent une famille importante. Ces peptides de
12 a 50 acides aminés contiennent 50% de résidus hydrophobes et de nhombreux résidus de
charge positive qui vont interagir préférentiellement avec les parois des microorganismes
(Zasloff, 2002). Deux mécanismes d’action principaux des défensines ont été proposés : la
formation de canaux ioniques et la rupture de la membrane microbienne qui vont contribuer
a la mort des microorganismes (Brown et Hancock, 2006). Les défensines exercent leurs
propriétés anti-microbiennes sur les bactéries a Gram positif et négatif mais aussi sur les
champignons ou les virus enveloppés (Kaiser et Diamond, 2000). Certaines de ces
molécules sont produites de fagon constitutive comme les a-défensines dans lintestin ou de
facon inductible aprés activation par les TLR, comme la défensine HBD-2 (Ogushi et al.,
2004) (Froy, 2005). L'analyse du promoteur du géne HBD2 a révélé la présence de sites de
fixation pour NF-xB a l'origine de la réponse stimulée par les agonistes de TLR et les
pathogénes (Ogushi et al., 2004). En plus de leur activité anti-microbienne, certaines
défensines possédent des propriétés chimio-attractantes pour les monocytes et les cellules
dendritiques (Territo et al., 1989; Yang et al., 1999).

Les muqueuses et plus particulierement leurs cellules épithéliales peuvent aussi
produire d’autres composés aux propriétés anti-microbiennes tels que les lipocalines, les
calgranulines S100A, les lectines Reglllp et Regllly, des opsonines, des collectines ou des
enzymes comme le lysozyme (Chan et al., 2009; Jeffery, 1987; Kolls et al., 2008; Zheng et
al., 2008a). Cependant, la contribution épithéliale des TLR dans la synthése de ces
composés n'a pas été montrée. Plus récemment, les cytokines IL-17 et IL-22 ont été
identifiées comme activateur majeur de ces composés microbiens (Voir chapitre Il et
Tableau 3). Le mode d’action de ces molécules anti-microbiennes est varié : séquestration

du fer ou de sidérophore (lipocaline), lyse microbienne (Reglll) ou opsonisation (collectines).

2- Le recrutement et I’activation des neutrophiles

Les étapes initiales d’une infection microbienne sont caractérisées par la production
de cytokines et chimiokines, absentes a 'homéostasie, en réponse a une stimulation TLR.
Les chimiokines déclenchent la migration des phagocytes du sang vers la muqueuse et les
cytokines participent a I'activité microbicide des phagocytes et au déclenchement d’une
réaction inflammatoire. L’épithélium est la source majeure de ces cytokines et chimiokines.
Par exemple, des cellules épithéliales bronchiques et alvéolaires exposées a Haemophilus

influenzae ou Pseudomonas aeruginosa ou a différents composés microbiens (agonistes
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TLR) produisent de I'IL-8 (CXCL8), du TNF-a et de I'lL-6 (Didierlaurent et al., 2008; Feuillet
et al., 2006; Janot et al., 2009; Khair et al., 1996; Mayer et al., 2007; Raoust et al., 2009).

Les neutrophiles migrent rapidement au site d’infection et sont ainsi les premiéres
cellules immunitaires a intervenir. Ces cellules sont définies par I'expression des marqueurs
de surface suivants : Ly6C et Ly6G (dénommé également Gr1) et CD11b. Les neutrophiles
expriment également les récepteurs aux chimiokines CXCR1 et/ou CXCR2, nécessaires a
leur recrutement. La chimiokine CXCL8 permet le recrutement de neutrophiles chez
’Homme. Les chimiokines comme CXCL1 (KC), CXCL2 (MIP-2a) et CXCLS5 (ENA-78)
participent également a la mobilisation des neutrophiles, plus particulierement chez la souris
qui ne posséde pas d’homologue de CXCL8 (Craig et al., 2009). Les chimiokines CXCL sont
également responsables de [l'activation des neutrophiles. D’autres médiateurs peuvent
influencer l'activation des PMN tel le TNFa ou I'lL-18. Ainsi, une infection respiratoire a
P. aeruginosa induit 'accumulation de neutrophiles au niveau du tractus respiratoire dans un
mécanisme dépendant de CXCR2 et de la chimiokine CXCL2. Des observations similaires
pour le couple CXCR1 et CXCL2 ont été réalisées sur la mugqueuse urogénitale en réponse a
des bactéries pathogénes (Godaly et al., 2000). Les neutrophiles ont une durée de vie de
quelques heures dans la circulation sanguine. Leur mobilisation dans les tissus est
généralement associée a une augmentation de leur demi-vie par des facteurs de croissance
tel le G-CSF ou le GM-CSF (Craig et al., 2009).

Les neutrophiles jouent un réle primordial dans les défenses de I'organisme contre
les infections. Leur principale fonction est [élimination des agents pathogénes
extracellulaires par phagocytose couplée a des activités microbicides ou par la dégranulation
de composés toxiques dans leur environnement. lls ont en effet la capacité de produire (1)
des dérivés oxygénés par 'action de la myélopéroxydase et de la NADPH oxidase et (2) de
nombreuses protéases. Les neutrophiles peuvent aussi produire des pieéges extracellulaires,
les « neutrophil extracellular trap » (NET). Ce systéme va permettre d’'immobiliser les
microorganismes et de les détruire (Brinkmann et al., 2004). Par leurs récepteurs au
complément (CR1 ou CD35 et CR3 ou CD11b/CD18) et leurs récepteurs aux
immunoglobulines (FcyR : CD32 et CD64), les neutrophiles sont capables de phagocyter les
particules et microorganismes opsonisés.

Les macrophages tissulaires sont localisés dans différents compartiments des
muqueuses et participent au maintien de ’homéostasie cellulaire par la clairance des cellules
apoptotiques. Dans le poumon, les macrophages se situent dans la lumiére des alvéoles et
le parenchyme, tandis que dans le tractus intestinal ils sont uniquement présents dans la
partie basale de la barriére épithéliale. Les macrophages alvéolaires représentent plus de
90% des cellules isolées du lavage pulmonaire chez un individu sain. A 'homéostasie, les
macrophages sont anti-inflammatoires ou de type M2 : ils phagocytent et séquestrent les

antigénes mais suppriment le développement de réponse adaptative inflammatoire. Leur
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activité anti-inflammatoire s'applique sur les DC et les cellules T en régulant leur migration
(Holt et al., 1993; Jakubzick et al, 2006). A I'homéostasie, le renouvellement des
macrophages est réalisé par les monocytes résidents (voir paragraphe “les cellules
présentatrices des muqueuses”). En revanche, en condition inflammatoire un renouvellement
rapide est assuré par les monocytes inflammatoires attirés dans le tissu selon l'axe
CCL2-CCR2 (Winter et al., 2007). Ces macrophages de type M1 ont un phénotype activé ou
inflammatoire qui favorise la clairance des pathogénes ainsi que la stimulation des répnses
adaptatives (Holt et al., 2008). Dans le contexte infectieux, I'activation des macrophages par
les agonistes TLR augmente leur capacité de phagocytose et leurs fonctions microbicide
(dérives actifs de Il'oxygéne et de l'azote) (Gwinn et Vallyathan, 2006). Ainsi, les
macrophages M1 sont activés par le LPS, le GM-CSF et I'lFNy et produisent en réponse des
cytokines pro-inflammatoires (IL-12, IL-23 et IL-10) ainsi que des molécules microbicides.
Ces macrophages M1 éliminent activement les pathogénes et orientent la réponse T vers un
profil Th1 (Gordon et Taylor, 2005).

D’un point de vue phénotypique, les macrophages sont définis par les marqueurs
CD11b et F4/80. Selon les tissus, d’autres marqueurs peuvent étre utilisés. Par exemple, les

macrophages alvéolaires sont F4/80"CD11¢c"MHCII".

3- Réparation de I’épithélium et intégrité de la défense mécanique

L’infiltration des cellules immunitaires au sein des muqueuses, les facteurs de
virulences des bactéries et les molécules de défenses sont a méme d’altérer les propriétés
mécaniques de barriere des surfaces épithéliales. Les dommages peuvent atteindre les
cellules épithéliales elles-mémes provoquant une rupture de la perméabilité ou la production
de mucus exacerbant linteraction des microorganismes avec les surfaces muqueuses.
L'épithélium activé par les microorganismes est capable de produire des facteurs
anti-apoptotiques, des molécules de réparation et de différenciation tissulaire afin de
préserver les fonctions de barriére (Abreu, 2010; Pasparakis, 2009). Dans la muqueuse
intestinale, il a été démontré que la signalisation NF-kB, les récepteurs TLR et I'adaptateur
MyD88 au sein des cellules épithéliales sont indispensables pour maintenir 'lhoméostasie et
les propriétés de barriere (Nenci et al., 2007; Rakoff-Nahoum et al., 2004). En leur absence,
les cellules épithéliales rentrent en apoptose a une fréquence élevée, la différenciation de
leurs cellules souches est réduite et la synthése de facteurs de croissance comme
'amphireguline ou I'épiréguline est altérée. Les animaux déficients dans la signalisation TLR
épithéliale se révelent donc plus sensibles aux infections par divers pathogénes intestinaux
et a la tolérance de la flore microbienne. La contribution de la réparation et de la prolifération
épithéliale au sein du tissu pulmonaire est peu caractérisée. Cependant, des différences

importantes de demi-vie existent entre I'épithélium de [lintestin (5 jours environ) et
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I'épithélium broncho-alvéolaire (plusieurs mois), suggérant des mécanismes de réparation

distincts.

C- Réponse adaptative des muqueuses aux pathogénes

L'immunité innée inductible posséde comme autre fonction essentielle I'activation du
systéme adaptatif. La réponse adaptative est un systéme de défense basé sur la
reconnaissance d’antigénes (motifs moléculaires microbiens trés variables) par des
lymphocytes T et B. Elle permet d’installer une mémoire immunitaire spécifique du
pathogéne rencontré. Ainsi, en cas de seconde exposition au méme micro-organisme, les
effecteurs préformés de la réponse adaptative anti-pathogéne (lymphocytes et anticorps)
permettent une clairance rapide, efficace et totalement spécifique contrairement a 'immunité
innée. Les signaux microbiens intégrés par 'immunité innée fournissent une signature de la
nature du pathogéne rencontré (Figure 3B): le couplage de I'immunité innée a l'immunité
adaptative permet ainsi de programmer la réponse la plus appropriée au controle de
l'infection. L’activation de la réponse adaptative peut se diviser en six grandes phases : (1) la
capture de l'agent pathogéne par des cellules présentatrices d’antigénes (CPA) (2)
l'activation des CPA, (3) la migration des CPA vers les tissus lymphoides, (4) 'apprétement
de I'antigéne, (5) l'activation de lymphocytes spécifiques des antigénes du pathogéne dans
les tissus lymphoides et (6) la migration des effecteurs lymphocytaires au site d’infection
(Figure 8). Le premier modéle privilégié pour réaliser I'interaction pathogéne et CPA est celui
dans lequel la CPA est intra-épithéliale et ainsi capable d’émettre des protrusions dans le
compartiment apical (Niess et al., 2005; Rescigno et al., 2001; Vallon-Eberhard et al., 2006).
L’'activation trans-épithéliale des CPA par les pathogénes peut étre controlée par la
signalisation TLR (Chieppa et al., 2006). Le deuxi€me modeéle repose sur la rencontre du
pathogéne par la CPA dans la lamina propria aprés passage a travers I'épithélium. Ce
processus peut fonctionner (1) dans les sites spécialisés comme les plaques de Peyer de
l'intestin ou les cellules M transportent les particules du compartiment apical vers le basal ou
(2) lors de rupture de la barriére épithéliale par des mécanismes de virulence microbienne ou
des phénoménes immuno-pathologiques. A nouveau, la contribution des TLR a été avancée
pour expliquer la stimulation muqueuse de la réponse adaptative (Chabot et al., 2006;
Niedergang et al., 2004).
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Figure 8 : Modéle d’activation de la réponse immunitaire adaptive anti-infectieuse.

(A) Activation de la réponse adaptative. La mise en place de I'immunité adaptive nécessite la participation de cellules
présentatrices d’antigenes (CPA). Aprés capture du microorganisme pathogéne, les CPA migrent jusqu’au tissu lymphoide
drainant le site d’infection. Cette étape dépend de la composante innée de I'immunité. En effet, les CPA sont activées par des
récepteurs de I'immunité innée détectant les motifs microbiens pour acquérir les capacités de migration, de présentation
antigénique, et de stimulation des lymphocytes naifs. Les CPA dans le tissu infecté sont des cellules résidentes telles que les
cellules dendritiques et les macrophages ou des cellules recrutées tels que les monocytes. Au sein du tissu lymphoide, les CPA
activées (matures sur le plan fonctionnel) stimulent la prolifération et la différenciation des lymphocytes naifs en lymphocytes
effecteurs. Ce processus permet ainsi d'initier une réponse adaptative spécifique de divers antigénes du pathogéne rencontré.
Les lymphocytes T activés migrent alors au site d’infection pour participer a I'élimination du microorganisme. Ces lymphocytes T
contribuent également a la réponse en anticorps par leur activité auxiliaire sur la différenciation des lymphocytes B en
plasmocytes. (B) Activation des cellules présentatrices d’antigénes des muqueuses. Au site muqueux, deux modéles
d’activation des CPA via les TLR sont proposés. (1) Le pathogene traverse la barriére épithéliale et active les TLR présents a la
surface des CPA ou (2) les TLR des CPA trans-épithéliales sont activés par les pathogénes présents dans la lumiére. Il faut
noter que les CPA des muqueuses présentent les antigénes dans les ganglions associés a I'épithélium (comme les plaques de
Peyer dans l'intestin) ou les ganglions drainant le tissu muqueux tels que les ganglions mésentériques pour l'intestin ou
médiastinaux pour le poumon. Ces tissus lymphoides sont dénommés MALT pour "Mucosa-associated lymphoid Tissue".
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1- Les cellules présentatrices d’antigénes des muqueuses

Deux populations sont des CPA majeures dans les muqueuses: les cellules
dendritiques ou DC et les monocytes. Les DC représentent les CPA les plus efficaces pour
initier a partir de lymphocytes naifs une réponse immunitaire contre un nouvel antigéne. Les
DC résidentes ou arrivant au site d’infection via les récepteurs CCR2 et CCR6 sont dites
immatures, elles présentent une grande capacité de capture de pathogénes et d’antigénes
mais une faible capacité d’activation des cellules T (Osterholzer et al., 2005; Vanbervliet et
al., 2002). Aprés l'activation par des PRR spécifiques du pathogéne, les DC vont subir un
processus de maturation pendant lequel elles vont perdre leurs fonctions de phagocytose
mais acqueérir les nouvelles fonctions d’activation et de polarisation des cellules T. De fagon
remarquable, les DC expriment de nombreux TLR (voir chapitre 1). Les DC conventionnelles
qui sont les CPA de 'immunité anti-infectieuse sont définies en périphérie par I'expression
de CD11c, CMHIl et, CD11b ou CD8a. On peut ainsi les distinguer en DC
CD11¢’"CMHII'CD11b" et DC CD11¢c*CMHII"CD8c.". Dans les tissus muqueux, des sous-
types de DC sont également retrouvés: CD11c'CMHII'CD103"CD11b" et
CD11¢c*CMHII"CD103"CD11b™ ainsi que des monocytes dits inflammatoires que nous
présenterons par la suite. Durant le processus d’activation dépendant de signaux
microbiens, ces CPA migrent directement ou a travers le systéme lymphatique vers les
organes lymphoides associés aux muqueuses (“mucosa-associated lymphoid tissue’ou
MALT), et y présentent les antigénes, ce qui enclenche finalement la réponse immunitaire
adaptative. Cette plasticité de migration constitue une caractéristique essentielle des CPA.

Les monocytes sont recrutés a partir de la circulation sanguine par les chimiokines
CCL2, CCL3, CCL7 et CX3CL1 aussi bien a ’hnoméostasie pour renouveler les macrophages
et les cellules dendritiques que lors d’inflammation (Auffray et al., 2009). Les monocytes
classiques et les monocytes inflammatoires peuvent se différencier en DC et macrophages
afin de participer a la mise en place de la réponse adaptative (Geissmann et al., 2010; Le
Borgne et al., 2006; Salazar-Gonzalez et al., 2006). Chez ’lHomme, les monocytes circulants
sont divisés en deux sous-populations selon I'expression des marqueurs CD14 et CD16 (ou
FcyRIIl) (Passlick et al., 1989). Les monocytes CD14" qui représentent 90% des monocytes
circulants expriment les marqueurs CCR1, CCR2 et CXCR2 alors que la population CD16"
(10% restants) exprime CX3CR1 (Ancuta et al., 2003; Weber et al., 2000). La fréquence des
monocytes CD16" augmente lors d'une infection, ces monocytes sont donc appelés
monocytes inflammatoires (Thieblemont et al., 1995). Les monocytes murins sont
différenciés par I'expression différentielle des marqueurs Ly6C, CX;CR1, et CCR2
(Geissmann et al, 2003). Chez la souris, les monocytes inflammatoires sont
Ly6C'CCR2'CX3CR1" alors que les monocytes dit “résidents” sont définis comme
Ly6C ™CCR2"9CX5CR1*.
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Figure 9 : Mécanismes d’activation des lymphocytes T CD4" par les cellules dendritiques.

L’activation des lymphocytes T auxiliaires CD4" (Ty) est dépendante de plusieurs signaux. Trois signaux sont induits par
l'interaction des micro-organismes avec les récepteurs de la réponse innée des cellules présentatrices d’antigenes. Dans ce
modéle est présentée I'activation mettant en jeu une cellule dendritique (DC) et un “Toll-Like Receptor ou TLR”. Aprés activation
des TLR, les DC produisent (1) le signal antigénique qui provient de la présentation de peptides antigéniques par le complexe
majeur d’histocompatibilité de classe Il (CMHII) des DC au récepteur (T Cell Receptor ou TCR) du lymphocyte Ty naif, (2) le
signal de co-stimulation qui se traduit par I'expression en surface de la DC de molécules de co-stimulation comme CD80, CD86
ou CDA40, et (3) le signal de polarisation qui correspond a des cytokines sécrétées par la DC tels que I'lL-12. L’environnement
du tissu hébergeant la DC peut apporter deux signaux supplémentaires ayant un impact sur la réponse T. Les fonctions
présentatrices des DC peuvent étre influencées par des facteurs environnementaux constitutifs (comme le TGF-B dans les
mugqueuses) du tissu dans lequel la DC a résidé. Finalement, la réponse innée du tissu est également un signal modulateur : les
cellules structurales (stroma) sont @ mémes de répondre a une stimulation TLR et ainsi moduler la maturation fonctionnelle des
DC.
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2- Les TLR contrélent I'initiation de la réponse lymphocytaire

L’activation des lymphocytes T naifs par les CPA requiert 3 signaux (1) l'interaction
TCR-CMH/peptide, (2) une co-stimulation apportée par les molécules CD80/CD86 et (3) un
environnement cytokinique polarisant (Figure 9). Dans le cas d’une infection, la présence
microbienne est détectée par les TLR présents a la surface des CPA (Joffre et al., 2009).
Les TLR induisent alors la maturation fonctionnelle des CPA provoquant 'augmentation de
'expression des molécules de CMH associées a la présentation des épitopes d’antigénes
microbiens et la mise en place de molécules de co-stimulation a la membrane cellulaire
(Banchereau et Steinman, 1998). Les groupes des Dr. Medzhitov et Dr. Akira en utilisant des
souris déficientes ont montré I'importance de la maturation de DC via la signalisation
TLR/MyD88 dans le contrble de la réponse T (Kaisho et Akira, 2001; Schnare et al., 2001).
Le troisieme signal des CPA nécessaire a 'activation d’une réponse adaptative, est constitue
de cytokines qui favorisent la différenciation des cellules T naives vers un phénotype Th1,
Th2, ou Th17 tout en inhibant l'activité suppressive des cellules régulatrices (Trg). Les
cellules Th1 produisent de I'lFN-y, de I'lL-2 et de la lymphotoxine-f§ (LT-8), favorisant de ce
fait une défense contre les pathogénes intracellulaires. Les cellules Th2 produisent de I'lL-4,
de I'lL-13 et de I'IlL-5 nécessaires a linduction des réponses contre les pathogénes
extracellulaires. Les cellules Th17 produisent de I'lL-17 et de I'IL-22 qui jouent un réle
important pour la clairance de pathogénes extracellulaires des muqueuses tels que les
champignons (Aspergillus, Candida) et les bactéries (K. pneumoniae, C. rodentium). Les
études deécrivent ainsi des MAMP pro-Th1 (ARN double brin ou CpG), pro-Th2 (agoniste
synthétique de TLR2), mixte Th1-Th2 (LPS ou flagelline) ou pro-Th17 (agonistes des
récepteurs Nod1 et Nod2) (Agrawal et al., 2003; Didierlaurent et al., 2004; Fritz et al., 2007).
Les cytokines sécrétées par les CPA en réponse aux agonistes TLR sont essentielles a la
différenciation des lymphocytes Th (IL-12p70 pour Th1, IL-12p40 pour Th2 et IL-23 pour
Th17) et pour surmonter les effets suppressifs des lymphocytes T4 (Pasare et Medzhitov,
2003). De plus, la nature et 'amplitude de la maturation fonctionnelle de la CPA est régulée
par des facteurs intrinséques au tissu (signal 4) dans lequel la cellule réside comme le TGFf
ou la vitamine A (Abreu, 2010). Finalement, le danger microbien est également intégré par
les cellules structurales du tissu qui générent des signaux additionnels rapportant le degré
de stress tissulaire (signal 5). Par exemple, la signalisation TLR dans les cellules épithéliales
produit un nombre important de médiateurs pro- et anti-inflammatoires tels que les cytokines
BAFF, APRIL ou TSLP qui influencent les réponses T et anticorps (voir ci-dessus) (Abreu,
2010; He et al., 2007). In vivo, il est remarquable que seule une action directe des agonistes
TLR sur les CPA conduit a leur maturation fonctionnelle, i.e. leur capacité a induire la
différentiation des lymphocytes T (Joffre et al., 2009; Sporri et Reis e Sousa, 2005). L’activité
adjuvante des TLRs a également été associée a l'effet "cargo" (Blander, 2007). Cet effet

repose sur la co-localisation de I'antigéne et de l'agoniste TLR au sein d’un méme
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endosome/phagosome intracellulaire, permettant ainsi un apprétement et une présentation

optimale de I'antigéne aux cellules T.

3- Le recrutement des CPA et la migration dans les tissus lymphoides

Des cellules épithéliales intestinales ou pulmonaires stimulées avec des bactéries ou
la protéine KpOmpA et la flagelline, respectivement agonistes de TLR2 et TLRS5, sécrétent la
chimiokine CCL20 (lzadpanah et al., 2001; Pichavant et al., 2006; Sierro et al., 2001; Sirard
et al., 2009; Sitaraman et al., 2001). CCL20 permet le recrutement des cellules dendritiques
immatures, de cellules T effecteurs/mémoires et de lymphocytes B par le récepteur CCR6
(Schutyser et al., 2003). CCL20 est également exprimé in vivo dans les muqueuses
respiratoires et intestinales et les amygdales, plus particulierement quand le tissu est
inflammeé, infecté ou stimulé par la signaliastion TLR (Dieu et al., 1998; |zadpanah et al.,
2001; Nempont et al., 2008). A 'homéostasie, I'épithélium associé aux plaques de Peyer, i.e.
des organes lymphoides associés a lintestin, représente un site privilégié d’expression
permanente de CCL20 (Cook et al., 2000). Cet épithélium constitue également un site
unique spécialisé dans I'échantillonnage constitutif des antigénes de la lumiére intestinale,
leur transport aux cellules sub-épithéliales et l'induction d'une réponse adaptative.
L’inactivation du récepteur a la chimiokine CCL20, CCR®6, abolit la migration de cellules
dendritiques dans les plaques de Peyer (Cook et al., 2000). Ce modéle suggére que la
réponse adaptative dans les tissus muqueux est intimement associée a un programme
d’expression épithéliale responsable du recrutement des cellules dendritiques. La production
de CCL20 dans I'épithélium des plaques de Peyer semble dépendre du récepteur a la LT-{.
Le laboratoire a observé que la stimulation de cellules épithéliales par la LT-f déclenche une
transcription durable de CCL20 alors que la stimulation via TLR5 est transitoire (Sirard et al.,
2009). Par ailleurs, le groupe du Dr Ebert a montré que des motifs microbiens sont a 'origine
de la genése de follicules lymphoides isolés (ILF pour Isolated lymphoid follicule) dans un
processus dépendant de CCL20 (Bouskra et al., 2008). De plus, dans des expériences de
vaccination avec des adjuvants microbiens, CCR6 apparait essentiel a la stimulation de la
réponse adaptative (Le Borgne et al., 2006). Ces analogies a 'homéostasie et a I'infection
indiquent vraisemblablement une conservation des mécanismes pour promouvoir le
recrutement de CPA par CCL20 et la stimulation d’une réponse adaptative.

Les souris déficientes en CCR6 possédent moins de cellules dendritiques et ce
défaut est associé a une production plus faible d'immunoglobulines sécrétoires A (IgA)
contre un antigéne administré par voie orale, alors que la réponse systémique reste
inchangée (Cook et al., 2000). L’administration intranasale de souris Ccr6” avec Aspergillus
fumigatus cause une infection beaucoup plus sévére par rapport a celle des souris
sauvages, ce processus est également associé a une réduction du nombre de cellules

dendritiques au niveau de la muqueuse pulmonaire (Phadke et al., 2007). De plus, les
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épithéliums peuvent sécréter la chimiokine CCL2, responsable du recrutement de monocytes
et de DC immatures(Eckmann et Kagnoff, 2001; Osterholzer et al., 2005).

4- Compartimentation de la réponse adaptative

Les muqueuses possédent des sites inducteurs, ou les lymphocytes naifs sont
activés par des CPA, et des sites effecteurs, ou les cellules effectrices (lymphocytes activés)
contrélent localement les agents infectieux. Par exemple, les plaques de Peyer, les
ganglions mésentériques, et les ILF constituent les principaux sites d’induction des réponses
immunitaires intestinales. Les sites effecteurs muqueux sont constitués par I'épithélium de
revétement et la lamina propria ou se concentrent les lymphocytes T et les plasmocytes qui
produisent les anticorps sécrétoires, notamment les IgA. L'antigéne est apporté aux CPA via
des cellules épithéliales spécialisées dans I'échantillonnage des antigénes (cellules M), est
directement capturé dans la lumiére de la muqueuse grace aux dendrites intra-épithéliaux
des CPA ou est capturé aprés passage passif de la barriere épithéliale suite a une
destruction des cellules structurales. Les pathogénes, porteurs de motifs constituant des
signaux de danger (MAMP), sont reconnus par des PRR incluant les TLR exprimés par les
cellules épithéliales et les CPA. Ensuite, les CPA migrent vers les sites inducteurs pour y
activer les lymphocytes naifs. Les lymphocytes B et T activés (plasmocytes sécréteurs
d’anticorps ou cellules Th1, Th2 ou Th17) dans les sites inducteurs se dispersent
sélectivement dans les tissus effecteurs muqueux.

La migration des cellules effectrices vers les muqueuses dépend de I'environnement
muqueux. Leur domiciliation muqueuse est orchestrée par des intégrines et adressines
spécifiques des muqueuses comme a4p7 ou CCR9. Les CPA jouent un rdle important dans
la migration sélective des lymphocytes muqueux en les conditionnant par des signaux
spécifiqgues comme la vitamine A (Wang et al., 2010). Ainsi, la compartimentation de la
réponse adaptative consiste en une redistribution préférentielle des lymphocytes activés au

niveau de la muqueuse d’origine.

32



lll- Les cytokines IL-17 et IL-22 : des médiateurs clés de

Pimmunité des muqueuses

De récentes études soulignent la contribution des cytokines IL-17A, IL-17F et IL-22
dans la défense des muqueuses (Aujla et al., 2008; Ishigame et al., 2009; Onishi et Gaffen,
2010; Wolk et al., 2010). Ces cytokines exacerbent 'immunité des muqueuses en stimulant
la production épithéliale (1) de molécules de défense a large spectre d'activité
anti-microbienne, (2) de cytokines et de chimiokines qui recrutent et stimulent les

neutrophiles et (3) de facteurs de réparation cellulaire et tissulaire (Figure 10).
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Figure 10 : Contribution des cytokines IL-17 et IL-22 dans I'immunité muqueuse.

Les bactéries pathogénes a tropisme muqueux peuvent induire la production d’IL-17 et d’IL-22 par des cellules immunitaires
(dans ce schéma est représentée la production par des lymphocytes effecteurs Th17 spécifiques d’antigenes bactériens). Les
cytokines IL-17 et IL-22 agissent en retour sur les cellules épithéliales via leur récepteur respectif. La signalisation via I'lL-17R
et I'lL-22R induit la production de protéines de défense anti-microbienne, la sécrétion de chimiokines et cytokines nécessaires
au recrutement et a l'activation des neutrophiles. De plus, la cytokine IL-22 stimule les processus de réparation cellulaire et
tissulaire favorisant ainsi le retour a I’'homéostasie. Ces réponses contribuent dans les muqueuses a I'élimination des bactéries

extracellulaires mais également de champignons pathogénes. D’aprés Laurence, Nature Medicine 2009.

A- Structure et fonction des cytokines IL-17 et IL-22

1- Le récepteur IL-17R et ses cytokines spécifiques IL-17A et IL-17F

La famille de la cytokine IL-17 est constituée de 6 membres (IL-17A & IL-17F). Les
molécules IL-17A (dénommée également IL-17) et IL-17F sont les cytokines les plus
étudiées de cette famille. Elles forment des homodiméres ou des hétérodiméres (Wright et
al., 2007). Des homologues aux cytokines de la famille IL-17 sont retrouvés chez les
poissons "lamprey" et "zebrafish" ou le xénope (Tsutsui et al., 2007). Une telle conservation
dans I’évolution suggére un réle majeur de la famille IL-17 dans 'immunité innée. La famille

des récepteurs a I'lL17 comprennent 5 membres (IL-17RA a IL-17RE). Ce sont des protéines
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transmembranaires qui s’organisent en deux domaines : un domaine extracellulaire de type
fibronectine Ill et un domaine intracellulaire SEFIR, homologue au domaine TIR des TLR
(O'Quinn et al., 2008) (Figure 11). Le récepteur aux cytokines IL-17A et IL-17F (ou IL-17R)
est ubiquitaire et il est composé des 2 chaines IL-17RA et d’une chaine IL-17RC (Gaffen,
2009). Dans les tissus muqueux, de nombreuses activités de I'lL-17A ont été décrites au
niveau des cellules non-hématopoiétiques comme les cellules épithéliales. Contrairement a
la signalisation JAK-STAT induite par les cytokines IFN-y, IL4, IL-5 et IL-13, le récepteur
IL-17R utilise une voie dépendante d’ACT1, TRAF6 et NF-xB comparable a celle de la voie
TLR (Figure 11). L’IL-17A agit souvent en synergie avec d’autres cytokines comme I'lL-17F
et 'IL-22 et active I'expression de génes pro-inflammatoires similaires a ceux décrits pour la
réponse TLR (Tableau 3). Si lI'on considére [I'épithélium, la similarité est vraiment
surprenante. Cette signature immunitaire suggére que les cytokines IL-17 et IL-22

coordonnent 'immunité innée et 'immunité adaptative, a l'instar des TLR.
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Figure 11 : Comparaison des cascades de signalisation des récepteurs IL-17R et TLR.

Le récepteur a I'lL-17A et IL-17F formé des chaines IL-17RA et IL-17RC et les TLR posséedent des domaines cytoplasmiques
fonctionnels distincts (SEFIR et TILL versus TIR), recrutent des adaptateurs différents (ACT1 versus MyD88). Cependant, les 2
types de récepteurs convergent vers des voies de signalisations communes : NF-kB, MAPK et C/EBP. Ces récepteurs activent
donc la transcription de génes de nature similaire en particulier dans les cellules épithéliales. D’apres Gaffen et al, Nature
Reviews Immunology 2009.
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molécules tissus IL-17R | IL-22R Référence
molécules anti-microbiennes
[-défensines peau, poumon - + Wolk, 2004 ; Liang, 2006
protéines S100A peau, intestin + + Wolk, 2004 ; Zheng, 2008
protéines Reglll intestin - + Zheng, 2008
lipocaline poumon + + Chan, 2009
remodelage/intégrité tissulaire
métalloprotéases MMP peau, intestin + + Boniface, 2002 ; Andoh, 2005
G-CSF + - Happel, 2005
claudine intestin + ND Kinugasa, 2000
Proteines de I'inflammation
protéines SAA foie + +
haptoglobine foie - + Dumoutier, 2000
a1 anti-chymotrypsine foie - +
Chimiokines
protéines CXC (CXCL1, 2, 3, 6, 8) intestin, poumon, peau + +/- Andoh. 2005 : Wolk, 2009 :
protéines CC (CCL2, 7, 20) intestin, poumon, peau + +/- Wolk, 2004
facteur de différenciation cellulaire
profillagrin peau ND +
keratin peau ND + Boniface, 2002
calmodulin peau ND +

Tableau 3 : Génes cibles des récepteurs IL-17R et IL-22R.

La signalisation des récepteurs a I'lL-17 et a I'lL-22 active la transcription d’'un panel similaire de génes. Ainsi, les genes codant

des molécules anti-microbiennes, des molécules impliquées dans le remodelage et/ou la réparation tissulaire, des protéines de

linflammation ou des chimiokines sont surexprimés aprés stimulation des récepteurs. En revanche, la signalisation régule

négativement la transcription de génes codant des facteurs de différenciation cellulaires. (+ : transcription activée par le

récepteur, - : pas d’expression ; +/- : expression variable ou faible, ND : non défini).
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2- La cytokine IL-22 et son récepteur épithélial

L’IL-22 est une cytokine de la famille de I'lL-10 (22% d’identité) qui joue un réle dans
linflammation, la surveillance et 'homéostasie des tissus muqueux. Elle a été caractérisée
pour la premiére fois par Dumoutier et collaborateurs ou elle était nommée IL-TIF pour
“IL-10-related T cell derived inducible factor’ (Dumoutier et al., 2000). Le récepteur a I'lL-22
se compose des sous-unités IL-22R1 et IL-10R2 (Kotenko et al., 2001). L'IL-22 a une forte
affinité pour la chaine IL-22R1 (Ky compris entre 1 et 20 nM) (Logsdon et al., 2004). La
chaine IL-10R2 a une forte affinité pour le complexe IL-22/IL-22R1 ce qui permettrait de
stabiliser le complexe (Li et al., 2004). La partie extracellulaire se compose de 200 acides
aminés organisés en deux domaines fibronectine Ill en tandem et d’'une zone de liaison du
ligand. Comme les autres membres de la famille de I'lL-10, aprés interaction avec son
récepteur, I'lL-22 active une voie de signalisation JAK/STAT (Wolk et al., 2010). JAK1
s’associe au domaine intracellulaire de I'lL-22R1, ce qui phosphoryle STAT3 qui peut alors
se dimériser et migrer dans le noyau pour activer la transcription des génes cibles. JAK1
peut également activer les voies JNK, p38 kinase et ERK1/2. La chaine IL-10R2 est
exprimée sur toutes les cellules alors que la chaine IL-22R1 est essentiellement retrouvée
sur les cellules structurales (pancréas et foie) ou les cellules épithéliales de la peau, des
reins et des systéemes digestif (intestin) et respiratoire (poumon et trachée) (Wolk et al.,
2004). L’'IL-22 est produite par des cellules immunitaires et elle cible exclusivement les
cellules épithéliales et structurales dans les tissus. L'impact de I'lL-22 sur la signalisation
épithéliale a été mis en exergue dans une étude récente avec des animaux portant une
déficience conditionnelle de STAT3 dans les cellules épithéliales intestinales (Pickert et al.,
2009). L’IL-22 renforce la défense et la régénération des tissus. Ainsi, I'lL-22 induit dans
l'intestin et le poumon I'expression épithéliale (1) de composés antimicrobiens tel les lectines
Reglllp et Regllly ou les défensines, (2) de protéines impliquées dans le remodelage
cellulaire, (3) de protéines de l'inflammation, (4) de chimiokines et (5) réduit 'expression de
protéines de différenciation (Tableau 3). Les différences au sein des voies de signalisation
des récepteurs IL-17R et IL-22R suggérent que I'lL-17 et I'lL-22 ont des actions distinctes :
synergiques ou antagonistes. Une étude récente du groupe du Dr Artis a mis en évidence
que I'lL-17A pouvait orienter les propriétés de I'lL-22 dans un modeéle d’inflammation induite
par la bléomycine (Sonnenberg et al., 2010). Des souris déficientes pour I'lL-22 présentent
une amélioration de la pathologie induite par la bléomycine suggérant que I'lL-22 est néfaste
dans ce modéle. Cependant, la neutralisation de I'lL-22 dans des souris déficientes pour
lIL-17A exacerbe linflammation induite par la bléomycine, indiquant que ['lL-22 est
protectrice en absence d’'IL-17A. Par ailleurs, il a été observé que I'lL-17A et I'lL-17F sont

complémentaires pour la protection anti-infectieuse (Ishigame et al., 2009).
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B- Les cellules productrices d’IL-17 et d’IL-22

La source des cytokines IL-17A, IL-17F et IL-22 est variée et rassemble des cellules
de l'immunité adaptative comme de l'immunité innée chez 'Homme et la souris. Les
lymphocytes T auxiliaires Th17 ont été les premiéres cellules identifiées comme source
d’'IL-17A, d’IL-17F et d’IL-22 (Figure 12). Ces lymphocytes se différencient sous I'action
d’'une combinaison des cytokines IL-1p, IL-6, TGF-p et IL-23 (Cua et Tato, 2010). La réponse
Th17 est particuliérement efficace contre des pathogénes extracellulaires a tropisme
pulmonaire et intestinal (Saijo et al., 2010; Wozniak et al., 2010). Plus récemment, la notion
de lymphocytes Th22, cellules exclusivement productrices d’IL-22 a été introduite chez
'Homme (Duhen et al., 2009).

La production d’'IL-17 et/ou d’IL-22 peut également étre induite en quelques heures
aprés une infection muqueuse (Zheng et al., 2008b), temps trop court pour la différenciation
des cellules Th17. De plus, il a été observé que I'lL-23 induisait la production d’'IL-17 et
d’IL-22 dans des souris Rag2”, ayant ni lymphocytes B ni lymphocytes T (Uhlig et al., 2008).
Il existe donc des cellules innées productrices d’IL-17 et/ou d’IL-22. Des études ont montré
que les lymphocytes yd sont d’importants producteurs d’IL-17 lors d’inflammations
auto-immunes ou de maladies infectieuses (Lockhart et al., 2006; Sutton et al., 2009). Les
lymphocytes yd sont connus pour jouer un réle protecteur dans les muqueuses en particulier
en réponse a un stress infectieux. Il est intéressant de noter que ces cellules expriment de
nombreux PRR dont TLR2 (Hayday, 2009). D’autres cellules lymphoides innées (CLI)
capables de produire rapidement I'lL-17 et/ou I'lL-22 ont récemment été décrites les cellules
NK-like “Natural Killer-like” qui expriment le marqueur NKp46, les cellules iNKT activables
par I'a-galactosyl ceramide, les cellules LTi-like “Lymphoid tissue inducer-like cells” et les
CLl intestinaux (Figure 12) (Colonna, 2009; Cua et Tato, 2010). Toutes ces populations sont
rares en périphérie, mais semblent plus abondantes dans les muqueuses. L’absence de
marqueur spécifique des différentes CLI et de modeéles déficients en CLI est actuellement un
obstacle majeur a la caractérisation fonctionnelle des CLI dans limmunité et a la
détermination des relations entre ces populations. Certains marqueurs sont exprimés par
toutes les CLI et les lymphocytes Th17 et Th22 comme RORyt et CCR6 dont le ligand
CCL20 est exprimé par les cellules épithéliales des plaques de Peyer ou les cellules activées
par les agonistes TLR (Cook et al., 2000; Sierro et al., 2001). A l'instar des lymphocytes
Th17, la capacité des CLI a produire de I'lL-17 et de I'lL-22 est sous la dépendance de CPA
exprimant I'lL-23 et I'lL-1f. Finalement, des travaux récents décrivent des CLI produisant des
cytokines Th2 comme [I'lL-4 et IIL-13, essentielles dans le contréle des infections

parasitaires (Neill et al., 2010).

37



T,17 cell development
A " P TGFB IL1
and IL-6 1L-23
\: \‘ STAT3 LT
Antigen- - > iasﬁ *| -2
presentation and
co-stimulation
Naive CD4* Polarized effector
T cell Tyl7 cell
3-5 days
Innate IL-T7-producing cell development
IL-1B
IL-23
PAMPs T
Stress proteins . . : N » B L
Pathogen metabolites 8 T, INKT, NK-like, LTi-like IL-22(?)
Glycolipids
yeolp Innate lvmphocyte
4-8 hours
Type cellulaire Phénotype Espéce Cytokines Tissus Référence
B Lymphocytes Tyd  |RoRyt+CCR6+CD3+CD27- souris, Homme [IL-17 et IL-22 intestin, peau Martin, 2009
Cellules NK-like RoRyt+CCR6+CD3- NKp46+ souris, Homme [IL-17 et IL-22 intestin, peau Crellin, 2010; Luci, 2009
Cellules iNKT RoRyt+CCR6+CD3+CD1d+NK1.1- souris IL-17 et IL-22 foie, poumons, peau |Michel, 2008
Cellules LTi-like RoRyt+CCR6+CD3-CD4+KIT+THY 1+ souris, Homme |IL-17 et IL-22 lamina propria, rate  |Buonocore, 2010
CLI intestinaux RoRyt+CCR6+CD3-CD4-KIT-THY1+SCA1+ |souris, Homme |IL-17, IL-22 et IFNy |lamina propria Buonocore, 2010

Figure 12 : Les cellules lymphoides innées productrices d’IL-17 et d’IL-22.

(A) Mécanismes de différenciation des cellules productrices d’IL-17 et d’'IL-22. La polarisation des lymphocytes T en cellules
effectrices Th17 nécessite plusieurs jours aprées la stimulation antigénique. Elle requiert un environnement riche en cytokines
IL-6, TGF-B, IL-23 et/ou IL-1B. Les cellules lymphoides innées qui résident dans les tissus muqueux et lymphoides sont
activées en présence d’IL-23 et/ou d’IL-1p et d’un signal de danger microbien ou endogene. Elles produisent I'lL-17 et/ou IL-22
dans les heures suivant la stimulation. (B) Nature, phénotype et localisation des cellules lymphoides innées productrices d’'IL-17

et d'IL-22. (CLI : Cellules lymphoides innées). D’apres Cua, Nature Reviews Immunology 2010.

38



C- Contribution des cytokines IL-17 et IL-22 dans I'immunité

anti-infectieuse

IL-17 et IL-22 participent a la mise en place d’immunité contre des pathogénes
bactériens et fongiques (Figure 13). L’activité de ces cytokines semble s’exprimer tout
particuliérement dans les muqueuses intestinales et respiratoires. Récemment, 'émergence
des réponses Th17 intestinales a été corrélée a la colonisation par une bactérie commensale
particuliére (bactérie filamenteuse segmentée ou SFB), apparentée a I'espéce Clostridia
(Gaboriau-Routhiau et al., 2009). La réponse Th17 est spécifiquement activée par des
infections muqueuses avec des pathogénes extracellulaires (Conti et al., 2009; Ishigame et
al., 2009; Sellge et al., 2010). Par exemple, la voie respiratoire est efficace pour I'induction
de réponses Th17 (Pepper et al., 2010; Sellge et al., 2010; Zygmunt et al., 2009). L'IL-17,
selon le contexte infectieux, est active seule ou en synergie avec I'lL-22 et I'IL-17F. L'effet
immunitaire majeur de I'lL-17A est le recrutement de neutrophile au site d’infection (Gaffen,
2009; Michel et al., 2007; Ye et al., 2001). Dans un modéle murin de pneumonie a Klebsiella
pneumoniae, la neutralisation de I'lL-22 provoque la mort des souris et une dissémination
rapide des bactéries du poumon vers la rate. Ces données suggérent une perte des
fonctions barriére de I'épithélium pulmonaire en absence d’IL-22 (Aujla et al., 2008). Dans un
modeéle d’infection intestinale, des souris déficientes pour I'lL-22 sont plus sensibles a
l'infection par Citrobacter Rodentium (Satoh-Takayama et al., 2008; Zheng et al., 2008b). La
protection est médiée par I'lL-22 qui induit en cascade la sécrétion de la molécule
anti-microbienne RegllIp. La cytokine IL-22 protége également les tissus intestinaux et le foie
des désordres inflammatoires (Zenewicz et al., 2007; Zenewicz et al., 2008). L’IL-22 est donc
un acteur clé des défenses anti-infectieuses, de la réparation tissulaire et de l'intégrité des
barrieres épithéliales.

Des études ont mis en évidence des effets pathologiques de I'lL-22 et de I'lL-17. Des
patients atteints de psoriasis présentent des taux élevés d’IL-22 dans leur sérum. Dans leurs
biopsies cutanées, le taux d’IL-22 est plus élevé comparé aux individus contrdles (Wolk et
al., 2006). Dans un modéle murin de psoriasis, les souris traitées avec des anticorps
neutralisants dirigés contre I'lL-22, ne développent pas de pathologie cutanée (Ma et al.,
2008). De la méme facon, la production d'IL-17 a été associée a larthrite rhumatoide
(Gaffen, 2009).
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Figure 13 : Protections et pathologies liées a la réponse IL-17/IL-22.

Schéma représentatif des genes cibles de la signalisation IL-17 (ou IL-22) impliqués dans la défense anti-microbienne et des
pathologies auto-immunes. En bleu sont représentées les infections muqueuses ou la signalisation IL-17/IL-22 joue, le plus
souvent, un rble bénéfique ; en rose les maladies auto-immunes ou la signalisation est plutét délétére. (BDs : -défensines,
M® : macrophages, Th : lymphocyte T CD4" auxiliaire, SLE : lupus érythémateux systémique, RA : arthrite rhumatoide, IBD :
maladies inflammatoires de I'intestin, EAE : encéphalomyélite auto-immune expérimentale). D’apres Onishi et al, Immunology
2010.
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IV- La flagelline, un motif bactérien spécifique des

muqueuses et de 'immunité

A- Stucture et fonction du flagelle bactérien

Le flagelle est I'organelle permettant a la bactérie de se déplacer ou "nager". Le
filament flagellaire fait 120 a 250 Angstroms de diamétre et atteint une longueur de 15 um
chez les salmonelles. Il se compose de trois parties : le corps basal, le crochet et le filament
(Macnab, 2003). Le corps basal du flagelle constitue un systéme de sécrétion de type Ill. Les
protéines sécrétées participent a I'’élaboration du crochet et de la structure filamentaire du
flagelle (Figure 14A). Le flagelle bactérien a une fonction analogue a celle d’'une hélice fixée
a un moteur. Le moteur est inséré dans la membrane cytoplasmique et mis en rotation grace
a la force proton-motrice. Selon le nombre et la disposition des flagelles, la bactérie est
qualifiée de monotriche ou multitriche (pour un ou plusieurs flagelles) et de polaire (position
en extrémité), ou péritriche (sur toute la surface).

Les chimiorécepteurs des bactéries détectent les facteurs environnementaux et
assurent une mobilité orientée vers un ciblage spécifique. Dans les tissus des mammiféres,
la mobilité bactérienne représente donc un mécanisme de virulence. En effet, la mobilité
d’'Helicobacter pylori (Ottemann et Lowenthal, 2002) ou Pseudomonas aeruginosa (Drake et
Montie, 1988) est respectivement indispensable pour l'infection de I'estomac ou du poumon.
La colonisation de la muqueuse intestinale par V. cholerae nécessite aussi la mobilité
(Krukonis et DiRita, 2003). L’expression du flagelle chez les E. coli uropathogénes permet a
la bactérie d’atteindre la partie supérieure du tractus urinaire (Lane et al., 2007).

Le flagelle a également été associé a I'adhésion et l'invasion des muqueuses en
agissant comme une adhésine. La flagelline de P. aeruginosa peut se lier a une mucine
(Muc1) du poumon (Lillehoj et al., 2002). De méme, certains sérotypes d’E. coli adhérent a la
muqueuse intestinale en utilisant des mécanismes dépendant du flagelle (Giron et al., 2002).
Par ailleurs, 'appareil de sécrétion de type Il du flagelle a été proposé comme systéme de
sécrétion de facteurs de virulences. Le flagelle de Yersinia enterocolitica permet ainsi la

sécrétion de la phospholipase : YplA (Young et al., 1999).
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Figure 14 : Structure et organisation tridimensionnelle du flagelle et de la flagelline.

(A) Le flagelle se décompose en trois parties : le corps basal qui agit comme un moteur, le crochet qui fonctionne comme un
axe et le filament qui fonctionne comme une hélice. La flagelline, molécule structurale du flagelle, est injectée par le systeme de
sécrétion de type Ill. (OM : membrane externe, PG : peptidoglycane, CM : membrane cytoplasmique) D’aprés Minamino, 2008.
Vue schématique du flagelle en coupe transversale (B) et en coupe longitudinale (C). (D) Représentation de la structure
tridimensionnelle de la flagelline de Salmonella enterica Serovar Typhimurium. La flagelline se compose des domaines
suivants : des hélices a en position terminale (domaine DO en rose), des hélices o centrales (domaine D1 en bleu), et d'un
domaine hypervariable organisé en feuillet § (D2 et D3 en jaune). La signalisation via TLR5 nécessite le motif formé des acides
aminés 89-96 du domaine D1. La flagelline peut également étre détecté par le récepteur cytoplasmique NLRC4 (ou IPAF) qui
active 'immunité innée via l'inflammasome. L’activation de NLRC4 dépend des acides aminés 455-494 du domaine DO de la
flagelline (partie C-terminale).
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B- La flagelline, le motif bactérien agoniste de TLR5

1- Organisation structurale

Le filament flagellaire est constitué d’'une seule protéine organisée en polymére : la
flagelline. Selon I'espéce bactérienne, la flagelline est dénommée FIiC, FIjB, FlaA, efc. La
flagelline, exportée par le systéeme de sécrétion de type Ill s’associe spontanément a
l'extrémité du filament avec le monomeére adjacent permettant la croissance hélicoidale du
flagelle. Parmi les flagellines des bactéries, la flagelline FliC de S. typhimurium est la plus

étudiée et la seule dont la structure tri-dimensionnelle a été obtenue a ce jour (Figure 14).
Les flagellines bactériennes sont constituées de 250 & 1080 acides aminés en
fonction des espéces. La protéine FIiC de S. typhimurium est composée de 495 acides
aminés. Les études de cristallographie ont mis en évidence quatre domaines distincts DO,
D1, D2 et D3 au sein de la flagelline (Samatey et al., 2001; Yonekura et al., 2003)
(Figure 14D). Les domaines DO et D1 sont formés des 160 acides aminés de I'extrémité
amino-terminale, et des 90 résidus de I'extrémité carboxy-terminale. Les séquences
primaires des domaines DO et D1 sont trés conservées entre les flagellines. Le domaine DO,
n’'est pas structuré en solution mais il adopte une structure en hélice o dans le flagelle. Le
domaine D1 est organiseé principalement en hélice a. Chaque surface convexe des domaines
DO et D1 d'une molécule de flagelline interagit avec la zone concave de ces mémes
domaines dans la flagelline adjacente, permettant ainsi I'élaboration du polymére stable. Les
domaines D2 et D3 qui forment la région centrale de la protéine ont des séquences primaires
extrémement variables d’une bactérie & une autre. Cette variation est la base de la

classification sérotypique H chez les entérobactéries.

2- Reconnaissance par le TLR5

A la fin des années 1990, les flagelles ont été identifiéss comme des médiateurs aux
propriétés pro-inflammatoires sur diverses cellules. En effet, des flagelles de Salmonella
enterica Serovar Typhi induisent la sécrétion de cytokines par des monocytes humains
(Wyant et al., 1999). Cette activation nécessite un récepteur d’origine protéique a la surface
des cellules (McDermott et al., 2000). La flagelline isolée sous forme monomérique a été
ensuite définie comme le principe actif de la réponse pro-inflammatoire (Steiner et al., 2000).
L’injection par voie intrapéritonéale de flagelline, a des souris résistantes au LPS (souris
C3H/HeJ), entraine l'induction de médiateurs pro-inflammatoires tels que le TNF-a, I'IL-6,
IL-10, I'lL-12p40 et CCL3 (MIP-1a) (Eaves-Pyles et al., 2001). En 2001, le groupe du
Dr. Aderem a montré que TLRS5 est le récepteur activé par la flagelline responsable de ces
effets biologiques (Hayashi et al., 2001). TLR5 nécessite MyD88 pour activer une
signalisation pro-inflammatoire dépendante de NF-kB et des MAPKSs (Figure 5A).

La région de la flagelline FliC responsable des propriétés inflammatoires a été

analysée a l'aide de mutants ponctuels, de mutants d’insertion et de comparaisons de
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séquences de flagellines compétentes ou non pour l'activation de TLR5. La délétion des
domaines DO et D1 abolit toute capacité de la flagelline a activer TLRS5. Les mutations
ponctuelles réduisant significativement les propriétés immuno-stimulatrices induisent
également une perte de la fonction de mobilité du flagelle. De plus, la flagelline active TLRS
uniquement sous une forme monomérique (Smith et al., 2003). Des études ont mis en
évidence que les a- et e-protéobactéries (incluant Campylobacter, Helicobacter, et
Bartonella) produisent une flagelline incapable d’activer TLR5 (Andersen-Nissen et al.,
2005). Ces flagellines different particulierement de celles des y-proteobactéries dans la
région correspondant aux acides aminés 89 a 96 de la flagelline de S. typhimurium. La
substitution du motif 89-96 par celui de la flagelline d’Helicobacter rend inactive la flagelline
FIiC (Figure 14) (Andersen-Nissen et al., 2005). L’interaction directe entre la flagelline et
TLR5 n’a pas été formellement démontrée. Cependant, la flagelline a été immunoprécipitée
avec TLR5 (Mizel et al., 2003). Le récepteur TLR5 humain posséde 859 acides aminés, dont
637 forment le domaine extracellulaire. Le site de reconnaissance de la flagelline est localisé
dans la zone centrale du domaine extracellulaire de TLRS (entre les résidus 174 et 402)
(Andersen-Nissen et al., 2007b).

3- Reconnaissance de la flagelline par les NLR

Les récepteurs NLR contiennent trois domaines distincts : (1) un domaine riche en
LRR qui reconnait le ligand microbien, (2) un domaine qui régule I'oligomérisation des NLR,
et (3) un domaine effecteur tel le domaine de recrutement de caspase (CARD). Les NLR
sont synthétisés sous une forme inactive avec leur domaine LRR replié sur la protéine
empéchant ainsi toute oligomérisation. La fixation du ligand provoque I'oligomeérisation et le
démarrage de la signalisation. La caspase-1 est recrutée et activée par le domaine CARD
des NLR, et va participer a la maturation et la sécrétion des cytokines comme I'lL-15 et
l'IL-18. Les récepteurs IPAF (NLRC4) ou NAIPS stimulent rapidement la caspase-1 en
réponse a la flagelline de S. typhimurium ou L. pneumophila (Amer et al., 2006; Lamkanfi et
al., 2007). Récemment, il a été démontré qu’un motif & I'extrémité carboxy-terminale de la
flagelline de S. typhimurium est nécessaire a la reconnaissance par IPAF et NAIP5 (Figure
14D) (Lightfield et al., 2008; Miao et al., 2010). Le systéme immunitaire inné a donc évolué
vers deux voies d’activation indépendantes pour détecter les flagellines bactériennes, ce qui
permettrait de compenser une défaillance ou un échappement microbien a 'une ou l'autre
des voies TLR ou NLR. A ce jour, I'activité¢ de NLRC4 ou NAIP5 n’a pu étre observé que sur
des macrophages infectés par des bactéries flagellées ou transfectées artificiellement avec
la flagelline. Des évidences significatives de I'effet des NLR in vivo sur 'immunité restent a

rechercher.
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4- Activité biologique de la flagelline in vivo

Les effets biologiques de la flagelline sur TLRS ont été décrits dans divers systémes
cellulaires et animaux (pour revues, voir (Abreu, 2010; Ramos et al., 2004; Rumbo et al.,
2006). Dans les cellules épithéliales des muqueuses, la signalisation se traduit par
l'activation transcriptionnelle dépendante de NF-xB de génes codant des médiateurs
inflammatoires comme I'lL-8 et CCL20 (Berin et al., 2002; Rhee et al., 2005; Sierro et al.,
2001; Zeng et al., 2003; Zhou et al., 2003). De plus, I'expression de TLR5 a été montrée in
vivo dans ces cellules (Ortega-Cava et al.,, 2006). La localisation du récepteur TLR5 a été
initialement montrée a la surface basolatérale de la lignée épithéliale T84 (Gewirtz et al.,
2001). Depuis, plusieurs études ont montré que TLR5 pouvait étre exprimé dans le
compartiment apical des cellules épithéliales respiratoires et intestinales (Adamo et al., 2004;
Bambou et al., 2004; Schuller et al., 2009). Chez la souris, linstillation intranasale de la
flagelline provoque des réponses immunitaires (Didierlaurent et al., 2008; Feuillet et al.,
2006; Honko et Mizel, 2004; Janot et al., 2009; Morris et al., 2009; Raoust et al., 2009; Yu et
al., 2010). Ainsi, une production de cytokines et chimiokines (incluant CXCL1, CXCL2 et
CXCL5) par des cellules d’origine non-hématopoiétique provoque le recrutement de
neutrophiles dans la lumiére broncho-alvéolaire dans un mécanisme dépendant de TLRS.
Cette détection est importante dans le cadre d’infections respiratoires avec P. aeruginosa
(Yu et al., 2010). Au niveau intestinal, des effets biologiques de la flagelline ont également
été observé (Burdelya et al., 2008; Liaudet et al., 2002; Rhee et al., 2005; Sirard et al., 2009;
Uematsu et al., 2006). Cependant, la contribution de I'épithélium a ces réponses n’a pas été
analysée.

L’'activation de TLR5 au sein des monocytes, des macrophages et des cellules
dendritiques entraine la production de TNF-a, d’IL-6, d’'IL-12p40 et/ou d’oxyde nitrique (Bates
et al., 2009; Didierlaurent et al., 2004; Feuillet et al., 2006; McDermott et al., 2000; McSorley
et al., 2002; Means et al., 2003; Moors et al., 2001). La flagelline active la maturation des
cellules dendritiques et participe au développement de la réponse Th1 et Th2 (Didierlaurent
et al., 2004; McSorley et al., 2002). Cependant, les cytokines caractéristiques de la voie Th1
comme I'lL-12p70 ne sont pas produites par les cellules dendritiques aprés stimulation de
TLRS5. Contrairement au dogme, TLRS n’instruit pas, a I'instar des autres TLR, une réponse
spécifiguement Th1. Cette particularité de TLR5 peut avoir une importance dans les
muqueuses ou une réponse Th2 favorise I'émergence dIgA sécrétoires. Les cellules
dendritiques de la lamina propria intestinale répondent exclusivement a la flagelline (mais
pas au LPS) en produisant de grandes quantités d’lIL-6 (Uematsu et al., 2006). De plus, elles
participent au transport des bactéries pathogénes comme S. Typhimurium du tractus
intestinal vers les nodules lymphatiques mésentériques. En 2008, le méme groupe a mis en

évidence que ces cellules induisent la différenciation des lymphocytes T en Th17 et
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favorisent la production d’IgA par les cellules B (Uematsu et al., 2008). Le tropisme muqueux
des bactéries flagellées pourrait étre a 'origine de ce mécanisme immunitaire.

La flagelline présente des effets adjuvants sur divers antigénes et par diverses voies
d’administration : systémique par injection intraveineuse ou intrapéritonéale (Bates et al.,
2009; McSorley et al., 2002), ou sous-cutanée (Bargieri et al., 2010; Cunningham et al.,
2004; Didierlaurent et al., 2004). Par ailleurs, I'effet adjuvant opére efficacement par voie
muqueuse (Lee, 2006 ; Pino, 2005;McSorley, 2002;McDonald, 2007;Strindelius, 2004 ;
Nempont, 2008). L'activité de la flagelline s’exprime également chez des primates non
humains (Honko et al., 2006; Weimer et al., 2009). Il faut noter que des essais cliniques sont
en cours pour tester l'innocuité et 'efficacité de protéines de fusions entre la flagelline et des
antigénes chez 'Homme.

L’ensemble de ces résultats met en évidence la contribution de TLR5 dans 'immunité
et cette thése s’est attachée a explorer les propriétés immuno-stimulatrices de la flagelline

au sein des tissus muqueux.
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OBJECTIFS



Ce travail de thése a eu pour but d’identifier les acteurs moléculaires et cellulaires
impliqués dans l'immunité induite par l'interaction de la flagelline et TLR5 au sein des
muqueuses respiratoires et digestives. Deux modeles ont été utilisés, un modéle
d’administration locale mimant une colonisation microbienne et un modéle invasif simulant
linvasion du compartiment interne des muqueuses par les pathogénes (Figure 15). L'impact
de la flagelline sur 'immunité innée et adaptative a ainsi été étudié.

La détection des pathogénes par les PRR comme les TLR est un élément
déclencheur des réponses immunitaires. Les travaux précédents du laboratoire et de
compétiteurs ont mis en évidence le réle majeur des cellules épithéliales (radiorésistantes)
dans la mobilisation de la réponse innée suite a une instillation intranasale de flagelline
(Didierlaurent et al., 2008; Feuillet et al., 2006). Mon premier objectif a été de faire la preuve
de concept que la stimulation locale de TLRS pouvait protéger d’'une infection bactérienne
respiratoire et d’en déterminer les mécanismes d’action. Dans ce travail réalisé en
collaboration avec le Dr. Chabalgoity (Montevideo, Uruguay), nous avons seélectionné
Streptococcus pneumoniae comme pathogéne modéle. Les infections respiratoires a
S. pneumoniae sont la 5° cause de mortalité dans le monde. Elles touchent principalement
les jeunes enfants et les personnes &agées. De plus, I'émergence de souches
multi-résistantes aux antibiotiques rend les traitements d’attaques peu actifs. L'immunité
contre cette bactérie est sous la dépendance de la réponse TLR chez ’lHomme. En effet, le
groupe du Dr Casanova a mis en évidence que des altérations génétiques dans les génes
MYD88 et IRAK4 prédisposent a des pneumonies séveres a S. pneumoniae (von Bernuth et
al., 2008). La manipulation de la réponse induite par les TLR semblait donc une stratégie
innovante pour développer de nouvelles approches thérapeutiques contre une telle infection.
Ce travail a fait I'objet de l'article 1 : “Mucosal administration of flagellin protects mice from
Streptocccus pneumoniae lung infection”, accepté pour publication dans Infection and
Immunity.

Le dogme actuel postule que les cellules présentatrices d’antigénes doivent étre
directement activées par les agonistes TLR pour initier une réponse adaptative. Aux sites
muqueux, la barriére épithéliale compartimente les réponses immunitaires : les cellules
présentatrices d’antigénes et les agonistes TLR sont séparés par I'épithélium. L’épithélium
arbore a sa surface de nombreux PRR et joue un réle primordial dans les défenses innées
muqueuses dépendantes des TLR. En revanche, son réle dans linitiation de I'immunité
adaptative muqueuse dépendante des TLR est peu étudié. Mon second objectif a été de
définir le réle des cellules épithéliales broncho-alvéolaires dans I'établissement de 'immunité
adaptative de la muqueuse pulmonaire dépendante de la signalisation TLR5. Ce travail fait
I'objet de l'article 2 en préparation : “Airway epithelial cells regulate TLR5-mediated mucosal

adaptive responses”.
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Lorsque limmunité innée n’élimine pas rapidement les bactéries colonisant la
muqueuse, les pathogénes invasifs (tels que S. pneumoniae et Yersinia pseudotuberculosis)
pénétrent la barriére épithéliale et envahissent 'héte. L’'organisme doit alors mettre en place
de nouveaux mécanismes pour lutter contre I'invasion microbienne. Mon dernier objectif a
étée d’identifier les réponses développées par la signalisation TLR5 en réponse a une
injection systémique de flagelline mimant une invasion microbienne. Ce travail a fait I'objet
de larticle 3: “TLR5 signaling stimulate the innate production of IL-17 and IL-22 by
CD3"™9CD127" immune cells in spleen and mucosa’, publié¢ dans The Journal of

Immunology.

Y

Colonisation

=

OIS

A invasion @

Réponses Réponses
innées 1 adaptatives 1

Réponses Réponses
innées 2 adaptatives 2

Figure 15 : Schéma récapitulatif des objectifs de la thése.
Lors d’une infection muqueuse, le pathogene peut coloniser la muqueuse ou envahir le compartiment systémique interne. Pour

se défendre, I'organisme met en place des réponses innées et/ou adaptatives spécifiques a chaque condition.
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RESULTATS



L’administration locale de flagelline induit des réponses

immunitaires épithéliales

Article 1

Mucosal administration of flagellin protects mice from Streptococcus pneumoniae
lung infection.

Murioz and Van Maele et al., Infection and Immunity. 2010

Les infections respiratoires a Streptococcus pneumoniae touchent principalement les
jeunes enfants et les personnes agées et causent 5 millions de décés par an. Cette bactérie
a Gram positif comprend 91 sérotypes définis par la composition de sa capsule (van der Poll
et Opal, 2009). La virulence est intimement associée au sérotype. Certains sérotypes sont
retrouvés en portage asymptomatique alors que d’autres vont donner des formes
infectieuses graves dites invasives dans lesquelles les bactéries disséminent dans la
circulation voir les méninges. Ces derniers sont inclus dans les préparations vaccinales.
Cependant, il a été observé que les sérotypes invasifs changent une fois la vaccination
généralisée dans une population. De plus, la résistance aux antibiotiques est un probléme
majeur chez S. pneumoniae. Les infections a S. pneumoniae représentent donc un probléme
de Santé public et le développement de nouvelles thérapies est nécessaire. Pour cette
étude, nous avons utilisé une souche de sérotype 1 isolée d'une infection invasive chez
'Homme.

Dans un modéle murin d’'infection respiratoire aigué a S. pneumoniae de sérotype 1,
nous avons observé une prolifération des bactéries dans le tissu pulmonaire associée a une
invasion bactérienne rapide de la circulation sanguine et de la rate conduisant a la mort de
lanimal. L’activation des défenses innées est essentielle pour contréler l'infection a
S. pneumoniae chez la souris de laboratoire et 'THomme (Albiger et al., 2005; Ku et al., 2007;
Paterson et Mitchell, 2006; von Bernuth et al., 2008). Il est connu que S. pneumoniae
exprime divers motifs moléculaires spécifiques de TLR2, TLR4 et TLR9. Puisque la flagelline
est capable d’induire des réponses innées épithéliales dépendante de TLR5, elle représente
donc un bon candidat de molécule thérapeutique (Feuillet et al., 2006; Janot et al., 2009).
L’administration nasale de flagelline de S. typhimurium dans un protocole prophylactique ou
thérapeutique (tous 2 dans une fenétre de 24h) ou en co-administration avec S. pneumoniae
protége l'animal de linfection et de ses conséquences, i.e. bactériemie et mort. Les
poumons des animaux traités avec la flagelline présentent une infiltration cellulaire
importante au début de l'infection, mais recouvrent rapidement une architecture normale
simultanément a la clairance bactérienne. En utilisant une flagelline mutante, nous avons

montré que la signalisation par TLR5 était nécessaire a la protection. La flagelline induit
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'expression pulmonaire de génes codant des chimiokines impliquées dans le recrutement de
neutrophiles comme Cxcl1. Cette activation transcriptionnelle présente une intensité plus
élevée que celle observée lors de l'instillation de S. pneumoniae seul. En utilisant des
anticorps déplétants et des souris SCID, nous avons montré que la protection dépend de
linfiltration pulmonaire des neutrophiles, mais qu’elle est indépendante de la présence de
lymphocytes T et B ou d’anticorps. En conclusion, cette étude met en évidence qu’'une
stimulation muqueuse de 'immunité innée par un agoniste TLR non spécifique de I'infection

en cours permet d’augmenter I'immunité anti-infectieuse.
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Streptococcus pneumoniae is a major cause of pneumonia in infants and the elderly. Innate defenses are
essential to the control of pneumococcal infections, and deficient responses can trigger disease in sus-
ceptible individuals. Here we showed that flagellin can locally activate innate immunity and thereby
increase the resistance to acute pneumonia. Flagellin mucosal treatment improved S. pneumoniae clear-
ance in the lungs and promoted increased survival of infection. In addition, lung architecture was fully
restored after the treatment of infected mice, indicating that flagellin allows the reestablishment of
steady-state conditions. Using a flagellin mutant that is unable to signal through Toll-like receptor 5
(TLRS), we established that TLRS signaling is essential for protection. In the respiratory tract, flagellin
induced neutrophil infiltration into airways and upregulated the expression of genes coding for interleukin
6 (IL-6), tumor necrosis factor alpha (TNF-a), CXCL1, CXCL2, and CCL20. Using depleting antibodies,
we demonstrated that neutrophils are major effectors of protection. Further, we found that B- and
T-cell-deficient SCID mice clear S. pneumoniae challenge to the same extent as immunocompetent animals,
suggesting that these cell populations are not required for flagellin-induced protection. In conclusion, this
study emphasizes that mucosal stimulation of innate immunity by a TLR not naturally engaged by S.

pneumoniae can increase the potential to cure pneumococcal pneumonia.

Streptococcus pneumoniae (pneumococcus) causes respira-
tory infections among infants and the elderly worldwide (40,
44). Capsular polysaccharide is the main virulence factor, and
its composition defines 91 serotypes of pneumococcus (42).
Certain serotypes colonize the human nasopharynx asymptom-
atically, representing a reservoir for interindividual transmis-
sion of the bacteria. In some individuals, colonization may
progress to pneumococcal pneumonia and invasive disease (19,
36). In contrast, other serotypes, such as serotype 1, are rarely
associated with colonization but cause invasive infections (28).

Activation of innate defenses is essential for the control of
pneumococcal infection (1, 20). Toll-like receptor 2 (TLR2),
TLR4, and TLRY, as well as the adaptor MyD88, participate in
the early detection and clearance of pneumococcus in the lungs
(reviewed in reference 42). The cytosolic receptors Nod1 (nu-
cleotide-binding oligomerization domain 1) and Nod2 are also
involved in the recognition of pneumococci (29). TLR signal-
ing activates mucosal innate responses that culminate with the
recruitment of phagocytes, such as polymorphonuclear neutro-
phils (PMN) and macrophages, and the production of micro-
bicidal agents (for a review, see reference 8). This process
triggers rapid eradication of the pathogen by phagocytosis as
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well as by extracellular killing. In MyD88-deficient animals,
S. pneumoniae is unable to intrinsically trigger any PMN
recruitment into the airways, and animals thus have in-
creased susceptibility to pneumonia (1). The contribution of
TLR signaling in humans has been highlighted by a recent
study showing that some MyD88 polymorphisms are associ-
ated with increased susceptibility to pneumococcal infection
(43).

The modulation of immunity by the activity of innate recep-
tors to elicit protective responses against infections is an
emerging concept (6, 35). The rationale is to promote innate
responses that greatly exceed in magnitude, quality, and dy-
namics the innate response triggered by the pathogen itself.
The effectiveness of TLR agonists for therapeutic treatment of
infectious diseases has been demonstrated in several animal
models, including models of respiratory infections (6, 21, 35).
TLRS senses bacterial flagellins, which are the main constitu-
ents of flagella. Various cells of the pulmonary tract, including
the epithelial cells (14, 33), express TLRS, and mucosal ad-
ministration of flagellin induces MyD88-dependent signaling,
characterized by the swift production of various proinflamma-
tory cytokines and chemokines (3, 10, 15, 16, 27, 33), as well as
by rapid and heavy neutrophil infiltration into the airways (2,
10, 16). Although S. pneumoniae does not have flagella, we
hypothesized that activation of TLRS signaling may promote
new and appropriate protective innate defenses against ongo-
ing acute pneumococcal infections. Here we report that local
stimulation of innate immunity by flagellin from Salmonella
enterica serovar Typhimurium blocks the progression of pneu-
mococcal pneumonia in mice.
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TABLE 1. Sequences of primers used for qRT-PCR

Gene name Forward primer (5'-3") Reverse primer (5'-3") leigt)l?légtp)
Actb GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGT CGTCATCCATGGCGAACTG 68
Cxcll CTTGGTTCAGAAAATTGTCCAAAA ACGGTGCCATCAGAGCAGTCT 84
Cxcl2 CCCTCAACGGAAGAACCAAA CACATCAGGTACGATCCAGGC 72
Ccl20 TTTTGGGATGGAATTGGACAC TGCAGGTGAAGCCTTCAACC 69
14 ACAGGAGAAGGGACGCCAT GAAGCCCTACAGACGAGCTCA 95
116 GTTCTCTGGGAAATCGTGGAAA AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA 78
1l17a CTCCAGAAGGCCCTCAGACTAC GGGTCTTCATTGCGGTGG 69
1ni7f CCCATGGGATTACAACATCACTC CACTGGGCCTCAGCGATC 66
1123a GCCCCGTATCCAGTGTGAAG CGGATCCTTTGCAAGCAGAA 78
Tgfbl GCTGAACCAAGGAGACGGAAT GAGTTTGTTATCTTTGCTGTCACAAGA 76
Tnf CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA CCTCCACTTGGTGGTTTGCT 63

MATERIALS AND METHODS

Bacterial preparation. Streptococcus pneumoniae serotype 1 (clinical isolate
E1586) was obtained from the National Reference Laboratory, Ministry of
Health, Montevideo, Uruguay (39). Working stocks were prepared as follows.
Todd-Hewitt yeast broth (THYB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) was inocu-
lated with fresh colonies of S. pneumoniae grown on blood agar plates, and the
culture was incubated at 37°C until it reached an optical density at 600 nm
(ODgqp) of 0.7 to 0.9. Cultures were stored at —80°C in THYB plus 12% (vol/vol)
glycerol for as long as 3 months. For mouse infection, working stocks were
thawed, washed with sterile physiological saline solution (saline), and diluted to
the appropriate concentration. The number of bacteria in stocks was confirmed
by plating serial dilutions onto blood agar plates.

Proteins. Native flagellin (FliC) from Salmonella enterica serovar Typhi-
murium SIN22 and recombinant flagellin mutants (FliCy 74 490 and
FliCa174_400/89-96+) Were prepared as described previously (27). Both mutants lack
the hypervariable domain of flagellin, and FliCy, ;74 400/80_0¢+ also carries a fur-
ther amino acid substitution (amino acids [aa] 89 to 96) that prevents TLR5
signaling (27). All proteins contained low levels of lipopolysaccharide (LPS) (less
than 30 pg LPS per pg, as determined with the Limulus assay). In some exper-
iments, trypsin-hydrolyzed FliC (FliC/T) was used as a control. Native FIiC was
heated for 5 min at 65°C before use to ensure that the proteins were mostly
monomers. The dose of flagellin used was 1 pg for all the experiments, since we
and others have previously shown that administration of this dose by the intranasal
(i.n.) route is optimal for eliciting strong local immune activation (15, 16). Further,
unless otherwise specified, FliC, FliC/T, FliCy;74 400, Or FliCa 74 400/89_96+ Was al-
ways coadministered i.n. with the S. pneumoniae suspension. To exclude any
direct effect of flagellin on bacterial viability, viable counts were determined prior
to and after the incubation of S. pneumoniae with the same concentration of
flagellin used for the in vivo assay. There were no significant differences between
the number of bacteria recovered after incubation with flagellin and that recov-
ered under the control condition.

Animal infections. Female mice of the BALB/c, C57BL/6J, and outbred
NMRI strains (6 to 8 weeks old) were obtained from the National Division of
Veterinary Laboratories (Uruguay) or the Janvier Laboratories (France). Fe-
male SCID mice (C.B-17 SCID) were obtained from the Institut Pasteur de Lille
breeding facilities. These mice are characterized by the lack of B and T lympho-
cytes and by agammaglobulinemia. Animals were maintained in individually
ventilated cages and were handled in a vertical laminar flow cabinet (class IT A2;
Esco, Hatboro, PA) for infection. All experiments complied with current na-
tional and institutional regulations and ethical guidelines (CHEA [Universidad
de la Republica, Montevideo, Uruguay] and A59107 [Institut Pasteur de Lille]).
Mice were anesthetized by intraperitoneal (i.p.) injection of 2.2 mg ketamine
(Richmond Vet Pharma, Grand Bourg, Buenos Aires, Argentina) plus 0.11 mg
xylazine (Portinco, Montevideo, Uruguay) in a total volume of 200 ul or by
inhalation of isoflurane (Belamont, SAS, France) using a non-rebreathing anes-
thesia system (DRE Compact 150; DRE Veterinary, Louisville, KY). Bacteria
and flagellins were administered into the nostrils of mice in 20 to 50 pl of saline.
The survival of mice was recorded daily.

For depletion of granulocytes, 100 g of anti-Gr-1 (RB6-8C5) or an isotype
control (HB152) was administered i.p. 24 h before i.n. challenge with S. pneu-
moniae (24). The anti-Gr1 injection was found to deplete 96.8% * 1.2% of PMN
in bronchoalveolar lavage (BAL) fluid after intranasal flagellin treatment.

Determination of bacterial loads in lungs and spleens. Lungs and spleens were
collected at selected time points after intranasal challenge and were homog-

enized with an Ultra Turrax homogenizer (IKA-Werke, Staufen, Germany).
Viable counts were determined by plating serial dilutions onto blood agar
plates.

Quantitative reverse transcription-PCR (qRT-PCR). Lungs were homoge-
nized in Trizol reagent (Invitrogen, CA) with an Ultra Turrax homogenizer and
were stored at —80°C. RNA was extracted according to the manufacturer’s
instructions. Prior to cDNA synthesis, 1 ng total RNA was treated with DNase
I (Invitrogen), and first-strand cDNA synthesis was carried out using random
primers (Invitrogen) and Moloney murine leukemia virus (M-MLV) reverse
transcriptase (Invitrogen). Real-time PCR was performed using a QuantiTect
SYBR green PCR kit (Qiagen, Hilden, Germany) in a Rotor-Gene 6000 real-
time rotary analyzer (Corbett, Sydney, Australia) according to the following
protocol: 15 min at 95°C, followed by 40 cycles at 95°C for 15 s and 60°C for 1
min. The primers are listed in Table 1 and were used at a final concentration of
0.9 uM. The expression of the gene of interest was normalized by using B-actin
as a housekeeping gene. Results are presented as fold increases in mRNA levels
over those for the saline-treated group.

Determination of PMN infiltration into the airways and lungs. For BAL
sampling, the trachea was cannulated, and 1 ml of phosphate-buffered saline
(PBS) plus 1 mM EDTA was instilled six times and recovered by gentle aspira-
tion; this process was repeated twice. Cells were suspended in FACS-EDTA
buffer (PBS, 0.1% azide, and 1% bovine serum albumin [Sigma-Aldrich] plus 5
mM EDTA). Lung cells were isolated after collagenase and DNase treatment as
previously described (34) and were filtered through a 40-pm-pore-size cell
strainer. Immune cells were separated in a two-layer Percoll (Sigma-Aldrich)
gradient. Briefly, cells were suspended in 35% isotonic Percoll solution, carefully
placed on top of a 70% isotonic Percoll solution, and centrifuged for 30 min at
2,600 X g and room temperature without a brake. The top ring of cells, corre-
sponding mostly to epithelial cells, was discarded, and immune cells were recov-
ered from the ring of cells closest to the 70% Percoll layer. Cells were filtered
using a 100-pm-pore-size cell strainer, washed, and stained for fluorescence-
activated cell sorter (FACS) analysis. Neutrophils were identified by forward
scatter-side scatter (FSC-SSC); by positive staining either for anti-Ly6G (clone
1A8) and anti-Ly6C (clone HK1.4) or for anti Gr-1 (clone R6B8c5), as well as for
anti-CD11b (clone M1/70); and by negative staining for anti-CD11c¢ (clone HL3).
Antibodies were obtained either from BD Biosciences, from BioLegend (San
Diego, CA), or from AbD Serotec (United Kingdom). After fixation with 4%
paraformaldehyde (PFA), flow cytometry data were acquired on a FACSCalibur
cytometer with CellQuest software (version 3.3; BD Biosciences).

Histological analysis. Lungs were fixed in 4% formalin (Sigma-Aldrich) for
24 h and were then embedded in paraffin. Lung blocks were sectioned at a
thickness of 5 wm using a Leica microtome (Leica Microsystems, Wetzlar, Ger-
many) and were adhered to silanized slides. Three mice per group were analyzed.
Six sections from each mouse were stained with hematoxylin and eosin and were
analyzed in a double-blind manner by using a Nikon Eclipse 80i microscope and
a Nikon DS-Ril digital camera. Images were processed using NIS-Elements BR
(version 3.0) software (Laboratory Imaging).

Statistical analysis. A log rank (Mantel-Cox) test was performed for analysis
of survival curves. For comparison between two groups, the Mann-Whitney test
was performed. P values of <0.05 were considered significant in all cases. Sta-
tistical analysis was carried out using GraphPad Prism (GraphPad Software, San
Diego, CA).
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FIG. 1. Flagellin protects BALB/c mice against a lethal respiratory challenge with S. pneumoniae. BALB/c mice (n = 8) were infected i.n. with
4 X 10° CFU of S. pneumoniae (Sp) serotype 1 in saline alone (filled squares) or in saline supplemented either with 1 pg flagellin (FliC) (open
circles) or with 1 g trypsin-digested flagellin (FliC/T) (filled circles). (A) The survival of mice was monitored daily. The survival of the FliC-treated
group was statistically significantly different from that of the saline group and the FliC/T-treated group. The results are representative of 1 out of
3 experiments. (B and C) CFU counts were determined in the lungs (B) or spleens (C) of mice (n = 6) at days 1, 2, and 7 after challenge with
S. pneumoniae alone (filled squares) or S. pneumoniae plus flagellin (open circles). The solid lines represent means, and the dashed lines represent
the CFU detection limit. The daggers indicate that all animals in the group were dead by day 7. Significant differences between groups (P < 0.05)
are indicated by asterisks. Results are representative of 1 out of 2 experiments.

RESULTS

Intranasal delivery of flagellin protects mice against a lethal
challenge with S. pneumoniae. We first determined the minimal
dose of S. pneumoniae that causes 100% mortality in BALB/c
mice upon intranasal (in.) administration. Animals were in-
fected with increasing doses of a clinical isolate of S. pneu-
moniae serotype 1, and survival was assessed daily (data not
shown). We defined 4 X 10° CFU as the minimal lethal dose
(MLD) that kills all animals within 72 to 120 h.

The capacity of flagellin to control pneumococcal pneumo-
nia was then assessed by comparing the survival of mice chal-
lenged intranasally with S. pneumoniae to that of mice instilled
with flagellin (FliC) and S. pneumoniae. As a control, mice
were also challenged with S. pneumoniae and flagellin that had
been hydrolyzed with trypsin previously (FliC/T). As shown in
Fig. 1A, FliC-treated mice had a survival rate of 75%, while
untreated or FliC/T-treated animals died within 3 to 4 days
after challenge. The protection induced by flagellin ranged
from 75 to 100% in different independent experiments.

Coadministration of flagellin with S. pneumoniae challenge
resulted in significant reductions of bacterial counts in the
lungs within the first 24 h after challenge compared with those
for animals that received S. pneumoniae alone. Moreover, bac-
terial loads in the lungs continued to increase until death in all
mice that received no treatment, while in flagellin-treated
mice, bacteria were cleared from the lungs by day 2 after
infection and could no longer be detected at the local level
(Fig. 1B). The capacity of flagellin to protect against systemic
infection was also evaluated by assessing bacterial loads in the
spleens of treated and untreated mice at different time points
after challenge. As shown in Fig. 1C, high numbers of S. pneu-
moniae organisms were detected in the spleens of all untreated
animals as early as 48 h after infection. In contrast, bacteria
could not be detected in the spleens of flagellin-treated mice at
any time point (Fig. 1C).

We also evaluated whether flagellin could exert a protective
response against pneumococcal infection when administered
before or after the infection. All animals receiving flagellin
intranasally 12 to 24 h before pneumococcal challenge sur-
vived, while all control mice died by day 4. To assess the

therapeutic value of flagellin administration, BALB/c mice
were infected with S. pneumoniae, and 24 h later, they either
were treated with 1 g of flagellin by the i.n. route or remained
untreated. The level of protection among animals receiving
flagellin ranged from 60 to 100%, while all untreated mice died
of infection. As shown in Fig. 2, therapeutic administration of
flagellin induced significant reductions of bacterial loads in the
lungs (Fig. 2A) as well as in the spleen (Fig. 2B) as detected
48 h after infection (24 h after flagellin administration). By day
7, S. pneumoniae was no longer detectable in the lungs or
spleens of surviving animals. Therefore, flagellin shows pro-
phylactic as well as therapeutic effects in pneumococcal pneu-
monia.

The capacity of flagellin to induce protection was also as-
sessed in C57BL/6 mice and in mice of the outbred strain
NMRI. The MLD of S. pneumoniae serotype 1 was found to be
2 X 10° CFU for both strains, and flagellin-mediated protec-
tion was evaluated with 5X MLD. Administration of flagellin
12 h before bacterial challenge induced 80% protection in
C57BL/6 mice; similarly, 100% protection was achieved in
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FIG. 2. Therapeutic effect of FliC after S. pneumoniae challenge.
BALB/c mice were infected intranasally with 4 X 10° CFU of S.
pneumoniae (filled squares); 24 h after challenge, 1 pug of FliC was
administered i.n. to one group of animals (open circles). CFU counts
were determined in the lungs (A) or spleens (B) at day 2 and day 7
after challenge with S. pneumoniae. Solid and dashed lines represent
means and the CFU detection limit, respectively. The dagger indicates
that all animals in the group were dead by day 7. Significant differences
between groups (P < 0.05) are indicated by asterisks. Results are
representative of 1 out of 2 experiments.
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FIG. 3. TLRS signaling is required for flagellin-mediated protec-
tion against S. pneumoniae infection. BALB/c mice (n = 8) were
infected in. with 4 X 10° CFU of S. pneumoniae (Sp) serotype 1 in
saline either alone (filled square) or supplemented either with 1 pg
FliCy 74400 (open circles) or with 1 pg FLiCy 74 4008006+ lacking the
TLRS5-signaling motif (filled circle). Survival of mice was recorded daily.
The survival of the FliC, ;-4 4oo-treated group was statistically signifi-
cantly different from that of the untreated and FliCy; 74 400/80_96+
treated groups (P < 0.05). Results are representative of 1 out of 2
experiments.

NMRI animals when flagellin was administered 32 h to 6 h
before challenge. Flagellin was also protective when coadmin-
istered with S. pneumoniae to mice of the C57BL/6 and NMRI
strains, although to a lower extent (40%). Taken together,
these results show that flagellin treatment is protective in dif-
ferent mouse strains.

We next addressed whether TLRS signaling is necessary
for the protection elicited by flagellin treatment. For this
purpose, we used the recombinant flagellins FLiC,54_400
and FliCy, 74 400/50_06+ (27). FliC 174400 has the same capacity to
promote mucosal TLRS signaling as native flagellin, whereas
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FliC 174 400/30_06+ Carries mutations that prevent TLRS signaling.
While all mice that received FliCy,, 74 400 and S. pneumoniae
survived the challenge, none of those receiving the mutant
FliCA174-400/80_06+ did so (Fig. 3). These results strongly
suggest that TLRS signaling is required for protection.

Flagellin treatment promotes proinflammatory gene expres-
sion and exacerbates transient cellular infiltration into the
lungs during pneumococcal pneumonia. We then analyzed
whether flagellin treatment modifies the lungs’ transcriptional
response to pneumococcal infection. Mice were challenged
with S. pneumoniae alone or with S. pneumoniae plus flagellin
as before. Another group received flagellin alone as a control.
Twenty-four hours after treatment and infection, lungs were
harvested in order to analyze the expression of selected genes
by qRT-PCR. Administration of flagellin alone or in combina-
tion with S. pneumoniae provoked a dramatic increase in Cxcll,
Cxcl2, and Ccl20 mRNA levels over those observed with pneu-
mococcal challenge alone (Fig. 4). Flagellin treatment also
increased the expression of Tnf, although the difference was
consistent, it was not statistically significant. Expression of 7/6
was increased in animals that were challenged and treated with
flagellin but not in those that received flagellin or S. pneu-
moniae alone, suggesting a synergistic effect of flagellin and
pneumococcal infection on /6 expression (Fig. 4). Among all
groups, mRNA levels of the Tgfbl, 1l17a, Il17f, 1123, and Il4
genes remained unchanged from those for mock-treated ani-
mals (data not shown).

To assess if the expression of proinflammatory genes corre-
lated with inflammation and cellular infiltration into the air-
ways, we performed histological analysis of lung tissue ob-
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FIG. 4. Flagellin upregulates chemokine and cytokine gene expression in the lungs of infected animals. BALB/c mice (n = 5) were instilled i.n.
either with saline, with 1 pg flagellin (F1iC), or with 4 X 10° CFU of S. pneumoniae (Sp) serotype 1 either in saline alone or in saline supplemented
with 1 ug FliC. Mice were sacrificed 24 h after challenge, and the expression of the CxclI, Cxcl2, Ccl20, 116, and Tnf genes was assessed by qRT-PCR
on total lung RNA. Values were normalized to that of B-actin mRNA, and the results are expressed relative to mRNA levels in saline-treated mice.
Data are means; error bars represent standard errors of the means. Significant differences between groups (P < 0.05) are indicated by asterisks;.

Results are representative of 1 out of 3 experiments.
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FIG. 5. Flagellin promotes heavy cell infiltration and lung remodeling and induces rapid restoration of tissue architecture. Mouse lungs were
obtained at day 1 or day 7 after intranasal instillation of saline (A and F), 4 X 10° CFU of S. pneumoniae serotype 1 (D), S. pneumoniae plus 1
ng flagellin (B and C), or flagellin alone (E) and were stained with hematoxylin and eosin. B, bronchiole; BV, blood vessel. Thin arrows indicate
edema; arrowheads indicate cellular infiltration. On day 1, edema and recruitment of inflammatory cells were evident in peribronchial and
perivascular regions in flagellin-treated animals. Infected but untreated animals showed less inflammatory-cell infiltration and edema at 24 h than
flagellin-treated and infected mice. Flagellin-treated animals showed resolution of inflammation by day 7. Total magnification, X200 for
panels and X1,000 for insets. The images shown are representative of the analysis of 6 sections for each individual and 3 mice per

experimental group.

tained 24 h after flagellin treatment and infection. As shown in
Fig. 5, S. pneumoniae induced moderate cellular infiltration,
restricted to certain bronchioles and some perivascular areas
close to these bronchioles (Fig. SD). In contrast, flagellin treat-
ment, alone or together with pneumococci, induced edema, as
well as heavy infiltration of cells affecting not only perivascular
and peribronchial regions but also some areas of the surround-
ing lung parenchyma (Fig. 5B and E). Remarkably, at day 7,
lungs from mice that had received flagellin and pneumococci
showed complete resolution of the inflammation, with no appar-
ent cellular infiltration or edema (Fig. 5C). These results suggest
that flagellin induces a strong but transient inflammatory re-
sponse that promotes the clearance of bacteria without causing
any permanent alteration of lung morphology or function.
Flagellin-induced protection requires Gr-1-expressing cells
but is independent of B and T lymphocytes. Recruitment of
neutrophils into the airways is a hallmark of both pneumococ-
cal infection and nasal flagellin treatment (15, 18), and here we
showed that flagellin treatment and infection activated the
expression of genes involved in neutrophil recruitment (Fig. 4).
Thus, we aimed at comparing the kinetics of neutrophil infil-
tration in animals challenged with S. pneumoniae and either
left untreated or treated with flagellin. BAL specimens were
collected at different time points after challenge and were
stained with anti-Gr-1, anti-CD11b, and anti-CD11c antibod-
ies. As shown in Fig. 6A, pneumococcal challenge induced the
recruitment of PMN in all animals. However, mice treated with
flagellin at the time of the challenge showed a more rapid and
pronounced infiltration of PMN into the airways than mice chal-
lenged with S. pneumoniae alone. At 24 h, PMN infiltration

peaked in both groups, and the difference between groups was
maximal. However, by 48 h, the numbers of PMN were no longer
significantly different between groups. Thus, coadministration of
flagellin with pneumococci promoted a rapid and transient re-
cruitment of a high number of neutrophils into the airways.

Subsequently, we determined whether neutrophils were crit-
ical for flagellin-mediated protection in the coadministration
setting of flagellin treatment. For this purpose, animals were
injected i.p. with a monoclonal antibody specific for granulo-
cyte receptor-1 (Gr-1, or Ly6G/Ly6C) or an isotype control
antibody 24 h before challenge alone or challenge plus treat-
ment. Animals that received the isotype control and were
treated with FliC survived the challenge (Fig. 6B). In contrast,
anti-Gr-1 treatment depleted >95% of neutrophils from the
airways and abrogated flagellin-mediated protection against S.
pneumoniae. These results showed that Gr-1-expressing cells,
likely PMN, are critical effectors of flagellin-induced protec-
tion in pneumococcal infection.

Because the protection induced by coadministration of
flagellin relied on a rapid influx of PMN into the lungs, we also
analyzed the kinetics of PMN recruitment when flagellin was
administered after the establishment of the infection. Animals
were infected with S. pneumoniae and 24 h later either were
treated with flagellin or remained untreated. BAL samples
were collected at days 2, 3, and 7 after infection and were used
for FACS analysis. Like coadministration of flagellin with the
challenge, therapeutic administration of flagellin also induced
a peak of PMN infiltration at 24 h after flagellin instillation,
which decreased rapidly afterwards. By day 7, no neutrophils
were detected in the lungs of animals treated with flagellin
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FIG. 6. Flagellin-mediated neutrophil recruitment is required for
protection against pneumonia. (A) Kinetics of PMN infiltration.
BALB/c mice (n = 3) were infected in. with 4 X 10° CFU of S.
pneumoniae (Sp) serotype 1 in saline alone (filled squares) or in saline
supplemented with 1 pg flagellin (FliC) (open circles). Animals were
sacrificed at the indicated time points after challenge. The total num-
ber of cells in bronchoalveolar lavage fluid was determined, and the
number of neutrophils (defined as Ly6C" Ly6G* CD11b" cells) was
determined by flow cytometry. (B) Depletion of PMN abrogates FliC-
mediated protection. BALB/c mice (n = 6) were injected with 100 pg
of an anti-Gr-1 monoclonal antibody or a control antibody. Animals
were infected in. 24 h later with 4 X 10° CFU of S. pneumoniae
serotype 1 in saline alone (squares) or in saline supplemented with 1
ng flagellin (FliC) (circles). Survival was recorded daily. The survival
of the nondepleted FliC-treated group was statistically significantly
different from that of depleted FliC-treated animals or nondepleted
untreated animals (P < 0.05). (C) BALB/c mice were infected intra-
nasally with 4 X 10° CFU of S. pneumoniae (filled square); 24 h after
challenge, 1 pg of FliC was administered i.n. to one group of animals
(open circles). At selected time points after infection (days 1, 2, and 7),
BAL was carried out for 3 mice per time point in order to perform
FACS analysis. The total number of cells in BAL fluid was determined,
and the number of neutrophils was determined by flow cytometry. The
dagger marks the time point at which all animals in the group were
dead. For panels A and C, data are means; error bars represent the
standard errors of the means; and significant differences between
groups (P < 0.05) are indicated by asterisks. The results are represen-
tative of 1 out of 2 experiments.

(Fig. 6C). Overall, these results suggest that the mechanism
behind flagellin-induced protection in the therapeutic setting is
similar to that observed when flagellin was coadministered with
the bacterial challenge.

Since B and T lymphocytes are involved in the early phase of
pneumococcal infection (12, 17, 18), we evaluated their roles in
flagellin-induced protection. SCID mice (deficient in antibod-
ies, B cells, and T cells) as well as immunocompetent BALB/c
mice were challenged with 2 X 107 CFU of S. pneumoniae
either alone or with flagellin. Lungs and spleens were collected
36 h after infection for the determination of bacterial counts.
As shown in Fig. 7A, flagellin coadministration promoted the
clearance of bacteria in the lungs of SCID mice to an extent
similar to that in BALB/c mice. Both SCID and BALB/c mice
also showed lower bacterial counts in the spleen upon flagellin
treatment (Fig. 7B), demonstrating that they were able to
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FIG. 7. Flagellin-mediated protection against pneumonia does not
depend on B and T lymphocytes. (A and B) BALB/c (solid symbols) or
SCID (open symbols) mice (n = 6) were infected i.n. with 2 X 10" CFU
of S. pneumoniae serotype 1 in saline alone (squares) or in saline
supplemented with 1 pg flagellin (FliC) (circles). Bacterial counts were
determined in lung (A) and spleen (B) homogenates 36 h after chal-
lenge. Significant differences between groups (P < 0.05) are indicated
by asterisks. Results are representative of 2 experiments. (C) Recruit-
ment of PMN (defined as Ly6G" Ly6C" CD11b" CD11c™ cells) into
BAL fluid and lungs after i.n. instillation of 1 pg flagellin for SCID
(open bars) or BALB/c (filled bars) mice (n = 5). Note that the
numbers of PMN recruited in the two strains were not statistically
significantly different. The results are presented as medians and stan-
dard errors of the means.

control not only local but also systemic infection. SCID mice
recruited similar numbers of PMN into the lungs and alveolar
spaces as BALB/c mice 16 h after the instillation of flagellin
(Fig. 7C). In summary, these results show that Gr-1-expressing
cells require neither B cells nor T lymphocytes in order to
trigger flagellin-induced protection.

DISCUSSION

Innate immunity is essential for controlling pneumococcal
infection, as shown by the requirements for TLR and MyD&8
to prevent early colonization of the respiratory tract by S.
pneumoniae (1, 20). The immune response to pneumococcal
airway infection is characterized by a pronounced, brisk re-
cruitment of neutrophils into the lungs (18), and phagocytic
killing of pneumococci by PMN is considered a major defense
mechanism. Nevertheless, S. pneumoniae can evade the host’s
innate defenses by inhibiting or delaying complement deposi-
tion and the respiratory burst of phagocytes (31). Hence, the
neutrophil influx is often ineffective at clearing the infection
until serotype-specific antibodies are produced and bypass the
inhibition of complement deposition, enhancing opsono-
phagocytosis. In this study we assessed whether exogenous
administration of an agonist of a TLR not naturally engaged
by S. pneumoniae, namely, the TLRS agonist flagellin, could
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strength innate immunity, enabling it to control an acute re-
spiratory pneumococcal infection. We found that local admin-
istration of flagellin promoted the survival of mice challenged
with a lethal dose of S. pneumoniae serotype 1 by enhancing
local and systemic bacterial clearance. Flagellin treatment was
effective when performed before, during, or after infection
establishment in BALB/c, C57BL/6, and NMRI mice.

It has been demonstrated that in vivo administration of
flagellin upregulates the expression of proinflammatory cyto-
kines (10, 15, 16, 37, 38). Here we show that coadministration
of flagellin at the time of S. pneumoniae challenge also upregu-
lates the expression of the PMN-specific chemokine/activator
genes Cxcll and Cxcl2, as well as Tnf and Ccl20, in the lungs,
whereas S. pneumoniae alone induces these genes poorly. In
agreement with the chemokine and cytokine expression profile,
analysis of lung tissue sections showed a heavy infiltration of
cells into the peribronchial and perivascular regions that was
more pronounced in the lungs of flagellin-treated animals than
in those of infected and untreated animals. Of note, despite the
pronounced inflammatory response induced by flagellin, lung
tissue recovered fully by day 7, while untreated animals died of
infection. The analysis of BAL samples suggested that admin-
istration of the TLRS agonist at the time of pneumococcal
challenge as well as after the establishment of infection in-
duced accelerated and more-pronounced PMN recruitment.
PMN infiltration was transient and peaked at 24 h after flagel-
lin treatment, after which time it started to decrease. Depletion
of Gr-1-expressing cells, most likely PMN, abolished the pro-
tection, demonstrating that these cells are necessary for con-
trolling pneumococcal lung infections. The self-limiting nature
of the flagellin-mediated inflammatory response is a very
relevant finding, since exacerbated inflammation could be
associated with failure of the lung barrier and function. The
molecular mechanisms controlling TLRS response not only
upregulate proinflammatory genes but also trigger response
termination. Therefore, mucosal treatment with flagellin could
be considered as a therapy against pneumococcal pneumonia,
enhancing neutrophil infiltration and concurrently limiting in-
flammation, that merits further evaluation in clinical trials.

Besides PMN, several studies have also reported that T and
B lymphocytes, as well as natural antibodies, may play impor-
tant roles in the early control of pneumococcal pneumonia.
Kadioglu et al. showed that T lymphocytes accumulate in zones
of peribronchial inflammation at early stages of the immune
response and are involved in the defense against pneumococci,
since major histocompatibility complex (MHC) class II-defi-
cient mice lacking CD4™" T cells are more susceptible to infec-
tion than their wild-type counterparts (17, 18). Haas et al.
showed that CD19-deficient mice, which have impaired devel-
opment of Bla cells and impaired natural antibody production,
have increased susceptibility to pneumococcal infection
(12). However, as indicated by the results obtained in SCID
mice, neither T nor B cells are required for flagellin-induced
local and systemic clearance of bacteria. Taken together,
our results strongly suggest that changing the PMN dynamic
results in effective killing of pneumococci, even in the ab-
sence of B and T lymphocytes.

Our results also showed that TLRS signaling is required for
the protection induced by flagellin. In the airways, TLRS is
expressed by alveolar macrophages (30) and epithelial cells
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(16, 32, 33), suggesting that these resident cells may be key
players in the induction of protective innate defenses against S.
pneumoniae upon flagellin treatment. In line with this, recent
studies have suggested that the airway epithelium is the TLRS5-
activated tissue involved in chemokine production and PMN
recruitment in response to flagellated bacteria (10, 16). On the
other hand, murine neutrophils express TLRS (13, 45); thus,
TLRS signaling may also activate PMN directly and enhance
their S. pneumoniae killing capacity. Similarly, Lysenko et al.
established that heat-killed Haemophilus influenzae can specif-
ically increase the capacity of PMN to kill pneumococci in a
Nodl-dependent manner (22, 23). Based on this information
and our own results, we can postulate that the mechanism
behind the early PMN recruitment and protection induced by
flagellin most likely depends on soluble mediators produced by
nonhematopoietic cells, likely chemokines produced by epithe-
lial cells, and is independent of antibodies as well as of T and
B cells.

Besides the TLRS signaling activity, it has been shown re-
cently that flagellin can also engage the cytoplasmic sensor
IPAF/NLRC4 (11, 25, 26). However, since the mutant flagellin
used here is unable to signal through TLRS5 but still harbors
the motif involved in IPAF/NLRC4 signaling (26), we can
speculate that this pathway does not make a major contribu-
tion to the protective effect induced by flagellin treatment.

Current therapies for the prophylaxis and treatment of S.
pneumoniae infection have limitations in preventing or curing
pneumococcal disease (reviewed in references 4, 19, and 41);
thus, new strategies of immune intervention are still required.
Several reports (5, 7, 9) have shown that the administration of
bacterial lysates and whole heat-killed bacteria stimulates pro-
tective responses against infection. However, the undefined
nature of these preparations is usually a problem when design-
ing drugs for human use. Our results showed that local stim-
ulation with a single and well-characterized molecule, specifi-
cally flagellin, is sufficient for augmenting lung innate immune
defenses and controlling pneumococcal pneumonia, highlight-
ing the benefits of using microbe-associated molecular patterns
as the basis for developing antimicrobial therapies.
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Article 2

Airway epithelial cells regulate TLR5-mediated mucosal adaptive responses.

Van Maele et al., article en préparation.

Les agonistes TLR représentent d’excellents candidats adjuvants a la fois naturels et
quasi-universels. lls sont a lorigine de la réponse immunitaire contre de nombreux
pathogénes. En effet, la signalisation via les TLR stimule I'immunité innée et adaptative : elle
induit non seulement la production de cytokines pro-inflammatoires et molécules
anti-microbiennes, mais également l'activation des cellules T et B spécifiques d’antigénes.
L’activité adjuvante des TLR a principalement été étudiée dans les cellules immunitaires.
Parmi les hypothéses évoquées pour définir les mécanismes adjuvants des TLRs sur la
réponse adaptative, I'activation directe des CPA représente de loin celle qui est privilégiée
(Joffre et al., 2009). En effet, les CPA professionnelles les plus efficaces pour activer les
lymphocytes T et B naifs, a 'origine de la réponse adaptative sont les cellules dendritiques.

Au niveau des muqueuses, la barriere épithéliale compartimente les pathogénes et
par conséquent les agonistes de TLR, dans la lumiére du moins dans les phases précoces
d’interaction. De plus, il est admis que I'immunité muqueuse est compartimentée : une
réponse locale nécessite une administration par voie muqueuse des stimuli microbiens et
antigéniques. Dans le cas des muqueuses, I'activation directe des CPA par les agonistes
TLR est peu probable, car I'antigéne est séparé du compartiment systémique par la barriére
épithéliale (Figure 7). Les CPA intra-épithéliales sont les seules a méme de répondre
directement a un stimulation TLR. Par ailleurs, les cellules épithéliales représentent les
premieres sentinelles a faire face a I'agression microbienne (Fritz et al., 2008). Au contact
des agonistes TLR, les cellules épithéliales activent une réponse pro-inflammatoire et la
production de molécules anti-microbiennes, et participent ainsi directement a la défense
innée des muqueuses (Abreu, 2010).

Le but de cette étude a été de déterminer si 'immunité adaptative des muqueuses
dépendait d’'une compartimentation de la signalisation TLR (Figure 16). Pour cela, nous
avons utilisé la flagelline, agoniste de TLR5 qui induit une réponse muqueuse pulmonaire
aprés une instillation par voie intranasale. Les capacités immuno-stimulatrices ou adjuvantes
de la flagelline lui permettent d’augmenter la réponse immunitaire contre des antigénes
variés (Le Moigne et al., 2008; McDonald et al., 2007; Salman et al., 2009). En utilisant des
souris chiméres pour TLR5, nous avons mis en évidence la contribution des cellules
radiorésistantes du poumon dans l'effet adjuvant de la flagelline par voie nasale. Par une
approche transcriptomique sur le poumon entier, nous avons identifié une signature associée
a l'effet adjuvant. Cette signature est retrouvée dans les cellules radiorésistantes et plus
particuliéerement les cellules épithéliales bronchiques et alvéolaires de la souris ou de

’Homme. Cette étude montre que l'activité adjuvante des TLR dans les muqueuses peut étre
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indépendante du compartiment hématopoiétique et donc des CPA. La signalisation

épithéliale des TLR étant a l'origine de lactivité immuno-stimulatrice, nous proposons la

notion d’adjuvants épthéliaux de 'immunité.

TLR5
A )
Flagelline
)
-~ Y

3

Flagelline

Contribution des
trois modeéles

Figure 16 : Modéles d’activation de la cellule présentatrice d’antigéne dans les muqueuses.
Quatre modeles d’activation de la cellule présentatrice d’antigéne (CPA) sont possibles. (1) L’épithélium détecte la flagelline

dans la lumiére et transmet le signal de danger dans le compartiment interne. La flagelline active indirectement la CPA. (2) La

flagelline traverse la barriere épithéliale et active directement la CPA. (3) La flagelline active directement la CPA intra-épithéliale

depuis la lumiére. (4) Une contribution des différents modéles permet d’activer les CPA.
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Abstract

Adaptive immunity depends on activation of antigen-presenting cells (APC) like dendritic cells. In
lymphoid tissues, Toll-like receptors (TLR) that detect microbial signals are instrumental in the direct
APC stimulation. Most pathogenic microorganisms target the mucosal barriers and their dissemination
is circumvented by innate responses regulated by epithelial cells, the main sentinels within mucosa.
Here we addressed whether TLR stimulation of non-hematopoietic cells is required to initiate mucosal
adaptive immunity. Upon nasal administration of flagellin, lung radioresistant cells were sufficient for
promoting the TLR5-mediated T cell- and antibody-mediated immunity. The lung signature in response
to flagellin was limited to the broncho-alveolar epithelial compartment and was associated to the
production of a restricted set of mediators including the chemokine CCL20, known to promote APC
recruitment in mucosal tissues. Our results suggest that TLR-mediated signaling in epithelium is
sufficient to transmit activating signals to APC and initiate adaptive immunity. In conclusion, the
adaptive immune-enhancing effect of microbial signals on epithelial cells can be harnessed for

improving vaccines.



Introduction

The detection of pathogens by pattern
recognition  receptors  including  Toll-like
receptors (TLRs) is required for the ignition of
immune responses (1, 2). TLR detect
molecular motifs associated with the
microorganisms and eventually their
pathogenicity  called, microbe-associated
molecular pattern (MAMP). Immune or non-
immune cells like dendritic cells or epithelial
cells express TLRs, respectively (3). In
systemic compartment, antigen-presenting
cells (APC) like dendritic cells (DC) are the
main sentinels (4) (5). DCs are able to trigger
innate and adaptive immunity by producing
cytokines and chemokines and presenting
antigens to lymphocytes. Systemic activation
of adaptive immune response by LPS-TLR4 or
CpG-TLR9 does not require any contribution of
TLR-competent radioresistant cells but only
DC activation (6, 7). The actual dogma
specifies that direct detection of MAMPs by
APCs is absolutely necessary to functionally
activate the cells and enhance antigen-specific
adaptive immunity (6).

Most life-threatening pathogens target the
mucosal barriers and hosts need to rapidly
respond to circumvent their dissemination by
mucosal innate and adaptive immunity (8). In
this context, the epithelial cells covering
mucosa are the main sentinels involved in the
triggering of innate immunity by sensing
microbes through TLRs (9) (3. TLR5 detects
flagellins - the main protein of bacterial flagella
{Ramos, 2004 #1981). Flagella are key factor
for the colonization of mucosa and flagellins
are expressed by Dbacteria, particularly
pathogenic bacteria, in the gut, the lung and
the uro-genital tract. TLR5 stimulates MyD88-
dependent signaling cascade characterized by
the activation of the MAPK and NF-«B

pathway (1, 10). Flagellin activates TLR5
signaling in various epithelial cell lines from
intestine or respiratory tract, resulting in the
expression of  pro-inflammatory  genes
encoding cytokines or chemokines (11-16).
Upon translocation, flagellated bacteria or
flagellin trigger DC activation (17-23). DC-
mediated responses are characterized on the
one hand by the swift production of IL-17 and
IL-22 by CD3"9CD127" innate lymphoid cells
T cells (24) and on the other hand by the
activation of T cell- and antibody-mediated
immunity (22, 25) (18, 26). Thus, flagellin
triggers a mixed Th1-Th2 response in spleen
and Th17 response in the gut, which are
associated to 1I-12 p40 and IL-6 cytokine
secretion by DCs (22, 26-28).

We and other recently observed that TLR5
signaling in radioresistant lung cells is
sufficient to  trigger = compartmentalized
mucosal innate immunity, i.e. synthesis of
CXCL cytokines and recruitment of neutrophils
(29). Thus, nasal administration of flagellin
triggers TLR5-mediated protection against
Pseudomonas aeruginosa and Streptococcus
pneumoniae respiratory infection (30, 31). In
addition, TIr5” mice are more susceptible to
infections by mucosal pathogens such as
Salmonella typhimurium, Pseudomonas
aeruginosa or uropathogenic Escherichia coli
(21, 32-34). Besides, flagellin triggers the
transient epithelial expression of the DC-
specific chemokine CCL20 (also known as
MIP-3-alpha or LARC) that in turn attracts
immature DC precursors or monocytes (35,
36) (14) (11). Interestingly, Ccl20 expression in
Peyer’s patch epithelium is associated to sub-
epithelial positioning of DCs producing CCRG,
the CCL20-specific receptor and to induction of
mucosal adaptive immune responses (37, 38).
Using Ccr6” animals, Le Borgne et al. showed
that CCRG6-dependent APC recruitment is



required to trigger adaptive immunity using
microbial compounds as adjuvant for
subcutaneous route (39). Recruitment of APCs
by epithelial TLR5 signaling may therefore
represent the mechanism coupling innate to
adaptive immunity in mucosa. Flagellin is an
effective TLR5-dependent adjuvant for T cell-
mediated and antibody responses by various
routes of immunization (22, 25, 27, 40).
Mucosal administration of flagellin triggers
strong adaptive immune responses, especially
secretory IgG and IgA and serum antibodies
(27, 28, 41-43). Depending the studies, the
mucosal adjuvant properties correlated with
the capacity of flagellin to activate TLR5-
expressing DCs and/or epithelial cells (22, 28,
43).

However, it remains to be addressed whether
epithelial cells are sufficient to initiate an
adaptive response by transmitting inducible
danger signals to APCs or, whether they
regulate the response that has been initiated
by direct APC activation via TLRs. The ability
of local stromal cells, especially epithelial cells
to condition the development of adaptive
immunity in response to TLR signaling has
been reported. For instance, TLR-stimulated
epithelium provides signals to regulate DC
activation cells like TSLP (44). Similarly,
epithelial production of the B cell-specific
cytokines BAFF and APRIL is able to condition
antibody response to microorganisms (45, 46).
In vivo, several studies illustrated that stromal
cells and APC crosstalk to provide effective
adaptive responses upon TLR stimulation (19,
20, 47). Recently, Hammad et al. proposed
that epithelial cells are sufficient to drive T cell
responses in a TLR4-dependent stimulation of
the respiratory tract (48).

Here we addressed whether mucosal adaptive
immunity depends on TLR5-dependent
epithelial signaling. Using TIr5” chimera, we

showed that adaptive immunity to nasal
administration of flagellin requires TLR5-
expressing structural cells. Indeed, TLR5
expression in the hematopoietic compartment
was not associated to any mucosal response.
The transcriptional signature of lung response
to flagellin was recapitulated by bronchial and
alveolar epithelial cells. We therefore found
that airway epithelial cells are sufficient to
exclusively promote the TLR5-mediated
mucosal adjuvant effect. Our results suggest
that APC functional activation can be triggered
by TLR-independent mechanisms in a TLR-
dependent  epithelial  stimulation. These
findings provide further perspectives in the
development of new vaccine adjuvants.

Materials and Methods

Mice. Female C57BL/6J, C3H/HedJ, BALB/c or
NMRI mice (6-8 weeks old) were purchased from
Charles River Laboratories or Janvier (France) and
maintained in a specific pathogen-free facility in an
accredited establishment (#A59107, Institut Pasteur
de Lille; Transgenose Institute CNRS, Orleans).
Tir5-/- (49), Myd88-/- (50), backcrossed on
C57BL/6J genetic background as well as congenic
CD45.1 counterpart C57BL/6J-Ly5.1 were bred in
our animal facility. For most experiments, adult (6-
10 weeks old) animals were kept in ventilated
cages. All experiments complied with current
national and institutional regulations and ethical
guidelines.

Immunization and sampling. LPS-depleted
flagellin FIliC from Salmonella enterica Serovar
Typhimurium  (1pg) produced as described
previously (11, 42) or cholera toxin (CT) (1ug,
Sigma, USA), diluted in PBS were given by nasal
instillation in a volume of 20 pL under light i.p.
ketamine-xylazine (1.5 mg and 0.3 mg per 25g
animal body weight) or gazous isoflurane
anaesthesia (Belamont, France). We note that the
trancriptional activation is higher when isoflurane
anesthesia was used. The LPS concentration in
flagellin preparations was determined using the
Limulus assay (Associates of Cape Cod Inc., USA)
was less than 30 pg LPS per pyg of FIiC. When
specified, flagellin was treated for 1h at 37°C with
trypsin-EDTA  0.017%  (Invitrogen, USA) to
hydrolyze the protein, followed by heating at 70°C



for 1h to inactivate trypsin. As mock control, wild
type mice were administered with PBS. For most
immunization assays, mice were administered i.n.
with PBS + LPS-depleted ovalbumin (OVA) (20ug,
Sigma, grade VII, USA or endograde-OVA, Hyglos,
Germany) + flagellin FIiC (1ug) on days 1 and 21.
Broncho-alveolar lavages (BALs), MdLN, spleen
and serum were sampled on day 35 after
euthanasia using i.p. injection of 5mg Sodium
Pentobarbital (CEVA Santé Animale, France).

BALs were collected after the intra-tracheal injection
of 1ml PBS with Complete Protease Inhibitor
Cocktail (Roche, Switzerland) and clarified by
centrifugation. Blood samples were collected and
clotted at room temperature, with the serum then
being separated by centrifugation. Lung protein
extracts were prepared by homogenizing tissue in
T-PER Tissue Protein Extraction Reagent (Pierce,
USA) supplemented with protease inhibitors. All
samples were stored at -80°C prior to analysis.

Microarrays

A total of 6 microarrays by condition were realized
(6 PBS and 6 flagellin treated). Total RNA was
extracted and prepared for hybridization using
recommended  protocols  supplied by the
manufacturer (Applied biosystems, USA and
Affymetrix, X). Briefly for the 4 Applied Biosystems
microarrays, lung mRNA (2ug of total RNA) was
reverse transcript using a T7-oligo(dT) primer. The
double-stranded cDNA obtained, was purified and
converted to DIG labeled-cRNA by in Vvitro
transcription with incorporation of DIG-UTP. The
cRNA was purified, fragmented and hybridized to
Applied Biosystems mouse genome survey V2.0 for
16h. The microarray was washed and reveled by
conjugate-alkaline phosphatase-DIG-antibodies and
chemiluminescent substrat. The microarrays were
scanned with the Applied Biosystems 1700
chemiluminescent microarray analyzer. The data
were analyzed by Dr Arndt Benecke (IHES, France)
using the NeoNORM method. For the 8 Affymetrix
microarrays, the double-stranded cDNA was purified
and converted to cRNA by in-vitro transcription with
incorporation of biotinylated nucleotides. The cRNA
was purified, fragmented and hybridized to
Affymetrix GeneChip® Mouse Genome 430 2.0
Array. After, microarray were washed and stained
for scanning. Datas were analyzed by Dr David Hot
(Institut Pasteur de Lille, France) using the RMA
(Robust Multichip Average) method.

Bone marrow chimera. Recipient mice were
irradiated (1000-1500 rads) and reconstituted 2-to-

24h later with BM cells (4-20 x 10° cells i.v.). The
reconstituted mice were used at 3 months after
bone marrow transplantation. The degree of
chimerism for different hematopoietic-derived cells
type was assessed by measuring CD45.1 and
CD45.2 surface expression by leukocytes. The
protocol yielded more than 96% of reconstitution in
the blood; 90% for TIr5"= WT and 95% for
WT=TIr5" in lung

Flow cytometry analysis. Spleen and lung were
digested with collagenase IA (Sigma, 1 mg/ml) and
DNase | (Sigma 40ug/ml) during 10 and 20 min at
37°C respectively. Red cells from blood and spleen
samples were lyzed and isolated cells were filtered
(100um), washed three times and counted. 10° cells
were stained for MHCII-FITC, CD11c-APC, CD86-
PE, CD45.1-FITC or CD45.2-PE (Becton Dickinson
and eBioscience). After extensive washes, cells
were analyzed on a Becton Dickinson LSR analyzer
oron a BD FACSCalibur.

Analysis of antigen-specific antibody responses
Levels of OVA-specific or GP140-specific antibodies
in serum and BAL samples were assessed by
ELISA. Briefly, OVA (100ug per well in phosphate
buffer 0.2M pH 6.5) or GP140 was coated on
MaxiSorp microplates (Nalgen Nunc Int.,, USA)
overnight at 4°C. All microplates were washed with
PBS/Tween20 0.05% and then blocked with
PBS/Dry Milk 1% for 1h at room temperature. Serial
dilutions of samples were incubated for 1h at room
temperature before development. Biotinylated anti-
mouse IgG or IgA antibodies (Southern
Biotechnology Associates, USA), HRP-conjugated
streptavidin (GE Healthcare, USA) and 3,3'5,5'
tetramethylbenzidine (Becton Dickinson Bioscience,
USA) were used as development reagents. The
reaction was stopped by addition of H,SO4 and the
OD at 450nm was determined. The IgG titer was
defined as the reciprocal of the highest sample
dilution yielding an absorbance value of 0.1 OD and
was systematically compared with a reference
serum. Titers are given as geometrical means of
titers from individual mice.

Cytokine-specific ELISA

Cytokine and chemokines levels were measured in
serum, BALs, total lung or cell culture supernatant
using commercial ELISA kits : R&D Systems (IL-8,
CCL20, CXCL2), eBiosciences (IL-13, IFN-y, IL-4),
BD Biosciences (IL-12p40, IL-5, USA).

Gene expression



Total RNA from mouse microdissected or whole
lung, BAL or cultured cells was extracted with the
Nucleospin RNA Il kit or Nucleospin RNA XS kit
(Macherey Nagel, Germany). RNA was reverse-
transcribed with the High-Capacity cDNA Archive Kit
(Applied Biosystems, USA). The resulting cDNA
was amplified using SYBR Green- based real time
PCR or commercial TagMan assays (Applied
Biosystems). For high throughput analysis, Tagman
Low Density Arrays (Applied Biosystems) were
used. Analysis was carried out using Real Time
StatMiner software (Integromics). Relative mRNA
levels (2°') were determined by comparing (i) the
cycle thresholds (Ct) for the gene of interest and
Actb (ACt) and (ii) ACt values for treated and control
groups (AACt). Ct upper limit was fixed to 33 cycles.

Mouse primers

Target Forward Sequence Reverse Sequence

Actb CGTCATCCATGGCGAACTG GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGT
Ccl20 TTTTGGGATGGAATTGGACAC TGCAGGTGAAGCCTTCAACC
Cxcl1 CTTGGTTCAGAAAATTGTCCAAAA [CAGGTGCCATCAGAGCAGTCT
Cxcl2 CCCTCAACGGAAGAACCAAA CACATCAGGTACGATCCAGGC
1112b GCAAAGAAACATGGACTTGAAGTT |[CACATGTCACTGCCCGAGAGT
Tnf CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACA [CCTCCACTTGGTGGTTTGCT
Human primers

Target Forward Sequence Reverse Sequence

CCL20 CCAAGAGTTTGCTCCTGGCT TGCTTGCTGCTTCTGATTCG
H3.3 AGACTGCCCGCAAATCGAC CTTGCGAGCGGCTTTTGTA

IL8 CACCGGAAGGAACCATCTCA GGAAGGCTGCCAAGAGAGC
TNF CCCAGGCAGTCAGATCATCTTC  |GGTTTGCTACAACATGGGCTAC!
TNFAIP3 |TCGTCTTGGCTGAGAAAGGG GAGGTGGAATGGCTCTGGC |
ZFP36 GGCCGACACCCCTCATG AGGCTCTCGTAGATGGCAGTCA|

Laser microdissection. Whole lung were rinsed
with ice chilled PBS and fixed overnight at 4°C in a
solution containing 300g sucrose, 5g ZnCl,, 6g
Zn(0O2CCH3)2(H20)2, 0.1g Ca(O2CCH3)2 in 1L of
0.1M Tris-HCI pH7.4. Tissues were subsequently
embedded in freezing medium OCT compound
(Sakura) and frozen. 20um sections were mounted
on Leica slides for microdissection (Leica
Microsystems, Wezlar, Germany), stained with
cresyl violet as manufacturer procedure (Ambion).
Using a LMD microscope AS LMD (Leica
Microsystems), epithelial layer of bronchi or alveolar
regions were cut out from slides and samples were
collected into RNA lysis buffer.

Cell Culture. The normal human bronchial epithelial
cell line BEAS-2B and the human bronchial
epithelial cell line 16HBE were provided by Dr P.
Gosset (Institut Pasteur de Lille, France). BEAS-2B
cells were grown in complete human normal
epithelial cell culture medium (C-21160, Promocell
GmbH, Germany). 16HBE was grown in DMEM
medium with 5% FCS. The human carcinoma
alveolar epithelial cell line A549 (pneumocyte II)
was grown in DMEM/F12 medium with 10% FCS,
HEPES 10mM, Sodium Pyruvate 1mM, non-
essential amino-acid 1X (Invitrogen, XX). The cell
was maintained with penicillin  (100U/ml) and

streptomycin (100U/ml) (Invitrogen, XXX) at 37°C in
a 5% CO; atmosphere. At confluency, in a 24-well
plate, cells were stimulated with 1-10ug/ml flagellin,
ultrapure LPS (10pg/ml) from Escherichia coli
(serotype O111: B4, Invivogen, Toulouse, France),
phosphorothioate CpG oligonucleotide (50ug/ml, 5'-
TCCATGACGTTCCTGATGCT-3), poly(I-C)
(10ug/ml) or Pam3CSK4 (10ug/ml), and assessed
for RNA or protein level.

Statistical analysis

Statistical differences were analyzed using the
Mann-Whitney test and were considered to be
significant for p values <0.05. Unless otherwise
specified, results are expressed as arithmetic
means + standard deviation. The Limma test with
Benjamini-Hochberg FDR  correction for high
throughput PCR were used.

In situ hybridization

It was performed as previously described (51).
Briefly CCL20-specific *°S -labeled riboprobes were
synthesized from a plasmid vector pKS containing
full coding region. Paraformaldehyde-fixed frozen
sections were protease-treated, washed and the
slides were hybridized at 45°C overnight with a
labeled probe at 2x10° cpm/10mL. After RNase
treatment and washes, the radioactive probe bound
to tissue section mRNA specific for CCL20 was
detected by 2-4 weeks exposure to emulsion
autoradiography using NTB-2 emulsion (Eastman
Kodak Co.). As negative control, antisense probe
was used.

Results

Early mucosal TLRS signaling stimulates
local and systemic adaptive responses

Previous studies show that the TLRS agonist
flagellin carries adjuvant properties to co-
administered antigens when delivered by the
respiratory route in mice (27, 28, 42, 43, 52).
Here we defined the nature and the magnitude
of the antibody and T cell response stimulated
via intranasal route by the S. Typhimuirum
flagellin FliC using ovalbumin (OVA) as a
model antigen (Fig.1 and supplementary
Fig1A-C). We found that flagellin like cholera
toxin (CT) the gold standard mucosal adjuvant
significantly potentiated the systemic and local
antibody response in mice. OVA-specific



antibody levels were increased about 100-fold
for IgG in broncho-alveolar lavages (Fig.1 and
Supplementary Fig.1) and 10-fold for secretory
IgA (data not shown). In serum, levels of
antigen-specific IgG1 were increased more
than 100-fold (Fig.1B and Supplementary
Fig.1B) whereas IgG2a or IgG2c production
was not notably affected (data not shown).
Such isotype pattern is characteristic of Th2-
biased responses. To further examine the Th
response, cells from mediastinal lymph nodes
(MdLN) of immunized animals were activated
in vitro with OVA (Fig.1 and Supplementary
Fig.1). In agreement with antibody pattern, the
OVA-specific response potentiated by flagellin
was characterized by the production of Th2-
specific interleukines IL13 and IL-5 but also the
Th1-specifc cytokine IFN-y. These findings
support the idea that flagellin activity on
mucosa enhances a mixed Th1-Th2
lymphocyte differentiation as well as IgA and
IgG release in secretions, a feature of mucosal
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A
2500 2500
2000
2000
= 1500 -
S 450 S 1500
g &
g 400 2 1000
= 350 =
200 500
250 " 0 -
PBS flagellin CT PBS flagellin CT
B C
107 106
= — ~
£ 108 E 105
2
= 108 s
o o 10
o 104 <
o & 10°
5 100 2
g g 102
g 102 2
< < o
5 10" 3 10
10° 10°

PBS flagellin CT PBS flagellin CT

Figure 1: Mucosal administration of TLR5 agonist
stimulates mucosal and systemic adaptive immunity.
C57BL/6 mice (n=6) were immunized i.n. at days 1 and 21
with ovabumin (OVA) supplemented with phosphate buffer
saline (PBS), flagellin or cholera toxin (CT). (A,
OVA-specific T cells response. Mediastinal lymph node
cells were collected at day 10 and stimulated 72h with
OVA and OVA-specific cytokines levels in supernatant
were determined by ELISA. (B, C) OVA-specific antibody
response. Serum (B) and broncho-alveolar lavages (C)
were collected at day 35 and levels of OVA-specific IgG1
and IgG were determined by ELISA. Results are
expressed as mean + SD. Statistical significance (P <0.05)
was assessed by Mann and Whitney test compared to the
PBS group.
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Supplementary Figure 1: Adjuvant effect of flagellin is
independant of mice strain or antigen.

BALB/c mice (n=6) were immunized i.n. at days 1 and 21
with ovabumin (OVA) supplemented with phosphate buffer
saline (PBS), flagellin or cholera toxin (CT). (A)
OVA-specific T cells response. Mediastinal lymph node
cells were collected at day 10 and stimulated 72h with
OVA and OVA-specific cytokines levels in supernatant
were determined by ELISA. (B, C) OVA-specific antibody
response. Serum (B) and broncho-alveolar lavages (C)
were collected at day 35 and levels of OVA-specific IgG1
and IgG were determined by ELISA. (D, E) GP140-specific
antibody response. NMRI mice (n=6) were immunized i.n.
at days 1 and 21 with GP140 supplemented with PBS or
flagellin (1pg). Serum (D) and broncho-alveolar lavages
(E) were collected at day 35 and levels of GP140-specific
IgG were determined by ELISA. (A-C) Results are
expressed as mean = SD, (D, E) antibody titer of each
animal is represented individually and geometric mean are
note with a line. Statistical significance (P <0.05) was
assessed by Mann and Whitney test compared to the PBS

group.

The flagellin mucosal activity on adaptive
immunity was independent of genetic
backgrounds and antigen since BALB/c,
C3H/HedJ or outbred animals (NMRI) were able
to mount such response against OVA or the
HIV-derived recombinant GP140 protein
(Supplementary Fig.1-2). As expected, the
adjuvant effect of flagellin was found depend
on MyD88 but not TLR4 (Supplementary
Fig.2). In contrast, cholera toxin enhanced
adaptive immune responses independently of
these factors.
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Supplementary Figure 2: Flagellin-specific mucosal
responses are MyD88-dependent but TLR4-
independent.

MyD88-deficient mice (n=3-5) (A) and C3H/Hed mice
(LPS-hyporesponsive) (n=4) (B) were immunized i.n. at
days 1 and 21 with Ovabumin (OVA) supplemented with
phosphate buffer saline (PBS), flagellin or cholera toxin
(CT). Sera were collected at day 35 and levels of OVA-
specific IgG were determined by ELISA. Results represent
the mean absorbance = SD of 180-fold dilution of serum.

Flagellin activates a gene expression
program specific for regulated mucosal
immune responses

TLR signaling is characterized by a swift and
strong transcriptional activation. Variations in
particular transcripts might reflect changes in
the immune activity of the respiratory tract. To
get further insights in the mechanisms of
mucosal adjuvant effect, we perform
microarrays analysis on lungs from C3H/HeJ
animals that were stimulated with flagellin for
1h, a short period that minimize any effect of
tissue remodeling by immune cell infiltrates
(Fig.2). Analysis revealed 34 genes for which
expression is upregulated by flagellin
treatment (Supplementary table 1), no gene
was down-regulated 1h post-instillation. The
flagellin-mediated lung response is enriched
for genes that are associated with immunity,
particularly those that encode chemokines,
cytokines, and innate immunity receptors. The
second group of genes consists almost entirely
of those encoding transcriptional activators
and negative regulators of innate signaling.
NF-kappaB is an important regulator of TLR-
mediated responses that has to be controlled
in a timely manner since excessive or
sustained signaling can cause tissue damage.
The third group of genes induced by flagellin
treatment encodes factors involved in cell
differentiation or repair. This set of genes may
limit lung damages caused by cellular

infiltration or inflammation. A few genes with
uncharacterized function or sequence coding
for putative genes were also upregulated in our
model. These sequences need further
investigations to define their contribution in the
flagellin-mediated lung responses. The
microarray results were validated by qPCR
genes expression analysis and the correlation
(R2=0.8892) was highly significant (Fig.2).
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Figure 2: TLR5 activation promotes an early and
transient lung pro-inflammatory signature.

C3H/HedJ mice (A, B) or C57BL/6 mice (C) (n=4-8) were
treated i.n. with PBS or flagellin (1pg). (A, B) Total lung
RNA were extracted 1h later and processed for
hybridization on microarrays or gPCR analysis. (A)
Classification by biological function of genes differentially
expressed after flagellin treatment. (B) Correlation
between microarrays signal intensity (logQ) and gqPCR
results (-AACT). (C) Kinetic analysis of transcription.
Genes identified with the microarrays analysis are
analyzed in a time-dependent manner. For gPCR
normalization, the gene Actb was used and results are
expressed as mean.

As expected, the pulmonary transcriptional
response to flagellin was independent of
genetic background (Supplementary Fig.3).
Indeed, the same gene expression pattern was
found in C3H/HedJ, BALB/C, C57BL/6 or NMRI
mice. Furthermore this response is dependent
on MyD88 signal and NF-xB activation
(Supplementary Fig.3).
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Supplementary Figure 3 : Features of transcriptional
response to flagellin.

Mice (n=3-4) were treated i.n. with PBS or flagellin (1ug).
Ccl20 (black bar) and Cxcl2 (grey bar) -specific mRNA
levels in lung were defined 2h later by qPCR. (A) C57BL/6
mice were treated with PBS, ovalbumin, trypsined-flagellin,
flagellin or cholera toxin. (B) Response from C57BL/6,
BALB/C, C3H/Hed or NMRI mice. (C) Response from
C57BL/6 and Myd88-/- mice. Results are expressed as
mean = SD relative to PBS group. (D) Flagellin-mediated
NF-xB activation in mucosa. NF-kB-luciferase mice (n=7)
were treated with PBS (open circle) or flagellin (1pg) (black
circle). The luciferase activity was assessed in lung 3h
later. Results represents the relative luminescence unit by
lung in each mouse.



Applied Biosystems Affymetrix Real Time PCR
Gene symbol Gene Name Probe ID logQ D T TAACT
3300001A09Rik RIKEN cDNA 3300001A09 gene 446574 1,46 1453326_at 0,87 1,6
4833414E09Rik RIKEN cDNA 4833414E09 gene 577596 -0,02 1430183_at 0,52 1,2
8430408G22Rik (Fseq) |RIKEN cDNA 8430408G22 gene (fat specific) 632184 1,24 1433836_a_at 0,65 12
1433837_at 0,78
Areg amphiregulin 915752 1,30 1421134 _at 1,35 1,6
Atf3 activating transcription factor 3 576652 2,33 1449363_at 2,84 2,2
Btg2 B-cell translocation gene 2, anti-proliferative 732315 0,76 1416250_at 1,02 ND
1448272_at 1,12
Ccl20 chemokine (C-C motif) ligand 20 354686 2,29 1422029_at 3,90 6,2
Ccl3 chemokine (C-C motif) ligand 3 852613 1,27 1419561_at 1,50 1,7
Cecrl2 chemokine (C-C motif) receptor-like 2 454482 1,10 1427736_a_at 0,92 ND
Csf2 colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage) 596035 1,15 1427429_at 1,77 0,7
Cxcl1 chemokine (C-X-C motif) ligand 1 759375 6,15 1457644 _s_at 4,67 6,2
1419209_at 5,29
1441855_x_at 2,14
Cxcl10 chemokine (C-X-C motif) ligand 10 930152 0,76 1418930_at 1,38 1,3
Cxcl2 chemokine (C-X-C motif) ligand 2 314329 5,37 1449984 _at 4,62 55
Egrt1 early growth response 1 524988 1,74 1417065_at 1,80 ND
Egr2 early growth response 2 932668 0,62 1427683_at 1,02 ND
Fos FBJ osteosarcoma oncogene 463565 1,54 1423100_at 1,36 ND
Gadd45b growth arrest and DNA-damage-inducible 45 beta 612691 1,38 1450971_at 0,97 1,2
1449773 _s_at 1,08
Gdf15 growth differentiation factor 15 786761 2,75 1418949_at 2,25 3.2
ler2 immediate early response 2 332032 1,56 1416442_at 1,46 ND
ler3 immediate early response 3 905471 1,16 1419647_a_at 1,00 ND
Ma interleukin 1 alpha 595893 0,97 1421473 _at 1,73 2,5
Jun Jun oncogene 534427 1,09 1417409_at 0,89 0,5
1448694 _at 0,66
Junb Jun-B oncogene 631627 1,62 1415899 _at 1,96 1,3
Maff v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene family, protein F (avian) | 380532 0,99 1418936_at 1,14 ND
Nfkbia nuclear factor of kappa light chain gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha 635842 1,25 1448306_at 1,29 1,4
1449731_s_at 1,13
1420088 _at 0,51
1438157_s_at 0,91
1420089_at 0,77
nfkbiz nuclear factor of kappa light chain gene enhancer in B-cells inhibitor, zeta 482937 2,75 1417483 _at 3,24 2,3
1448728 _a_at 3,42
1457404 _at 1,29
Osgin1 oxidative stress induced growth inhibitor 1 516182 1,44 1424022_at 0,85 ND
Phida1 pleckstrin homology-like domain, family A, member 1 674723 1,38 1418835_at 1,48 ND
Tir2 toll-like receptor 2 824050 0,44 1419132_at 0,59 ND
Tnf tumor necrosis factor 381078 5,07 1419607 _at 2,74 4,6
Tnfaip3 tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 303607 1,95 1433699 _at 2,35 2,2
1450829_at 2,29
Zfp36 zinc finger protein 36 641341 1,78 1452519 a at 1,73 1,6
Pathway Referenced | Observed | Expected | +/-| P value
Inflammation mediated by cytokine and chemokine signaling pathway 300 16 4.12| + | 5.78E-06
T cell activation 131 9 1.8] + [1.03E-04
Apoptosis signaling pathway 134 8 1.84| + |6.19E-05
Toll receptor signaling pathway 60 5 0.82| + |1.58E-03
TGF-beta signaling pathway 153 6 21| + | 2.02E-02
B cell activation 91 4 1.25[ + |3.81E-02
Unclassified 21177 273 291.14| - | 1.55E-03

Supplementary Table 1: Flagellin-dependent gene expression in lung.
Microarray signals (Log>Q or M) and qPCR (-AACT) gene expression data from lung of C3H/Hed mice (n=6) treated i.n. with
flagellin (1pg) for 1h and normalized to PBS-treated animals. Molecular pathways activated by a flagellin treatment. ND= not

determined.



According to the microarrays results, we
investigated the lung response to flagellin in a
time-dependent manner. We treated C57BL/6
mice with 1ug of flagellin. At different time
point, we determined the relative gene
expression level in lung (Fig.3A) and the
protein level in lung (Fig.3B) and BAL (Fig.3C)
of two representative chemokines CXCL2 and
CCL20. We observe a rapid expression of
mRNA with a global maximum at 2h and a
rapid production of the chemokines with a
global maximum at 6h. This expression is
intense (350 and 30ng/ml for CCL20, 550 and
8ng/ml for CXCL2, relative RNA level and
protein concentration in lung respectively) but
transient to return at steady state at 24h. This
result are consistent with the fact that the
regulation of the early innate response is
primordial for an effective immunity. This
typical TLR signature is found for all the genes
revealed by the microarrays analysis (Fig.2C).
Interestingly, after a flagellin exposition, the
lung tissue is tolerant to an another activation
of TLR5 in a 24h window (Supplementary
Fig.4). This observation correlates with the
transcriptional pattern of flagellin response
(Fig.2C) and this effect is probably the
consequence of the production of regulatory
factors of TLR5 signaling cascade like IkBa or
A20.

m Ccl20 3 Cxcl2
T

Relative mRNA level

0+2 642 1042 24+2
Time (h)

Supplementary Figure 4 : TLR5-mediated flagellin
response induces tolerance to a secondary
stimulation.

At t=0, C57BL/6 mice (n=3 per group) were treated with
flagellin (1pg) or PBS. At indicated time, mice were re-
stimulated for 2h with flagellin or PBS and lung were
sampled for mMRNA analysis. Results were normalized with
each +2h PBS group. Ccl20 (grey bars) and Cxcl2 (black
bars)-specific mMRNA level were determined by gPCR with
Actb normalization. Results are express as mean * SD.
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Figure 3: Time course analysis of pulmonary CCL20
and CXCL2 response to flagellin.

C57BL/6 mice (n=4-6) were treated i.n with PBS or
flagellin (1pg). At indicated times, lung gene expression
(A) and chemokine levels in lungs (B) or broncho-alveolar
lavages (BAL) (B) were analyzed. Results are expressed
as mean + SD for mMRNA and mean + SEM for proteins.

Flagellin-mediated @ mucosal  immunity
requires radioresistant cells

We hypothesized that the immune responses
to flagellin are mainly mediated by the
epithelium. In other word, the epithelium
detects the flagellin (danger signal) and
promotes the adaptive response to flagellin. In
order to improve this model, we generated
bone marrow chimera mice for TLRS5.
Irradiated wild type (WT, C57BL/6J) and TLR5-
deficient mice were reconstituted with bone
marrow cells from WT or TLR5-deficient mice
to obtain TIr5"—WT and WT—TIr5” chimera.
We tested the

hematopoietic compartment of TIr5"—=WT

responsiveness  of

chimera (Supplementary figure 5). Mice were
treated i.p. with PBS, flagellin or LPS for 16h
and the activation of dendritic cells (increase of
CD86 marker) was determined in spleen. Our
results show an activation of DC by the LPS
treatment but not by flagellin (supplementary
Fig.5A). Same results were obtained in



MyD88” —WT
hematopoietic cells of TiIr5

chimera.
/-

Although the
—WT were unable
to respond to flagellin, the mucosal adjuvant of
properties of flagellin were not altered (Fig.4A
and Supplementary Fig.5B, C). These data
showed that flagellin significantly induces a
systemic and local ova-specific IgG1 response
in chimera TIr5">WT (mice with a TLR5-
expressing radio-resistant compartment). The
same result was observed for the
transcriptional response to flagellin (Fig. 4B-C).
Altogether, our results suggested that
radioresistant cells are crucial to establish the
innate and adaptive immune response to
flagellin in lung mucosa.
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Figure 4: Flagellin-mediated immunity only requires
TLR5-responsive radioresistant cells

C57BL/6 (WT) — Tir5-/- and TIr5-/- > WT bone marrow
chimera mice were immunized i.n. at day 1 and 21 with
ovalbumin (OVA) supplemented with PBS or flagellin
(1pg). (A) OVA-specific antibody response. Serum and
broncho-alveolar lavage (BAL) were collected at day 35
and levels of OVA-specific 1IgG1 were determined by
ELISA. (B) Radioresistant cells-specific expression of
Ccl20 and Cxcl1. At day 35 C57BL/6 (WT), Tir5-/- and
chimera mice were treated i.n. for 3h30 with PBS or
flagellin (1pg). Ccl20 and Cxcl/T mRNA levels in lung was
determined by qPCR with Actb normalization. (C) Lung

transcriptional signature after instillation of flagellin.
Chimera mice were treated i.n. for 1h with PBS or flagellin
(1ug). mRNA levels are expressed relative to each PBS
group. Results are expressed as mean + SD. In C, all
genes display p<0.05 in Limma test (except genes
indicated by ns).
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Supplementary Figure 5 : Radioresistant cells are
essential for adjuvant effect of flagellin.

(A) Chimera mice do not response to i.p. flagellin
administration. C57BL/6 (WT) — WT, Myd88-/- - WT and
Tir5-/- > WT bone marrow chimera mice were treated i.p.
with PBS, flagellin (1pg) or LPS (1pg). 16h later, spleen
dendritic cells (CD11c” MHCII") activation was assessed
by flow cytometry. (B, C) OVA-specific antibody response.
C57BL/6 (WT) - WT, Myd88-/- - WT and TIr5-/- > WT
bone marrow chimera mice were immunized i.n. at day 1
and 21 with ovalbumin (OVA) supplemented with PBS,
flagellin (1pg) or cholera toxin (CT) (1ug). Serum (B) and
broncho-alveolar lavage (C) were collected at day 35 and
levels of OVA-specific IgG1 were determined by ELISA.
Antibody titer of each animal is represented individually
and geometric mean are note with a line.

Bronchial epithelial cells as the major
source of Ccl20

The lung mucosa is mainly constituted by
structural cells (epithelial cell) and resident
immune cells like macrophages. To analyze
the responsiveness of macrophages to
flagellin, we stimulated naive pulmonary and



alveolar macrophages (expression of F4/80)
with various TLR agonists and determined the
IL-12 p40 production in supernatant (Fig.5A).
Alveolar macrophages responded to TLR9
(CpG), TLR4 (LPS) and TLR3 (poly(I-C))
stimulation. Pulmonary
responded only to LPS. Interestingly, lung

macrophages were not activated by in vitro

macrophages

flagellin stimulation. To excude the role of
TLR5 signaling in mucosal immune cells, we
collected BALs cells from mice stimulated with
flagellin or LPS (Fig.5B). BAL cells expressed
low levels of Cc/20, Tnf and /[12b mRNA in
response to flagellin or LPS i.n. administration.
These results suggested that the structural
cells, especially epithelial cells, are the main
sentinels involved in the establishment of
innate and adaptive lung immunes responses
to flagellin.

Lung epithelium can be divided in two
compartments: the bronchial epithelium and
the alveolar epithelium. In order to define
which epithelium respond to flagellin, we
isolated by laser microdissection the bronchial
epithelium and the alveolar compartment
(including epithelial , endothelial and other
structural cells). C57BL/6 mice were instillated
with flagellin, and lung and BAL cells were
sampled at 2h. In addition, lung was processed
for laser microdissection. Cc/20 mRNA levels
of bronchial epithelium and alveolar
compartment were determined by qPCR.
(Fig.4d). We observed that Ccl20 is essentially
expressed by bronchial epithelium compared
to whole lung expression level. Alveolar
compartment or BAL cells contributed only at a
minor part to the lung immune response. The
same observations were done in the intestine
(Supplementary  Fig. 6). Indeed, the
administration of flagellin into ileum lumen,
induced Ccl20 transcription in enterocytes.
These results supported the hypothesis in
which epithelium plays a unique role in
transduction of microbial signals from the
lumen to the APC located in the internal
compartment, in order to enhance the
appropriate adaptive response. Indeed, CCL20

could contribute to the recruitment of immune
cells like dendritic cells.

The normal human bronchial epithelial cell line,
BEAS-2B was stimulated for 2h with flagellin.
Pro-infammatory gene expression was
analyzed by qPCR (Fig.5D). The bronchial cell
was highly responsive to flagellin as described
with microdissected lung (Fig.5C). Not only
CCL20 but also IL8 (CXCL8), TNF, A20 and
ZFP36 genes were upregulated in flagellin-
treated group. Similar results were obtained
with the bronchial epithelial cell line 16HBE
whereas the alveolar epithelial cell line A549
showed a lower response to flagellin treatment
(supplementary Fig.7). We observed the same
kinetic of CCL20 expression and IL-8 secretion
than in the mouse model. These results
suggested that
recapitulates the lung response and that this

bronchial epithelium

compartment exclusively drives the adaptive

immunity.
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Figure 5 : Lung epithelial cells respond to flagellin

(A) Airways macrophages response to in vitro TLR agonist
stimulation. Alveolar macrophages from BAL or pulmonary
macrophages from lung of naive C57BL/6 mice (n=6) were
stimulated for 72h with PBS, flagellin (10pg/ml), CpG
(50pg/ml), LPS (10pg/ml), poly(I-C) (10pg/ml) or
Pam3CSK4 (10ug/ml). Concentration of p40IL-12 in
supernatant was defined by ELISA. (B, C) C57BL/6 mice
were treated i.n. for 2h with flagellin (1ug) or LPS (1ug).
(B) Pro-inflammatory gene expression of BAL cells was
analyzed by gPCR. (C) whole lung were prepared for laser
microdissection.  Ccl20-specific-mRNA level in each
enriched lung compartment (bronchi and alveoli) and BAL
cells was determined by qPCR. For the normalization, the
Actb gene expression was used. (D) Activation of human
bronchial epithelial cells after flagellin treatment. Normal
bronchial epithelial cell line BEAS-2B was treated for 1h
with flagellin (1pg/ml). Total cell RNA was extracted and
pro-inflammatory gene expression analyzed by qPCR with
a H3.3 normalization. Results are expressed as mean *
SD.
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Supplementary Figure 6 : Intestinal epithelium

responds to apical exposure of flagelllin.

Ovalbumin as a control protein or flagellin (100 ug) were
injected for 2h in ileal ligatured loops of C57BL/6 mice
(n=3). (A) mRNA level of Cc/l20 was measured in total
ileum by qPCR. (B) Ccl20-specific in situ hybridization.
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Supplementary Figure 7 : Bronchial and alveolar
epithelial cells respond transiently to flagelllin.

Human bronchial epithelial cell line 16HBE or BEAS-2B
and human alveolar epithelial cell line A549 were
stimulated with 1pg/ml of flagellin. (A) 16HBE and A549
cells were treated for 1h and proinflammatory gene
expression was analyzed by qPCR. (B) At indicated time,
CCL20-specific gene expression of BEAS-2B cells was
defined by qPCR. (C) BEAS-2B cells were treated for 24h
and IL-8-specific protein level was determined by ELISA.
Results are expressed as mean + SD.

Discussion

See general discussion of the thesis
manuscript.
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Résultats complémentaires de I'article 2

Nos résultats indiquent que I'effet adjuvant de la flagelline par administration nasale
dépend des cellules structurales radiorésistantes, plus particulierement les cellules
épithéliales. L’épithélium joue donc le rdle de relais du danger microbien du compartiment
externe vers les acteurs de 'immunité adaptative du compartiment interne.

Des études complémentaires préliminaires ont donc été réalisées afin de poursuivre
la caractérisation des mécanismes a l'origine des réponses adaptatives dépendantes de
'administration nasale de flagelline. Ces investigations ont eu pour but (1) l'identification des
cellules présentatrices d’antigénes au sein du tissu pulmonaire et des ganglions associés et
(2) la recherche des acteurs moléculaires nécessaires au recrutement et/ou a l'activation

indirecte de ces cellules présentatrices d’antigénes.

La flagelline induit un recrutement de neutrophiles et de monocytes dans le
tractus respiratoire.

Seize heures aprés une administration intranasale de flagelline, nous avons analysé
par cytométrie en flux les cellules recrutées au sein des 2 compartiments du tractus
pulmonaire : le lavage broncho-alvéolaire (LBA) et le parenchyme (poumon). Dans un
premier temps, nous avons observé que le LBA et le poumon étaient massivement infiltrés
par des neutrophiles (CD11b*Gr1%). Ce résultat confirme les observations faites par plusieurs
équipes de recherche (Feuillet et al., 2006; Honko et Mizel, 2004) (Janot et al., 2009)
(Didierlaurent et al., 2008). Le marqueur Gr1 représente les molécules de surface Ly6C et
Ly6G qui sont retrouvés sur les monocytes et les neutrophiles. Pour discriminer ces 2
populations, la caractérisation des neutrophiles (CD11b'Ly6C*Ly6G") et des monocytes
(CD11b*Ly6C*LYy6G™) a donc été entreprise (Figure 17A-B). Nous avons observé un
recrutement intense de neutrophiles dans le LBA (~100 fois entre les animaux contrdles et
traités) et dans le poumon (~8 fois). De fagon similaire, le nombre de monocytes dans le LBA
et le poumon a été augmenté ~100 et ~2 fois par le traitement a la flagelline. En revanche,
aucun recrutement significatif de cellules dendritiques n’a pu étre trouvé (Figure 17C). Ces
résultats suggérent que la réponse dépendante de TLR5 mobilise principalement des

neutrophiles et des monocytes dans le tissu pulmonaire.
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Figure 17: recrutement cellulaire induit par la flagelline dans le tractus respiratoire.

Des souris C57BL/6 (n=2-3) ont été administrées par voie intranasale avec du PBS ou de la flagelline (1ug). Le lavage
broncho-alvéolaire et les poumons ont été prélevés 16h aprés le traitement et le recrutement analysé par cytométrie en flux. (A
et B) Analyse des neutrophiles et des monocytes. L’expression de Ly6C et Ly6G sur les cellules CD11b" du lavage broncho-
alvéolaire (A) et du poumon (B) a été analysé. (C) Analyse des cellules dendritiques. L'expression de CD11c et MHCII a été
analysé sur les cellules F4/80™° (pour exclure les macrophages). Le pourcentage et le nombre absolu de chaque type cellulaire

sont indiqués sous chaque graphique. Les valeurs correspondent a la moyenne = I'écartype.
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La flagelline mobilise les monocytes inflammatoires au niveau local et
systémique.

Des études chez la souris ont mis en évidence dans le sang deux populations de
monocytes en utilisant les marqueurs discriminants Ly6C et CX3;CR1 (récepteur de la
chimiokine CX3;CL1 ou fractalkine) (Geissmann et al., 2003). Ainsi, Les monocytes
"résidents" CX3CR1+Ly6C"int ont principalement un réle dans [I'homéostasie des
macrophages alors que les monocytes inflammatoires CX3CR1'Ly6C* sont mobilisés lors
d’infections ou d’inflammations (Auffray et al., 2009). Nous avons donc étudié la distribution
de ces 2 populations de monocytes dans le sang et le poumon (Figure 18). Dans ce but, des
souris chiméres Cx3cr1-EGFP=->C57BL/6J ont été utilisés pour suivre les cellules exprimant
CX3CR1. Nous avons ensuite évalué si la flagelline administrée par voie intranasale
modifiait les populations de monocytes résidents vs inflammatoires dans le sang et le
poumon. Dans le sang, nous avons observé une augmentation de prés de 5 fois de la
fréquence des monocytes inflammatoires CX3CR1*Ly6C", aprés avoir exclus les neutrophiles
de l'analyse alors que la population de monocytes résidents ne semblait pas changée. Dans
le poumon, la méme tendance a été observée. L’administration par voie intra-nasale de
flagelline augmente donc la fréquence en monocytes inflammatoires dans le sang et le
poumon.

Les monocytes inflammatoires sont capables de capturer des antigénes et de se
différencier en CPA de type inflammatoire en particulier sous I'effet du GM-CSF et de I'lL-4
(Auffray et al., 2009). Ces cellules expriment alors a leur surface des molécules de co-
stimulation (CD86) ainsi que le CMHII. Nous avons trouvé que la flagelline augmente le
nombre de monocytes inflammatoires (CX3CR1°Ly6C") exprimant CD86 et MHCII dans les
ganglions médiastinaux qui drainent le poumon. Ces cellules pourraient représenter les CPA

a l'origine de I'effet adjuvant.
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Figure 18 : Recrutement des monocytes inflammatoires en réponse a la flagelline.

Des souris chiméres (Cx3cr1-EGFP > C57BL/6) (n=2-3) ont été administrées par voie intranasale avec du PBS ou de la
flagelline (1ug). Le sang (A), les poumons (B) et les ganglions médiastinaux (C) ont été prélevés 16h aprés le traitement, et le
recrutement cellulaire analysé par cytométrie en flux. (A et B) Les différentes populations monocytaires. La séparation est

neg

réalisée par les marqueurs Ly6C et CX3CR1 sur une population CD11b+Ly6G (pour exclure les neutrophiles). (C) Activation

des monocytes inflammatoires. L’activation des cellules CX3CR1*Ly6C"a été déterminé par les marqueurs CD86 et CMHII. Les

valeurs correspondent a la moyenne des pourcentages.

79



A la recherche des facteurs épithéliaux nécessaires a I’effet adjuvant.

Les facteurs épithéliaux responsables de I'activation de la réponse adaptative en
réponse a la flagelline devraient participer au recrutement et a I'activation des CPA. Dans
cette premiére approche, nous nous sommes intéressés aux chimiokines connues pour
recruter les monocytes et les cellules dendritiques ou leurs précurseurs monocytaires.
Comme décrit dans la figure 3 de l'article 2, la flagelline administrée par voie intra-nasale,
active rapidement mais de fagon transitoire la production de CCL20. Cette chimiokine a été
initialement décrite pour son activité sur les cellules dendritiques (Dieu 1998 ; Dieu-Nosjean,
2000 ; Sierro 2001). Pour étudier la contribution de CCL20 dans l'effet adjuvant de la
flagelline, des souris déficientes pour CCRG, récepteur de CCL20 ont été utilisées (Figure
19). Les souris chiméres (WT=>WT et Ccr6”=>WT ; C57BL/6J pour WT) ont été immunisées
par voie intranasale avec [I'ovalbumine seule (OVA), flagelline + OVA ou
cholera toxine + OVA (CT) et le taux d’anticorps anti-ovalbumine a ensuite été déterminé
dans le sérum pour estimer l'efficacité de I'effet adjuvant. Ces résultats indiquent que la
flagelline, a linstar de la cholera toxine, a les mémes propriétés adjuvantes dans les
chiméres WT=>WT et Ccr6”=WT. En conclusion, CCL20 ne semble donc pas jouer un role

déterminant dans I'effet adjuvant de la flagelline.
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Figure 19 : L’effet adjuvant de la flagelline ne nécessite pas le récepteur CCR®6 sur les cellules hématopoiétiques.

Des souris chiméres (C57BL/6 > C57BL/6 (WT>WT) ou Ccr6-/- > C57BL/6 (Ccr6-/->WT)) (n=4-7) ont été immunisées par voie
intranasale aux jours 1 et 21 avec de I'ovalbumine supplémentée avec du PBS, de la flagelline ou de la cholera toxine (CT). Le
sérum a été prélevé au jour 35 et la réponse anti-ovalbumine a été déterminée par ELISA. Le titre en anticorps anti-ovalbumine

de chaque souris est représenté individuellement et la moyenne géométrique est représentée par une barre horizontale.
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La contribution d’autres chimiokines spécifiques des monocytes (CCL2, CCL3 ou
CCL7) a ensuite été envisagée. Nous avons déterminé leur expression pulmonaire aprés
instillation intranasale de flagelline (Figure 20). La transcription de Ccl2, Ccl3, Ccl7 est
activée avec un pic a 8h puis régresse a 24h au niveau observé a ’homéostasie. Le role de
CCL2, CCL3 ou CCL7 dans le recrutement et I'activation des CPA, et dans I'effet adjuvant

sera a préciser dans de prochaines études.
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Figure 20 : Cinétique d’expression des génes Ccl2, Ccl3 et Ccl7.
Des souris C57BL/6 (n=2-3) ont été traitées ou non avec de la flagelline par voie intranasale. Les poumons sont prélevés a

différents temps et préparés pour une analyse en qPCR. Les valeurs représentent la moyenne = 'écartype.
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L’administration systémique de flagelline induit une

réponse innée de type Th17

Article 3
TLR5 signaling stimulates the innate production of IL-17 and IL-22 by CD3"9CD127"*

immune cells in spleen and mucosa.

Van Maele and Carnoy and Cayet et al., Journal of Inmunology, 2010, 185 : 1177-1185

L’administration d’agonistes TLR dans la lumiére de la muqueuse respiratoire
déclenche une réponse épithéliale dont les caractéristiques majeures sont la production de
(1) chimiokines pour le recrutement et I’activation de cellules de I'immunité innée comme les
neutrophiles, (2) facteurs de rétrocontréle positif et négatif de la signalisation et (3) des
facteurs de croissance et de réparation. Lorsque les agents pathogénes invasifs traversent la
barriere épithéliale, leur détection se fait également au niveau de la lamina propria.
Cependant les mécanismes et les cellules impliquées dans les réponses dépendantes des
TLR dans ce compartiment sont mal connus. Des études récentes ont mis en évidence la
contribution des cytokines IL-17 et IL-22 dans les défenses des muqueuses (Aujla et al.,
2008; Ishigame et al., 2009). Ces cytokines participent a 'immunité innée des muqueuses en
stimulant la production épithéliale de chimiokines, de molécules de défenses et de réparation
tissulaire. Notre étude a consisté a déterminer I'impact de la signalisation TLR dans la
production de ces cytokines.

La flagelline, agoniste de TLR5, a donc été administrée par voie systémique pour
mimer la détection d’'une invasion bactérienne. Nos résultats suggérent que la flagelline
active rapidement et transitoirement, par lintermédiaire des cellules dendritiques, la
production splénique et muqueuse des cytokines IL-17 et IL-22 ainsi que de leurs génes
cibles. Dans la littérature, la source cellulaire de ces cytokines est variée incluant des
cellules de I'immunité innée et adaptative (Cua et Tato, 2010). Les cellules associées a la
production d'IL-17 et d’IL-22 dépendante de la flagelline sont des cellules lymphoides innées
CD3™9CD127" exprimant ou non CD4. Nous proposons que ces cellules et les cytokines
IL-17 et IL-22 jouent un rble dans les défenses muqueuses en réponse a une invasion

microbienne.
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TLRS Signaling Stimulates the Innate Production of IL-17 and
IL-22 by CD3"CD127* Immune Cells in Spleen and Mucosa
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In adaptive immunity, Th17 lymphocytes produce the IL-17 and IL-22 cytokines that stimulate mucosal antimicrobial defenses and
tissue repair. In this study, we observed that the TLR5 agonist flagellin induced swift and transient transcription of genes encoding
IL-17 and IL-22 in lymphoid, gut, and lung tissues. This innate response also temporarily enhanced the expression of genes
associated with the antimicrobial Th17 signature. The source of the Th17-related cytokines was identified as novel populations of
CD3"5CD127* immune cells among which CD4-expressing cells resembling lymphoid tissue inducer cells. We also demonstrated
that dendritic cells are essential for expression of Th17-related cytokines and so for stimulation of innate cells. These data define
that TLR-induced activation of CD3"®CD127* cells and production of Th17-related cytokines may be crucial for the early
defenses against pathogen invasion of host tissues. The Journal of Immunology, 2010, 185: 1177-1185.

are essential for sensing microbial components and trigger-

ing the host defense (1). At the luminal interface, the TLR
response is mediated by the epithelium and mainly consists of neu-
trophil recruitment and activation (2). After microbes cross the ep-
ithelium, sensing occurs within the lamina propria. However, the
nature of the TLR-mediated innate cells and defense factors that are
triggered by microbial desequestration has yet to be defined.

T oll-like receptors are key players in innate immunity and

*Institut Pasteur de Lille, Centre d’Infection et d’Immunité de Lille; "Institut Na-
tional de la Santé et de la Recherche Médicale Unité 1019; *Centre National de la
Recherche Scientifique Unité Mixte de Recherche 8204; SUniversité Lille Nord de
France; Y¥Institut de Recherche Interdisciplinaire, Centre National de la Recherche
Scientifique Unité de Service et de Recherche 3078; VInstitut Fédératif de Recherche
142, Lille; ®Institut des Hautes Etudes Scientifiques, Bures-sur-Yvette; TUniversity of
Orléans and **Centre National de la Recherche Scientifique Molecular Immunology
and Embryology Unité Mixte de Recherche 6218, Institut de Transgenose, Orléans,
France; "Institute of Microbiology, Eidgendssiche Technische Hochschule Zurich,
Zurich; **Ludwig Institute for Cancer Research, Lausanne Branch, University of
Lausanne, Epalinges, Switzerland; and "Ludwig Institute for Cancer Research,
Brussels Branch, de Duve Institute, Université catholique de Louvain, Brussels,
Belgium

'L.VM., C.C., and D.C. contributed equally to this work.
Received for publication January 15, 2010. Accepted for publication May 11, 2010.

This work was supported by the Institut National de la Santé et de la Recherche
Médicale (to. C.C., L.V.M., D.C., and J.-C.S.), the Institut Pasteur de Lille, the
Université Lille Nord de France, and the Région Nord Pas de Calais (ARCir Europe).
W.-D.H. and J.-C.S. are funded by the European Community (Grant INCO-CT-2006-
032296).

Microarray data were deposited in the publicly available database (http://mace.ihes.
fr) with accession number 2844328654.

Address correspondence and reprint requests to Dr. Jean-Claude Sirard, Center for
Infection and Immunity of Lille, Institut National de la Santé et de la Recherche
Meédicale Unité 1019, Centre National de la Recherche Scientifique Unité Mixte de
Recherche 8204, Institut Pasteur de Lille, 1, rue du Professeur Calmette, 59019 Lille
Cedex, France. E-mail address: jean-claude.sirard@inserm.fr

The online version of this article contains supplemental material.

Abbreviations used in this paper: Ct, cycle threshold; DC, dendritic cell; DTX, diph-
theria toxin; vy., common vy-chain; LTi, lymphoid tissue inducer; ns, nonsignificant;
WT, wild-type.

Copyright © 2010 by The American Association of Immunologists, Inc. 0022-1767/10/$16.00

www.jimmunol.org/cgi/doi/10.4049/jimmunol. 1000115

Recent studies highlighted the contribution of IL-17A, IL-17F, and
IL-22 to defensive reactions within the mucosa (3-6). These cyto-
kines help orchestrate innate immunity by stimulating epithelial
cells to produce defense molecules, matrix proteases, and tissue
repair molecules (7, 8). The source of IL-17A, IL-17F, and IL-22
varies. During an adaptive response, the lymphocytes that differen-
tiate into Th17 cells are the main producers of cytokines (9). IL-17A
can rapidly be produced during innate responses to bacteria or mi-
crobial molecular patterns by yd T lymphocytes in a TLR4-
dependent manner, NKT cells activated with a-galactosylceramide,
or lymphoid tissue inducer (LTi)-like cells following stimulation
with the TLR2/Dectin-1 agonist zymosan (10-12). NK-like and
LTi-like innate lymphocytes expressing IL-7Ra, NKp46, the
transcription factor ROR+yt, and eventually CCR6 are sources of
IL-22 and/or IL-17 in mucosa under steady-state conditions (13—
18). Interestingly, microbial flora-colonizing mucosa are required to
switch on lasting IL-17 and IL-22 production (15, 17). In absence
of these innate lymphocytes, infectious colitis is exacerbated, sug-
gesting an operational role of IL-22 and IL-17 in the gut’s innate
immunity (15, 17). However, the link between TLR-mediated sig-
naling, Th17-related cytokine production by innate immune cells,
and mucosal defenses has not been defined.

The ability of TLRS signaling to induce mucosal production of
IL-17 and IL-22 and thereby promote antimicrobial defense has
never been investigated. TLRS detects flagellins—the main pro-
tein of bacterial flagella (19). Flagellins are expressed by bacteria,
particularly pathogenic bacteria, in the gut and the lung and acti-
vate epithelial TLRS5 signaling (19-21). Flagellin expression is
switched off as soon as bacteria translocate into the lamina propria
(22). Detection of flagellin molecules represents therefore an
alarm signal for subepithelial invasion and/or disruption of the
epithelial barrier function. TLRS signaling is rapidly induced in
the lamina propria dendritic cells (DCs) of the small intestine (23).
In the current study, we show that flagellin activates (via DCs) the
splenic and mucosal production of IL-17 and IL-22 and the sub-
sequent expression of target genes. This TLRS-mediated response
was associated with a unique population of immune cells express-
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ing CD127 but not CD3 that resembles LTi cells, LTi-like, or NK-
like innate lymphocytes. Our findings suggest that CD3"*¢CD127*
innate immune cells may be instrumental to the host’s mucosal
defense through the early production of Th17-related cytokines.

Materials and Methods
Mice

Specific pathogen-free mouse strains C57BL/6J, C57BL/6J-Ly5.1, BALB/
¢, and Terb ™™, Terd™™, Terb™ " Terd ™™, Tir5™/~ (24); Myd88™~ (25);
transgenic animals for pre-TCRa, CdlIc-DTR-EGFP (Itagx-DTR/EGFP)
(26); Rag2’"I2rg™’~ backcrossed on CS57BL/6] mice; Cdld /™
backcrossed on BALB/c background; and C.B-17 scid (SCID) mice were
purchased from Charles River Laboratories (Wilmington, MA), The Jack-
son Laboratory (Bar Harbor, ME), or Janvier (St. Berthevin, France) or
bred in an accredited establishment (number A59107; Institut Pasteur de
Lille, Lille, France; Transgenose Institute Centre National de la Recherche
Scientifique, Orleans, France; RCHCI at Eidgendssiche Technische Hoch-
schule Zurich, Zurich, Switzerland; Ludwig Institute for Cancer Research,
Brussels, Belgium; and Ludwig Institute for Cancer Research, Lausanne,
Switzerland). Animals (6-16 wk old) were used according to national
regulations and ethical guidelines.

For bone marrow (BM) chimera, recipient mice were irradiated (1000—
1500 rad) and reconstituted 224 h later with BM cells (4-20 X 10° cells
i.v.). These mice were used at 10-16 wk posttransplantation, and the de-
gree of chimerism was assessed by measuring CD45.1 and CD45.2 surface
expression by leukocytes. The current protocol yielded 96.7% re-
constitution for Cd11c-DTR/EGFP—C57BL/6 (wild-type [WT]) in spleen
and 98.2% for TIr5 "~ —WT and 97.2% for WT—TIr5 " in lung. De-
pletion of CD11c* cells was achieved by injecting i.p. diphtheria toxin
(DTX) as described previously (26). Depletion of y8 T cells (~90% de-
pletion) and NK cells (~72% depletion) was performed by injecting
i.p., 24 h prior to flagellin treatment, 100 pwg mAb specific for TCRS-
chain (GL3 clone) or NK1.1 (PK136) or irrelevant mAb HB152 as control.

Flagellin administration

LPS-depleted flagellin FliC from Salmonella typhimurium (5 pg) produced
as previously described (21), ultrapure LPS from Escherichia coli (serotype
0111:B4, 5 pg; InvivoGen, Toulouse, France), or phosphorothioate CpG
oligonucleotide (5'-TCCATGACGTTCCTGATGCT-3', 5 pg; Eurogentec,
Angers, France) diluted in PBS were injected i.v. or i.p to mice.

Flow cytometry and sorting

Spleens were digested with collagenase D (0.5 mg/ml; Roche, Basel,
Switzerland) and DNase I (40 pg/ml; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
during 10 min at 37°C. Cells were stained for CD127-FITC, CD45.1-
FITC, CD45.2-PE, PE-conjugated lineage-specific Abs (CD3, B220,
Grl, CD11b, and CDI11c), MHCII-PE, NK1.1-PercP-Cy5.5, CD4-APC,
CDI11c-APC, and CD45.1-Pacific Blue (BD Biosciences, San Jose, CA;
BioLegend, San Diego, CA; and eBioscience, San Diego, CA) and sorted
on a BD FACSAria.

DC culture

DCs were differentiated from BM as described previously (25). On day 7 or
11, BMDCs were stimulated for 2 h and analyzed.

Determination of cytokine production

CCL20 and IL-22 (R&D Systems, Minneapolis, MN) and IL-17A (eBio-
science) levels were measured by ELISA in serum, and tissue homogenates
were prepared with T-PER Reagent (Pierce, Rockford, IL) supplemented
with protease inhibitors (Roche).

Gene expression

Total RNA was extracted with the Nucleospin RNA II kit (Macherey-Nagel,
Hoerd, France) and reverse transcribed with the High-Capacity cDNA Ar-
chive Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA). A preamplification of
cDNA from sorted cells was performed prior to real-time PCR using the
PreAmp kit (Applied Biosystems). cDNA was amplified using SYBR
Green-based real-time PCR (Supplemental Table I) or commercial TagMan
assays (Applied Biosystems). For high-throughput analysis, TagMan Low
Density Arrays (Applied Biosystems) were used. Analysis was carried out
using Real-Time StatMiner software (Integromics, Granada, Spain). Rela-
tive mRNA levels (2’“0) were determined by comparing 1) the cycle
thresholds (Ct) for the gene of interest and Actb (ACt) and 2) ACt values
for treated and control groups (AACt). Ct upper limit was fixed to 33 cycles.

TLR-MEDIATED INNATE IMMUNE CELL ACTIVATION

Microarrays

Total RNA (2 pg) was processed on the Mouse Whole Genome Arrays
version 2.0 (Applied Biosystems) (27). Data were analyzed using the
NeONORM method, and heat maps were created as described previously
(27, 28). Gene Ontology was analyzed using the Panther Protein Classi-
fication System (www.pantherdb.org).

Statistical analysis

The Mann-Whitney U test and the Graphpad Prism software 5.0 were used
in analyses. The Limma test with Benjamini-Hochberg false discovery rate
(FDR) correction was used for high-throughput PCR with TagMan Low
Density Arrays. Results were considered significant for p < 0.05 indicated
by an asterisk. Results are expressed as arithmetic means = SD.

Results
Systemic TLR5 signaling enhances Il17a, 1117f, and 1122 gene
expression in lymphoid tissues

To establish whether TLR stimulation promotes the rapid ex-
pression of the Th17-related cytokines, mice were treated i.p. ori.v.
with a TLR4 agonist (LPS), a TLRS agonist (flagellin), or a TLR9
agonist (CpG). Gene expression in spleen and lymph nodes was
then monitored (Fig. 1A, 1B). Flagellin administration triggered
within 2 h ~1000-fold increase of /122 mRNA levels. Similarly,
Il17a and Il17f gene expression was upregulated. A TLRS-
mediated, Th17-related innate response was also observed in the
mediastinal and inguinal lymph nodes and, to a lesser extent, in
the liver (Fig. 1, Supplemental Fig. 1). LPS was initially shown to
promote //22 expression in many tissues (29). We found that LPS
also enhanced the Thl7-related innate response but to a lesser
extent than flagellin did (Fig. 1A, 1B, Supplemental Fig. 1). Al-
though TLR9-mediated signaling activated the response in lymph
nodes, it was devoid of any effect in the spleen.

The flagellin-dependent response was transient and peaked at 2 h;
mRNA levels returned to baseline levels after 24 h (Fig. 1C, 1D).
Gene profiling showed that the expression of genes specific for
TLR-, IL-17R—, and IL-22R-mediated signaling was significantly
enhanced in spleen (Fig. 1E). These genes encode pleiotropic and
Th17-promoting cytokines (TNF-a, IL-1{, and IL-6), chemokines
that are specific for neutrophils, monocytes, and lymphocytes
(CXCL-1, -2, -5, -9, and -10), antimicrobial molecules like CAMP
and HAMP, lipocalin 2, SI00A9, and tissue remodeling proteases
matrix metalloproteinases 3 and 13. Strikingly, the expression of
chemokine CCL20, which is specific for the recruitment of DC
precursors, Th17 lymphocytes, LTi-like or NK-like cells (12, 14,
30, 31), was significantly upregulated. The transcription of the
IFN-vy encoding gene was also upregulated by flagellin treatment.
However, we did not observe any change in the expression of genes
coding for IL-21, RORt, or TGF-f (i.e., other factors involved in
Th17 differentiation). As shown in Fig. 1F, IL-22 levels rose sig-
nificantly in serum and spleen from flagellin-treated animals,
whereas IL-17A was hardly detectable in serum but rose 3-fold in
the spleen. In conclusion, TLRS signaling in lymphoid tissues pro-
motes the rapid production of the innate cytokines IL-17A, IL-17F,
and IL-22—a pattern that resembles a Th17-related innate response.

TLR5-mediated innate responses require common y-chain—
dependent immune cells

TLRS is expressed by monocyte/macrophage/DC lineages, NK cells,
CD4* lymphocytes, and radioresistant stromal cells but not B lym-
phocytes (25, 32-35). To define the cells involved in the early pro-
duction of IL-17 and IL-22, we used BM chimera expressing or
not 7Ir5 and tested their ability to respond to flagellin. As shown in
Fig. 2A and 2FE, TLRS5-competent hematopoietic cells were required
to trigger flagellin-mediated /117 and 1122 gene expression. By using
SCID, pre-TCRa animals harboring enhanced number of o
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FIGURE 1. TLRS signaling promotes a swift, transient, Th17-related re-

sponse. C57BL/6 mice (n = 3—4) were treated i.p. or i.v. with PBS, flagellin,
LPS, or CpG. Tissues were assayed 2 h later (or as indicated) for cytokine
production or mRNA levels. Spleen (A) and mesenteric lymph node (B) gene
expression in response to i.v. injection of TLR agonists. Kinetic analysis of
transcription in mesenteric (C) and mediastinal (D) lymph nodes after i.v.
flagellin injection. E, Spleen transcriptional signature after i.p. flagellin in-
jection. mRNA levels are expressed relative to the PBS group. F, Cytokine
production in spleen extract (per whole spleen) and serum (per ml) after i.p.
flagellin injection. The results are representative of two to four experiments.
Results are given as means * SD. *p < 0.05 in Mann-Whitney U test relative
to PBS group. In E, all genes display p < 0.05 in Limma test.

lymphocytes, Terb™”~ and Terd ”~ mice, we demonstrated that
neither B cells nor TCRa3-/TCRy3-expressing T lymphocytes were
required for flagellin-mediated /17 and 1122 expression (Fig. 2B,
Supplemental Fig. 24, 2B, 2D). In contrast, the response was impaired
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FIGURE 2. The IL receptor vy, is required for the TLRS-mediated, Th17-
related innate response. Mice (n = 3—4) were treated i.p. with PBS or flagel-
lin. Lymphoid tissues and serum were sampled 2 h after injection for the
quantification of mRNA levels and ELISA. A, Response in mediastinal
lymph nodes from C57BL/6 (WT)—TIr5" and Tlr5~~—>WT BM chi-
mera. The spleen response in SCID (B) and Rang/ 7112rg7/ ~ (C) mice.
D, The flagellin-mediated liver response. mRNA levels are expressed
relative to the PBS group. E, IL-22 production in serum. Results are given
as means * SD. #p < 0.05 in Mann-Whitney U test relative to PBS group.

inRag2 ™~ I12rg”"™ mice that have almost normal DCs but lack B and
T lymphocytes as well as NK, NKT, LTi, NK-like, and LTi-like cells,
all of which depend on the IL receptor common -y-chain (y.) encoded
by 112rg gene (Fig. 2C, 2E) (12, 15, 17, 36). The impairment was not
acollapse of TLRS signaling, because the liver was still responsive to
flagellin (Fig. 2D). Our experiments using genetically deficient ani-
mals and depleting Abs suggested that CD1d-restricted NKT cells or
NK cells were not drivers of the TLR5-mediated response (Supple-
mental Fig. 2C, 2D). Therefore, our data showed that the cells
expressing Th17-related cytokines after flagellin stimulation require
the IL receptor vy, for differentiation or activation but are not NK,
NKT, or TCR+yd-expressing innate lymphocytes.

CD3"*8CD127* LTi-like cells produce IL-17 and IL-22 in
response to TLRS signaling

We next sought to determine which y.-dependent innate immune
cells are involved in TLRS5-mediated response. Recent work has
suggested that innate lymphocytes expressing IL-7R (i.e., the
CD127 or IL-7Ra—chain and the CD132 or +y.) and LTi/NK cell
markers are sources of IL-22 and IL-17 (12-17). To determine
whether innate immune cells produce Thl7-related cytokines,
splenic cells from mock- and flagellin-treated animals were sorted
on the basis of lineage markers (CD11b, CD11¢c, Grl, CD3, and
B220), NK1.1, CD4, and CD127 (Fig. 3A). After TLRS stimula-
tion, Lin"*®NK1.1"°4CD127*CD4"*® and Lin"*®NK1.1"**CD127*
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FIGURE 3. Lin"**CDI127" innate cells upregulate I//7 and /122 expression
following TLRS stimulation. C57BL/6 (A—C) or SCID (D, E) mice (n =3-4)
were treated i.p. with PBS or flagellin. Spleens were sampled after 2 h for cell
sorting and quantification of mRNA levels. A, Sorting scheme. Cells were
sorted as Lin"CD4", Lin"NK1.1%, and Lin"*®NK1.1"¢CD127*CD4" cells
and Lin"*®NK1.1"°4CD127"CD4"¢ cells. B, Regulation of Il17f and 1122
expression following flagellin stimulation. mRNA levels and statistical sig-
nificance are expressed relative to PBS. C, Levels of transcripts in sorted cells
following flagellin stimulation. mRNA levels and statistical significance are
expressed relative to Lin*CD4cells. The data correspond to the mean of
three independent sorting. Results are given as means = SD. *p < 0.05 in
Mann-Whitney U test. D and E, Spleens cells were used such as (input) or
sorted as CD3"**CD4"CD127*, DC (CD11c¢*MHCIT"), or NK (NKp46*). In
D, mRNA levels in flagellin-treated animals are expressed relative to PBS. In
E, mRNA levels levels are expressed relative to input cells.

CD4™" cells were found to strongly upregulate 1117f and 1I22 ex-
pression ~80- and 500-fold, respectively (Fig. 3B). These subsets
account for ~0.5-1% of Lin"*NK1.1"¢ cells and 0.02-0.1% of
splenocytes in a C57BL/6 mouse. Similar observations were done
using CD3"#CD127"CD4" cells from SCID mice (Fig. 3D). Both
subsets were found to express CD45, indicating a hematopoietic
origin and their classification as immune cells (Supplemental Fig.
3A4). We also found that the CD3"°¢CD127*CD4* and CD3"®
CDI27*CD4"¢ cells are mostly absent in the Rag2 " Ili2rg~’~
mouse (Supplemental Fig. 3D). This is consistent with previous
observations (12, 17). In spleen, the frequency of Lin"*®NK1.1"°¢
CD127*CD4" matched the number of LTi cells (12, 37). We also
detected upregulation of //22 transcript levels in CD4 lymphocytes
(Lin*CD4%) and NK cells (Lin*NK1.1%) after flagellin administra-
tion. However, the Lin"*tNK1.1"¢CD127*CD4" cells were the
most potent producers, because 1/17f and /122 mRNA levels were
100- to 1000-fold higher in this population than in Lin"*®NK1.1"°¢
CD127*CD4"¢, CD4, or NK cells (Fig. 3C). Like the NK-like or
LTi-like cells, Lin"**NK1.1"°¢CD127*CD4" innate lymphocytes

TLR-MEDIATED INNATE IMMUNE CELL ACTIVATION

express Ccr6, but we were unable to detect any mRNA for Rorc
or Ncrl encoding RORvyt and NKp46. In addition, we observed that,
upon flagellin stimulation, Ifng expression was mainly upregulated
in NK cells rather than Lin"**CD127" cells (data not shown). Our
data provide evidence that Lin"*®*CD127" innate immune cells, and
especially the CD4* fraction, which resembles LTi cells, can rapidly
produce IL-17 and IL-22 cytokines following TLR activation.

TLR5-mediated activation of Thl7-related innate responses
requires DCs

To determine whether the TLR5-mediated upregulation of Th17-
related innate response is a direct innate lymphocyte activation pro-
cess or requires DC stimulation, DTX-mediated ablation of CD11c¢”*
cells was performed in a Cdllc-DTR-EGFP BM chimera. The
DTX treatment depleted 93.8 = 2.2% of CD11c*MHCII™&" DCs
(Fig. 4A). In addition, we found that DTX treatment did not
eliminate the CD3"**CD4*CD127" cells in the spleen of a Cdllc-
DTR-EGFP chimera and did not alter the TLRS-mediated produc-
tion of IL-22 (Supplemental Fig. 3). As shown in Fig. 4B, systemic
administration of flagellin to DC-depleted animals resulted in
impaired 1117f or 1122 transcription, compared with controls. Thus,
our experiments demonstrated that DCs are necessary for TLRS-
mediated expression of Th17-related cytokines.
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FIGURE 4. DCs regulate TLRS-dependent, Thl7-related innate
responses. Cdllc-DTR-EGFP—CS7BL/6 chimera mice (n = 4) were
injected i.p. with 100 ng DTX or untreated (no DTX). A, Depletion of
splenic DCs was assessed 24 h later by flow cytometry. B and C, The
flagellin-specific transcriptional response. Twenty-four hours after DTX in-
jection, mice were treated i.p. with PBS or flagellin. Spleen was sampled
after 2 h for the quantification of transcripts specific for Th17-related cyto-
kine genes (B) and DC-specific cytokine genes (C). mRNA levels are
expressed relative to the PBS—no DTX group. D, BM-derived DCs from
C57BL/6 mice were treated or not with LPS or flagellin (1 pwg/ml) for 2 h, and
mRNA levels were determined relative to mock DCs. Statistical significance
was expressed relative to no DTX (B, C) or relative to the mock DCs (D).
Results are given as means = SD. #p < 0.05 in Mann-Whitney U test.
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Th17 differentiation depends on tissue-derived TGF-3 and IL-
1B, and IL-6 produced by DCs and the maintenance of Th17
phenotype have been associated to DC-derived IL-23 (9). In vivo,
DC cell ablation was found to attenuate the upregulation of /6
transcription in response to flagellin (Fig. 4C). We did not observe
any alteration in 1/1b, 1112b coding for the p40 chain of IL-12 or
IL-23, and Tgfb gene expression (data not shown). Intriguingly,
I123a (coding for the p19 chain of IL-23) transcription was en-
hanced by DTX treatment; it is possible that CD11c'®"MHCII"#
cells having infiltrated the spleen in DTX-treated mice support
1123a upregulation (Fig. 4A, 4C). In this study, we found that
flagellin promoted the expression of both [[/12b and [I23a in
BM-derived DCs (Fig. 4D). In response to flagellin, DCs can
therefore produce both IL-6 and IL-23, with the subsequent ex-
pression of an innate, Th17-related signature. However, in vivo,
IL-23 alone appears unable to induce gene activation. In response
to flagellin, DC-mediated IL-6 production could therefore pro-
mote the Th17-related signature by Lin"**CD127" cells.

Previous studies suggested that DCs produce IL-22 (4, 38). In
this study, we found that flagellin promoted the expression of
1112b in BM-derived DCs but did not have any effect on 1l17a,
1117f, and 1122 transcription (Fig. 4D). LPS, which strongly in-
creased 1/12b and 1123a transcription, did not upregulate expres-
sion of //17a and 1117f in DCs but did enhance 7/22 mRNA levels
~8-fold, compared with untreated cells. Analysis of transcription
in splenic DCs sorted from mice treated with flagellin also showed
that DCs were not potent source of IL-22 (Fig. 3D, 3E). Taken as
a whole, our data suggested that DCs are not a major source of
TLRS5-mediated, Th17-related cytokine production but contribute
to induction of the latter.

TLRS5 signaling triggers an intestinal, Thl7-related, innate
response

Because Th17-related cytokines are important in the control of in-
flammation and infection in the mucosa (3-6, 38, 39), we next
assessed the impact of flagellin administration on intestinal tissues.
Flagellin strongly enhanced the production of IL-22 within 2 h of
administration from the duodenum to the proximal colon; the level
then returned to the baseline at 8 h (Fig. 5). CCL20 synthesis was
also strongly induced in the small intestine (Supplemental Fig. 44).
In contrast, gut IL-17A production changed moderately following
flagellin treatment. In any intestine segments, TLRS signaling
strongly enhanced transcription of the //17 and /22 genes and those
encoding antimicrobial peptides, neutrophil-specific chemokines
and growth factors, and tissue remodeling/repair molecules (Fig.
5C, Supplemental Fig. 4B—E). A similar pattern was also observed
in lung tissue, but regression to baseline levels was not observed at
8 h, suggesting that the kinetic may be different in the respiratory
tract (Supplemental Fig. 5). In conclusion, systemic flagellin admin-
istration promotes mucosal Th17-related innate responses.

We used the same type of analysis than for the response in spleen
and lymph nodes to investigate the effects of flagellin on mucosa.
The gut and pulmonary flagellin-mediated Th17-like innate re-
sponse was stronger in WT—TIr5’" than in Tlr5~’~—>WT ani-
mals (Fig. 5D, Supplemental Fig. 5). These findings indicated that
TLRS5-competent hematopoietic cells are also instrumental in the
mucosal response. DC depletion impaired the upregulation of the
intestinal Th17-related signature (Supplemental Fig. 4F). Last, we
compared Th17-related gene expression in Rag2 ™’ II2rg”’~ and
WT animals (Fig. 5E). As previously reported, steady-state levels
of 1122, 1117, and Ifng transcripts in the ileum were significantly
lower in Rag2 ™/ II2rg”"~ than in WT animals (17). After TLRS
stimulation, transcription of these genes was not enhanced in the
Rag2 ™"~ II2rg™’" intestine. Taken as a whole, our data suggest
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that TLRS signaling elicits a mucosal Thl7-related response by
innate immune cells that require the . and help from DCs.

Finally, the expression of many genes was upregulated in the gut
of Rag2™’"Ii2rg”’~ animals, suggesting that TLR5 signaling pro-
motes the activation of non-lymphoid cells (Fig. SE). Experiments
with the TIr5~/~ chimera reinforced these conclusions because
radioresistant cells, likely structural/stromal cells, contributed to
TLRS5-mediated responses, especially in lung tissue (Fig. 5D, Sup-
plemental Fig. 5).

The flagellin-induced transcriptional signature has features of
Thl7- and TLR-mediated responses

To further characterize the response to flagellin, we performed
a microarray time course analysis of gene expression in the distal
ileum of treated mice. Biological processes including signaling and
defense pathways, cytokine- and chemokine-mediated immunity,
NF-kB signaling, granulocyte- and macrophage-mediated immu-
nity, cell proliferation and differentiation, and apoptosis, were
significantly modulated 2-8 h after flagellin administration (Sup-
plemental Fig. 6, Supplemental Table II). On the basis of these
data, we arbitrarily defined five groups of genes according to their
potential role in the gut immune response (Table I). The first group
of genes encodes modulators of IL-17 an IL-22 production as well
as differentiation of Th17, LTi, LTi-like, NK, and NK-like cells.
The second class was involved in the positive or negative tran-
scriptional control of IL-17R (i.e., C/EBPB and C/EBPS), IL-22R
(i.e., SOCS-1, SOCS-3, and STAT5A) and TLR (i.e., activating
transcription factor 3 and I-kBa) signaling. The third group
includes TLR, IL-17R, and IL-22R signaling target genes coding
for antimicrobial molecules or factors regulating epithelium bar-
rier function. Interestingly, our analysis also identified antiviral
genes. In contrast to previous studies of Th17 cytokine-mediated
signaling, we did not find any transcriptional modulation of the
mucin and (-defensin genes. The fourth group corresponds to
genes encoding factors involved in recruitment, development, or
function of various immune cells. Relative to controls, chemo-
kines specific for innate immune cells like neutrophils, NK,
NKT, or LTi cells, T and B lymphocytes, or monocytes were
significantly enriched—suggesting that several cell types may en-
ter the tissues and participate in the immune response. The last
group includes genes required for TLR4 or TLR2 signaling (i.e.,
LBP, CD14, and MAL). In conclusion, intestinal gene expression
profiling showed that flagellin promotes a transient immune re-
sponse involving regulators and effectors of both TLR- and Th17-
mediated immunity.

Discussion

The way in which TLR signaling activates the host’s innate
defenses during mucosal invasion by pathogens is subject to de-
bate. In the current study, we showed that TLRS signaling induces
systemic and mucosal innate expression of the Th17-related I1L-17
and IL-22 cytokines by stimulating Lin"*®CD127" cells in a DC-
dependent manner. Overall, our data suggest that Lin"**CD127"
cells may play a major role as innate lymphocytes in the early
orchestration of a TLR-dependent, protective response to mucosal
invasion by pathogens.

Th17-related cytokines contribute to adaptive immunity in re-
sponse to various inflammatory and infectious diseases (5, 6, 30,
39); however, their impact on the early phase of infection is poorly
understood. The effect of TLR signaling on IL-17 and IL-22 was
previously suggested because their synthesis was enhanced after
administration of TLR2 and TLR4 agonists (12, 29). Very recently,
TLRS signaling was also associated to such response (40). In this
study, we analyzed the immune response to the TLRS activator
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FIGURE 5. TLRS signaling promotes y.-dependent, Th17-related innate
responses in the gut. Mice (n = 3—4) were treated i.p. with PBS or flagellin,
and gut segments (5 cm for proximal duodenum, jejunum, and distal ileum;
3 cm for proximal colon and the whole cecum) were sampled at the in-
dicated times for quantification of cytokine production and mRNA levels. A
and B, Cytokine production in C57BL/6 (WT) animals. Tissue segments
were homogenized within 1 ml lysis buffer. The results are representative of
two experiments. C, Time course analysis of the transcriptional response in
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flagellin, with a focus on mucosa. Our rationale was that because
flagellin expression is specifically restricted to luminal compart-
ment, its desequestration is likely to be an alarm signal for mucosal
invasion (22). We found that systemic flagellin administration pro-
motes the swift, intense, transient production of IL-17A, IL-17F, and
IL-22 and factors controlling Th17 differentiation. For example,
flagellin modulates expression of the genes coding for the aryl hy-
drogen receptor repressor, the aryl hydrogen receptor nuclear trans-
locator-like factor ARNTL and the activating transcription factor-
like factor BATF—all of which are involved in Th17 differentiation
(41, 42). Moreover, the flagellin-induced innate response and the
Th17 adaptive response share many effectors, such as chemokines,
antimicrobial peptides, antiapoptotic factors, and tissue remodeling
factors. Therefore, we hypothesized that flagellin-mediated re-
sponse enables the rapid and transient recruitment of systemic and
mucosal defenses.

Our results suggest that the Lin"**CD127" cells, especially the
CD4" fraction, have a pivotal role in the TLR-mediated response via
the production of IL-17 and IL-22. These cells are similar to LTi
(CD3"°¢CD127*CD4"), LTi-like (ROR~yt'Lin"*CD127°CD4"),
and NK-like (RORyt'NKp46'Lin"™tCD127*NK1.1*""€) cells
(12, 14-17). LTi-like/NK-like cells constitutively produce Th17-
related cytokines in a process that depends on gut flora, vy, and
RORvt (15, 17). Moreover, the LTi-like cells were shown to upre-
gulate the production of IL-17 and IL-22 in response to microbial
products. The development of Lin"*®CD127*CD4" and Lin"°®
CD1277CD4"% cells identified in this study requires the .. These
subsets also express the CCR6 but not the NKp46 encoding gene,
suggesting a common ontogeny with LTi and LTi-like cells (12, 13).
We were unable to detect any expression of RORyt in the Lin"*®
CDI127" cells; expression below our assay’s detection threshold is
one possible explanation for this failure. Furthermore, Rorc expres-
sion was downregulated in gut after flagellin injection. Interestingly,
we noted enhanced intestinal expression of the gene encoding
NFIL3—a factor that is essential for NK cell development (43).
Recent studies demonstrated that increased expression of
IL-7 enhances the number of LTi cells (37) and that deficiency in
IL-7 affects the number of NK-like IL-22 expressing population
(44). Additional work will be needed to define the ontogeny and
transcriptional factors involved in the differentiation of Lin"®®
CDI127* cells.

DCs have an important role in integrating microbial signals and
activating immune cells like Th17 lymphocytes (9). When DCs
were depleted, the Thl7-related innate response to flagellin was
impaired, indicating that DCs are necessary for the activation of
Lin"*®CD127" cells. Similarly, transcription of //6 was attenuated,
which suggests that, in Th17 differentiation, DC-derived IL-6 like
may contribute to Lin"*®CD127* cell activation (9). Our findings
suggested that IL-1B, IL-23, or TGF-B (or at least the amounts
produced by DCs) are not required for Lin"**CD127" cell
activation. However, IL-23 might be important for an alternative
activating pathway for production of IL-17 or IL-22 by LTi-like
and NK-like cells because 1) cells are activated in vitro by sup-
plementing the culture medium with IL-23 and 2) CD3"¢CD4"*

WT distal ileum. D, Contribution of TLRS signaling in the hematopoietic
compartment is essential for the Th17-related signature. mRNA levels 2 h
after flagellin treatment are expressed as WT—TIr5 " relative to TrS ™"~
—WT mice. E, Contribution of the vy, to intestinal response. mRNA levels
are expressed relative to PBS-treated WT mice. In A, B, and D, all data
displayed statistically significant changes, except where denoted as “ns” for
“nonsignificant.” Results are given as means = SD. Mann-Whitney U test
relative to PBS group was used in A and B. Limma test was used in C-E.
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Table I.  Flagellin-induced gene expression in the ileum displays signatures that are reminiscent of Thl7- and TLR-mediated

responses
Expression
Group Genes 2h 8h Contribution to
I Ahrr - Transcriptional regulation of /L-22 gene
Arntl o Transcriptional regulation of /L-22 gene
Batf + o Master regulation of Th17 differentiation
111b, 1i6, 1l1rl, Tnfsfl5 + 0 Activation of Th17 differentiation
1171, 1122 + + Th17 cell phenotype
Nfil3 + + Regulation of NK cell differentiation
Pparg o - Inhibition of Th17 differentiation
Rorc - - Master regulation of Th17, Treg, LTi, LTi-, and
NK-like cell differentiation
1I Atf3, Irf5, Map3k8, Nfkbl + o Activation of IL-17R and TLR signaling
Cebpb, Cebpd + + Activation of IL-17R signaling
Duspl, Nfkbia, Nfkbie, Zfp36 + o Repression of IL-17R and TLR signaling
Irf4 + + Activation of IL-17R and TLR signaling
Socsl, Socs3 + + Activation of IL-22R signaling
Stat5a + o Activation of IL-17R and IL-22R signaling
11 Adm, Areg, Ereg, Nrgl, Sprria, + + Epithelial barrier function
Sprr2i, Tff2
Bcl3, Birc3 + o Inhibitor of apoptosis
Hamp, lipocalin 2, S100a8, S100a9 + + Antimicrobial activity
Isgl5, 1sg20, Oas2, Oas3 + + Antiviral activity
Ncfl, Noxl, Sod2 + o Antimicrobial activity via superoxides
Retlna, Retlng + 0 Inflammation control
Rnasel,S100al 1 + + Antimicrobial activity?
Saa?2 o + Acute phase protein
Saa3 + + Acute phase protein
Serpinel, Serpina3g, Timpl + + Inflammation control
v Adamts4, Adamts3, Adamts8 + 0 Tissue remodeling
Ccl2, Ccl3, Ccl4 + + Monocyte recruitment
Ccll7, Ccl22 + o T cell recruitment
Cxcll, Cxcl2, Cxcl5 + + Granulocyte recruitment
Ccl7, Cxcl9, Cxcll0, Cxclll + 0 Immune cells recruitment
Cxcll3 o + B and LTi cell recruitment
Ifng, Ifn-regulated genes + o Activation of immunity
Ltb + o Lymphotoxin B receptor signaling in stromal cells
Mmp3, Mmpl3 + + Tissue remodeling
Tnfrsfla, Tnfrsflb + o TNFRI and TNFRII signaling
Veaml + + LTi-mediated organization of lymphoid tissues
v Cdl4 + + LPS binding and TLR4 signaling
Lbp o + LPS binding and TLR4 signaling
Mal o + Activation of TLR2 and TLR4 signaling
Tir2, Pglyprpl + 0 Bacterial cell wall signaling

Microarray gene expression data from the distal ileal segments of mice (n = 3) treated i.p. with flagellin for 2 and 8 h were compared with data from
mock animals in a time course analysis. All genes differentially expressed and the corresponding method and annotation are included as Supplemental

Fig. 5 and Supplemental Table II.

o, similar expression relative to mock animals; +, upregulation relative to mock animals; —, downregulation relative to mock animals; §, data from

a comparison between mock and 2-h flagellin-treated animals.

cells express IL-23R (12, 13, 15, 45). In the intestine, TLRS
signaling activates lamina propria DCs, which then promote
Th17 differentiation (23). In contrast, intestinal DCs do not re-
spond to TLR4 stimulation (23, 46). Flagellin treatment enhanced
the transcription of the genes coding for CD14, LPB, MAL, and
TLR2 (Supplemental Fig. 2, Table I). These findings suggest that
responsiveness to TLR2 and TLR4 agonists may be reactivated or
amplified after TLRS stimulation, allowing the production of a sec-
ond wave of effectors.

The relevance of TLRS signaling in defense has recently been
assessed. Flagellin-mediated protection of rodents and nonhuman
primates against lethal irradiation was associated with CSF3-
mediated granulopoiesis and the antiapoptotic effect of superoxide
dismutase 2 (47). Flagellin treatment has been linked to resistance
against inflammatory colitis and gut infections (40, 48). The
TLRS5-induced circulating and local production of IL-17/IL-22
may be the main driving force behind these protective effects.
The contribution of IL-22 was recently suggested as instrumental
in the control of infection with enterococci (40). In response to IL-

17R and IL-22R signaling, epithelial and stromal cells produce
antimicrobial peptides (Reglll), CXC chemokines, and growth
factors (CSF3) for neutrophils, all of which are involved in mu-
cosal protection (3-7, 38). Flagellin treatment prompted the ex-
pression of similar factors. In addition, our study identified other
potential effectors of the TLR/IL-17R/IL-22R axis, such as anti-
viral molecules (ISG15, ISG20, OAS2, and OAS3), acute-phase
proteins (SAA2, SAA3, and PTX3), and superoxide-mediated kill-
ing (NCF1, NOXI1, and superoxide dismutase 2).

The Lin"#CD127*CD4" cells described in this paper resemble
the LTi cells that are instrumental in the development of
secondary/tertiary lymphoid tissues (such as Peyer’s patches or
isolated lymphoid follicles) (13, 49). Intestinal LTi cells express
lymphotoxin 3 and CCR6 and CXCRS, the receptors for CCL20 and
CXCL13, respectively (13, 49). CXCL13 and CCL20 are produced
by epithelial/stromal cells and are involved in the clustering of
lymphocytes, DCs, and LTi to form lymphoid follicles (50, 51).
Ectopic epithelial expression of CXCL13 increases the number of
LTi cells (which produce IL-22 constitutively) and isolated
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lymphoid follicles (13). Our work revealed that flagellin upregu-
lated gut expression of genes coding for lymphotoxin (3, CXCL13,
and CCL20. We previously showed that flagellin triggers CCL20
production in intestinal epithelial cells (31). Hence, TLRS signaling
in both epithelial and hematopoeitic cells may increase the devel-
opment of secondary/tertiary lymphoid tissues. Recent studies
showed that TLR2, TLR4, and Nod1 are involved in the develop-
ment of lymphoid follicles (50, 51). Pattern recognition receptors in
general and TLRs in particular may have a pivotal role in simulta-
neously conditioning the antimicrobial environment and new ec-
topic sites for the development of mucosal adaptive immunity.

In conclusion, the current study found that Lin"**CD127" cells
constitute a rapidly reacting, innate source of IL-17A, IL-17F, and
IL-22 in response to TLR signaling. We hypothesize that this
immune reaction occurs during microbial penetration into the
lamina propria and stimulates innate effectors to locally clear
the infection. Similar cell populations have been identified in
humans (14, 16), and so, it remains to be seen whether TLR
stimulation can promote activation of these innate immune cells.
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Figure S1: TLR signaling promotes Th17-related innate responses in liver and
serum. C57BL/6 mice (n=3-4 per group) were treated i.p. with PBS only, flagellin
(5Mg), LPS (1pg) or CpG (5ug) in PBS. Livers and serum were sampled at 2h for
relative quantification of mMRNA levels and ELISA analysis respectively. (a)
Relative gene expression. mRNA levels are expressed relative to the PBS-only
group. (b) Cytokine levels in serum.
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Résultats complémentaires de I'article 3

Nos résultats montrent que Il'administration systémique de flagelline induit la
production systémique et muqueuse des cytokines IL-17A/F et IL-22, cytokines importantes
pour la défense des muqueuses contre les infections par des cellules lymphoides innées
(CLI). Des études complémentaires préliminaires ont donc été réalisées afin de déterminer la

contribution des CLI dans la défense anti-infectieuse.

La flagelline protéege les souris d’une infection orale a Yersinia
Pseudotuberculosis

Un modéle murin dinfection orale avec la bactérie entéropathogéne Yersinia
pseudotuberculosis a été utilisé (Carnoy et al., 2000). Les souris ont été traitées par voie
intrapéritonéale avec de la flagelline, 30 minutes avant de procéder a I'infection orale avec
une épreuve létale de bactéries. Par la suite, la survie des souris a été observée et la charge
bactérienne dans la rate, le foie, les ganglions mésentériques et les plaques de Peyer ont
été analysées 3 jours post-infection. Nous avons trouvé qu’'un traitement a la flagelline
protége les souris de l'infection létale (70% de survie) alors que les souris témoins meurt
dans leur totalité (Figure 21A). La protection a été corrélée avec une charge bactérienne
réduite (diminution d’environ 10 fois) dans les organes des animaux traités (Figure 21B). De
maniére intéressante, une administration de LPS n’a pas induit de production innée d’IL-17
et IL-22 dans les intestins (résultats non montrés) et nous n’avons pas observé de protection
contre l'infection a Yersinia.

Ces données suggeérent que la flagelline stimule des défenses spécifiques lorsqu’elle
est administrée par voie systémique. Néanmoins, la contribution des CLI CD3"°CD127" et

des cytokines IL-17 et IL-22 dans les mécanismes de défense restent a démontrer.
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Figure 21 : Un traitement flagelline protége les souris d’une infection a Y. pseudotuberculosis.

Des souris BALB/c (n=8-9) ont été traitées par voie intrapéritonéale avec du PBS, de la flagelline (1pg) ou du LPS (5ug) 30min

avant une administration orale de 7,6.10° Y. pseudotuberculosis (Y. pst). (A) La survie. (B) La charge bactérienne dans la rate,

le foie, les ganglions mesentériques (MLN) et les plaques de peyer aprés 3 jours d’infection. La moyenne des CFU

(Colony-forming units) est représentée par les barres horizontales, les premier et troisi€me quartiles sont représentés par le bas

et le haut des cadres, respectivement.
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Dans ce travail, nous avons caractérisé les effets immunologiques de la flagelline,
agoniste de TLRS5, dans les muqueuses (Figure 22). Ce motif microbien est spécifiquement
exprimé au niveau des sites muqueux par de nombreuses bactéries pathogénes (Hughes et
Galan, 2002; Ramos et al., 2004). En revanche, son expression est réprimée lorsqu’une
bactérie comme le colibacille établie une interaction mutualiste avec I'héte (Giraud et al.,
2008). Nous avons émis I'hypothése que, les muqueuses étant compartimentées, la
détection de la flagelline était également compartimentée et les réponses immunitaires
distinctes. Dans ce but, nous avons étudié 'immunité de I'hnéte en réponse a la flagelline
administrée par voie locale et systémique, situations mimant respectivement la colonisation

et I'invasion microbienne.

Colonisation Invasion

Molécules
anti-microbiennes

Chimiokines, cytokines,
facteurs de croissance

Lymphoide
Cellule innée
Recrutement dendritique

Neutrophiles

Figure 22 : Protection des muqueuses a la colonisation et a I'invasion microbienne.

Lors d’une colonisation de la muqueuse, les pathogénes activent les TLR présents a la surface apicale des cellules épithéliales.
Ces derniéres répondent a la stimulation en sécrétant des cytokines et chimiokines et de facteurs de croissance. Les
chimiokines recrutent des neutrophiles (PMN), qui migrent dans la lumiére pour éliminer les pathogénes. Les facteurs de
croissance permettent de préserver lintégrité des tissus muqueux et de promouvoir la survie des neutrophiles. Ainsi, la
reconnaissance épithéliale de la colonisation microbienne induit le recrutement des neutrophiles qui contrélerait I'infection. Lors
d’'une invasion, les pathogenes vont s’accrocher au parenchyme des muqueuses et activer de nouvelles cellules sentinelles. En
particulier, I'activation des cellules dendritiques peut provoquer la stimulation des cellules lymphoides a produire les cytokines
IL-17 et IL-22. Ces cytokines a leur tour vont cibler I'épithélium et déclencher une réponse épithéliale anti-infectieuse couplée a

des mécanismes de réparation cellulaire.
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La premiére partie de ce travail a mis en évidence pour la premiére fois que la
signalisation TLR épithéliale est nécessaire et suffisante a un effet adjuvant sur la réponse
adaptative. Ce concept d’adjuvant épithélial permettrait de disséquer le mécanisme d’action
d’adjuvants connus sous un nouvel angle et de cribler de nouvelles molécules. Par une
approche similaire, nous avons mis en évidence que I'administration muqueuse de flagelline
pouvait avoir des intéréts thérapeutiques dans les infections muqueuses.

La seconde partie de cette thése a consister en I'exploration de 'immunité mise en
ceuvre dans le chorion des muqueuses intestinales et respiratoires. Nos travaux ont montré
pour la premiere fois que la signalisation TLR5 active spécifiquement des cellules
lymphoides innées (CLI) a produire les cytokines IL-17 et IL-22, lesquelles stimulent une
réponse épithéliale avec une signature anti-infectieuse. La contribution de ces cellules a la

défense innée et a la réponse adaptive des muqueuses reste cependant a étudier.

Signalisation TLR épithéliale : role essentiel dans I'immunité muqueuse

De nombreuses études ont rapporté que I'épithélium conditionne 'immunité innée et
adaptative (pour des revues récentes voir (Abreu, 2010; Fritz et al., 2008). En effet, la
stimulation microbienne ou TLR entraine une cascade de processus responsables de la
défense innée. Les travaux pionniers des Dr Eckmann, Kagnoff et McCormick ont montré au
début des années 1990 que les cellules épithéliales intestinales produisent divers
médiateurs pro-inflammatoires dont des chimiokines spécifiques des neutrophiles,
provoquant de ce fait un recrutement et un passage trans-épithélial de ces cellules dans la
lumiére (Eckmann et al, 1993; McCormick et al., 1993). De méme, cette réponse
stéréotypique est retrouvée dans les cellules épithéliales d’origine broncho-alvéolaires
(Evans et al., 2010). La contribution in vivo des cellules épithéliales dans la réponse innée
aux agonistes TLR a été reconnue avec des modéles de souris chiméres ou déficientes dans
les cellules épithéliales pour des composants de la voie TLR (Feuillet et al., 2006; Hammad
et al., 2009; Janot et al., 2009; Nenci et al., 2007; Noulin et al., 2005; Rakoff-Nahoum et al.,
2004; Raoust et al., 2009; Vaishnava et al., 2008). Dans le cadre de TLR5, des travaux
précédents ainsi que ceux de larticle 2 présenté ici supportent le réle majeur et quasi-
exclusif de I'épithélium dans 'immunité innée anti-infectieuse des muqueuses (Didierlaurent
et al., 2008; Feuillet et al., 2006; Janot et al., 2009).

La contribution de la signalisation TLR épithéliale ou stromale dans la réponse
adaptative a également été mise en évidence par la production de médiateurs modulant
l'activité des CPA, des lymphocytes T et des lymphocytes B. Ainsi, la cytokine TSLP ("thymic
stromal lymphopoietin") qui module l'activité des DC et de certains lymphocytes ou les
facteurs BAFF ("B cell activating factor") et APRIL ("a proliferation-inducing ligand") qui
régulent la réponse en anticorps, sont tous deux induits par la signalisation épithéliale
dépendante de TLR (Abreu, 2010; He et al., 2007; Lee et Ziegler, 2007). De facon similaire,

CCL20 a été proposé comme chimiokine épithéliale régulant le recrutement de CPA dans
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des contextes inflammatoires ; son expression peut étre contrélée par les agonistes de TLR2
et TLRS (Article2) (Le Borgne et al., 2006; Pichavant et al., 2006). In vivo, il a été démontré
que les cellules structurales peuvent contribuer avec les cellules hématopoiétiques a la
réponse adaptative en particulier lors d’'une stimulation dépendante de TLR9 (Sato et
Iwasaki, 2004).

Notre étude de l'article 2 a montré que les cellules épithéliales bronchiques ou
alvéolaires présentent une signature transcriptionnelle, en réponse a la signalisation TLRS5,
similaire a celle décrite pour le poumon dans un modéle d'immunisation intranasale. De plus,
cette signature dépend des cellules radiorésistantes du poumon qui sont indispensables a
I'effet adjuvant de la flagelline. Ces observations indiquent donc que les cellules épithéliales
peuvent exclusivement conditionner, et non seulement influencer, la mise en place de la
réponse adaptive. Des conclusions similaires ont été réalisées par le groupe du
Dr.-Lambrecht. Ses travaux ont montré l'importance des cellules structurales dans
I'établissement d’une réponse Th2 dépendante de TLR4 (Hammad et al., 2009). Des souris
chiméres dont seules les cellules structurales sont compétentes pour la signalisation TLR4,
immunisées par voie intra-trachéale avec une formulation de LPS + ovalbumine ont la méme
capacité a développer une réponse adaptative que des souris conventionnelles. En
revanche, les animaux dont seules les cellules hématopoiétiques sont compétentes pour la
signalisation TLR4 ne répondent plus a I'antigéne. D’autres études ont montré que les
cellules épithéliales intestinales présentent une signature transcriptionnelle a la flagelline
similaire a celle observée dans ce travail sur le poumon (Sierro et al., 2001; Zeng et al.,
2003). Ces données suggérent donc que des processus similaires opérent au sein de la
muqueuse intestinale. En conclusion, nous proposons que la signalisation épithéliale via
TLR5 conditionnerait le recrutement et I'activation de CPA, de méme que la pénétration de
lantigéne a travers I'épithélium afin de promouvoir la réponse adaptative suite a une

administration muqueuse.

Programmer le retour a I’homéostasie

La flagelline introduite par voie intranasale induit une réponse rapide et de grande
amplitude. Cette réponse présente cependant la caractéristique d’étre transitoire. Les
mécanismes responsables du retour a ’lhomeéostasie sont multiples et sous le contréle de la
signalisation épithéliale. L'analyse par puce a ADN a montré une augmentation précoce de
'expression des génes codant les régulateurs négatifs A20, ZFP36, IxkBa et ATF3 (Figure 5
+ tableau supplémentaire 1 du papier 2). Ces régulateurs agissent tout au long de la
cascade de signalisation, multipliant ainsi les points de contréle qui bloquent les réponses
pro-inflammatoires intempestives, prolongées et potentiellement délétéres aux fonctions
physiologiques des muqueuses. La déubiquitinase A20 participe a I'arrét de la signalisation
TLR, en particulier dans les cellules épithéliales (Boone et al., 2004; Oshima et al., 2010).

L’expression épithéliale d’A20 est essentielle pour contenir une inflammation intestinale et
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permettre le retour a 'homéostasie. L’'expression épithéliale d’A20 est essentielle pour
contenir une inflammation intestinale, protéger les entérocytes contre 'apoptose et permettre
le retour a 'lhoméostasie (Vereecke et al., 2010). Le facteur IkBa est dégradé lors de la
signalisation TLR : sa synthése de novo permet donc de séquestrer a nouveau toute
molécule de NF-xB libre (Kawai et Akira, 2010). ATF3 est un facteur de transcription qui
inhibe la transcription dépendante de TLR et NF-xB de génes pro-inflammatoires comme /16,
Cxcl1 et Cxcl2, plus particulierement dans le tractus respiratoire lors de réactions
inflammatoires (Gilchrist et al., 2008). Le dernier point de contréle de la réaction pro-
inflammatoire repose sur le géne Zfp36 codant la Tristetraproline qui déstabilise les mRNA
de certains génes pro-inflammatoires comme Tnf ou Csf2 (Alexopoulou et Kontoyiannis,
2005). Ces meécanismes peuvent étre a l'origine du phénomeéne de tolérance a la flagelline
que nous avons observé dans le poumon. Cette tolérance bien connue pour le LPS fait que
lorsqu’une cellule est stimulée par un agoniste TLR, elle devient réfractaire a une seconde
stimulation et prévient ainsi I'exacerbation de réponses inflammatoires (Kawai et Akira,
2010). Le tissu pulmonaire qui subit un assaut microbien et une infiltration massive de
phagocytes nécessite la mise en oeuvre de systéme de réparation, en particulier des cellules
épithéliales qui compartimentent I'arbre respiratoire. Dans le modéle d’instillation nasale de
flagelline, différents génes candidats dans la réparation cellulaire ont été isolés par puces a
ADN. Ainsi, les génes codant 'amphiréguline (Areg), la protéine de stress GADD45p et le
facteur de la famille TGFp: GDF15 sont caractéristiques de processus de prolifération
cellulaire et de réparation cellulaire. De récents travaux ont montré qu’un traitement a la
flagelline sur des cellules épithéliales intestinales en monocouche ayant subi une abrasion,
stimule la survie, la prolifération des cellules et la réparation de la Iésion (Shaykhiev et al.,
2008). Dans le modéle d’injection systémique, I'analyse des puces a ADN réalisées sur le
tissu iléal a également révélé la présence de facteurs responsables de la restauration
tissulaire, similaires au modéle d’administration muqueuse ainsi que de nouveaux candidats
comme ['épiréguline, facteur de croissance épithélial, les inhibiteurs d’apoptose BCL3 et
BIRC3, ou les protéines augmentant les fonctions de barriére épithéliale TFF2, SPRR1A ou
SPRR2I (Article 3).

Thérapie anti-infectieuse locale par les agonistes TLR

Nos résultats montrent qu’un traitement nasal par la flagelline protége les souris
infectées par S. pneumoniae et que I'effet thérapeutique est médié par les neutrophiles. Ces
phagocytes activés par les médiateurs épithéliaux ont un large spectre d’activité microbicide
et représentent des effecteurs puissants contre les infections. De plus, ils survivent au moins
48 heures au sein de la muqueuse dans le compartiment broncho-alvéolaire mais €galement
dans le parenchyme assurant ainsi une clairance locale et prévenant la dissémination

systémique. L’intérét d’'une telle thérapie est d’accélérer et d’amplifier la réponse innée qui
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pourrait éventuellement apparaitre dans I'infection naturelle. De plus, I'architecture du tractus
respiratoire se régénere rapidement dans ce traitement. Récemment, la flagelline de
P. aeruginosa a été utilisée par voie nasale pour traiter une infection respiratoire par la
méme bactérie (Yu et al., 2010). Dans cette étude, I'expression d’'IL-22 est également
augmentée, suggérant une translocation de la flagelline dans le chorion de la muqueuse et
'activation de cellules hématopoiétiques. De facon surprenante, l'effet thérapeutique ne
repose pas sur les neutrophiles mais sur le peptide anti-microbien CRAMP. Ces données
suggérent que la détection des flagellines dépend de facteurs additionnels a TLR5. Par
exemple, une détection spécifique de la flagelline de P. aeruginosa par NLRC4 ou ['utilisation
de co-récepteurs uniques pourraient apporter de nouvelles spécificités a la réponse innée.
D’autres composés complexes contenant de nombreux MAMP comme des lysats
d’H. influenzae (NTHi) ont été utilisés en thérapie anti-infectieuse dans des modéles
bactériens incluant S. pneumoniae, fongiques et viraux (Evans et al., 2010; Nempont et al.,
2008). L'utilisation de flagelline ou d’autres MAMP conjointement a un traitement antibiotique
d’attaque permettrait une diminution de la charge bactérienne par l'antibiotique et une
réponse immunitaire innée amplifiee par la flagelline. L'intérét d’'une telle thérapie serait la
réparation des tissus abimés par l'infection grace a la signalisation TLR (voir ci-dessus) et
I'élaboration d’'une réponse adaptative effective contre le pathogéne grace a I'effet adjuvant

muqueux de la flagelline.

La réponse IL-17 et IL-22 signale I'invasion des muqueuses

Dans notre modéle d’injection systémique, la flagelline est introduite dans le
compartiment interne ou elle peut interagir avec les récepteurs TLR5 présents sur les
cellules de lamina propria, sur le pble baso-latéral des cellules épithéliales. Deux réponses
vont alors agir en complément ou synergie pour défendre l'organisme: une réponse
épithéliale comparable a celle du modeéle d’administration muqueuse et une réponse
lymphoide spécifique a la lamina propria. Cette derniére repose sur l'activation de CLI
CD3™9CD127" qui sécrétent les cytokines IL-17 et IL-22 par des DC TLR5". Ces cytokines
vont également stimuler les défenses épithéliales, en autre par la production de nouvelles
molécules de défense comme S100A, lipocaline 2, hepcidine, etc. Les DC de la lamina
propria intestinale développent une réponse exclusive a la flagelline (Uematsu et al., 2008;
Uematsu et al., 2006). Cette particularité en font des sentinelles spécifiques pour détecter
une invasion par des bactéries produisant un flagelle et alerter I’'h6te d’'une menace nouvelle.
La tache des CLI est de provoquer une décharge immédiate des cytokines IL-17 et IL-22
pour protéger la muqueuse. Cette synthése cytokinique pourrait également étre a I'origine
d'une empreinte immunologique sur la réponse T, favorisant de ce fait I'émergence
préférentielle de lymphocytes Th17 dans les muqueuses (Pepper et al., 2010; Sellge et al.,
2010). En effet, des CLI produisant rapidement les cytokines Th2 (IL-4, IL-5 et IL-13) en

réponse a des helminthes ont récemment été identifiées dans l'intestin ou des structures
104



lymphoides associées (Neill et al., 2010; Saenz et al., 2010). Ces CLI intestinales
productrices de cytokines Th2 permettent une clairance rapide de Nippostrongylus
brasiliensis ou Trichuris muris au niveau intestinal. L’hypothése avancée par ces travaux est
que les CLI ont deux fonctions : (1) produire immédiatement des cytokines Th effectrices
dans la phase innée de la réponse anti-infectieuse et (2) conditionner le développement des
lymphocytes Th. Ce processus d’empreinte immunologique par synthése précoce de
cytokines Th (par une population de cellules lymphoides) a précisément été décrit dans le
modéle d’infection par Leishmania major (Himmelrich et al., 2000). Dans le modéle avec la
flagelline, nous proposons que la réponse précoce IL-17/IL-22 des CLI signale I'identité du
pathogéne et d’'un processus d’invasion muqueuse, participe a la clairance immédiate des

pathogénes et programme la différentiation Th17.

La chimiokine CCL20 : quel est son réle dans I'immunité muqueuse ?
CCL20 a été initialement montré comme chimiokine spécifique des CPA (monocytes et DC)
(Pichavant et al., 2006; Vanbervliet et al., 2002). Plusieurs études ont ainsi établi qu’a
’lhoméostasie, en vaccination ou lors de processus inflammatoires chroniques, la production
épithéliale de CCL20 participe au recrutement de CPA (Cook et al., 2000; Dieu-Nosjean et
al., 2000; Iwasaki et Kelsall, 2000; Le Borgne et al., 2006; Pichavant et al., 2006; Sierro et
al., 2001). Dans nos expériences d’instillation intranasale, CCL20 est fortement exprimée en
réponse a la flagelline (Article 2). Cependant, la déficience en CCR6 dans le compartiment
hématopoiétique (et par conséquent dans les CPA) n’a pas dimpact sur la réponse
adjuvante (Figure 19). Ces résultats suggérent que I'effet adjuvant de la flagelline ne repose
pas sur le recrutement de CPA ou d’autres cellules exprimant CCR6. Quel réle peut donc
jouer CCL20 dans le contexte muqueux ? Nous avons sélectionné trois hypothéses
principales qui mériteraient d’étre éprouvées: (1) une activité anti-microbienne, (2) une
activité chimiotactique sur la réponse innée et adaptative exprimant les cytokines Th17, (3)
un effet sur les cellules B, et (4) un réle dans I'ontogenése de tissus lymphoides. Dés sa
caractérisation, il a été noté que CCL20 présente des homologies structurales avec la
p-défensine HBD2 (Perez-Canadillas et al., 2001). Dans des essais in vitro, CCL20 a montré
un potentiel bactéricide significatif (Sperandio et al., 2008; Yang et al., 2003). La seconde
hypothése est basée sur le fait que les cellules Th17 et les CLI productrices d’IL-17 et
d’'IL-22 expriment CCR6 (Cua et Tato, 2010). CCL20 pourrait donc mobiliser ces cellules a
I'épithélium. Un tel mécanisme permettrait d’anticiper, au point ou une invasion microbienne
aurait 'opportunité de se développer, le positionnement des CLI pour une défense innée et
celui des cellules Th17 pour 'immunité adaptative. Le recrutement de cellules B par une
production épithéliale de CCL20 dépendante de TLR favorise le développement de réponse
en anticorps IgA en présence de co-facteurs (Shang et al., 2008). Finalement, CCL20
pourrait participer a l'organisation temporaire de plateforme de présentation antigénique

(similaire a du tissu lymphoide diffus ou isolé incluant des CPA et des cellules T et B) dans la
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muqueuse inflammée par le recrutement de cellules LTi (dont certaines CLI apparentées) qui
expriment CCR6. Un tel mécanisme a été proposé pour l'intestin a 'homéostasie suite a une
stimulation avec un agoniste de Nod1 (Bouskra et al., 2008). La synthése de CCL20 dans
I'épithélium en réponse a la flagelline est temporaire contrairement a d’autres stimuli comme
la cytokine LT ou les bactéries commensales qui induisent une expression permanente

dans I'épithélium (Bouskra et al., 2008; Rumbo et al., 2004; Sirard et al., 2009).

Réponse adaptative sans activation directe des CPA par les TLR

Un modéle d’activation de la réponse adaptative par les agonistes TLR administrés
par voie systémique a été élaboré par le groupe du Dr. Reis e Sousa (Joffre et al., 2009;
Nolte et al., 2007; Sporri et Reis e Sousa, 2005). Une réponse adaptive, et plus
particulierement, l'activation des lymphocytes T et B, dépend strictement de I'activation
directe des CPA par les TLR. De plus, une trans-activation par les médiateurs
pro-inflammatoires tels TNFa ou IL-6 produits par des cellules hématopoiétiques ou
structurales stimulées par des agonistes TLR ne permet pas l'activation fonctionnelle des
CPA et des lymphocytes. La flagelline, comme d’autres agonistes TLR, est connue pour
activer les CPA, en particulier les cellules dendritiques dans un mécanisme dépendant de
TLRS (Didierlaurent et al., 2004; Feuillet et al., 2006). Dans ce travail de thése, le
développement de la réponse adaptative par la voie intranasale avec la flagelline ne repose
pas sur une activation directe des CPA via TLRS5. En effet, malgré que le compartiment
hématopoiétique est capable de répondre via TLRS, I'administration muqueuse de flagelline
n’induit pas de réponse adaptative. Dans le modeéle pulmonaire avec du LPS, la signalisation
épithéliale via TLR4 participe a l'immunité adaptative par le recrutement spécifique de
cellules dendritiques (Hammad et al., 2009). Ces résultats montrent donc que les récepteurs
TLR peuvent conditionner I'épithélium a orchestrer tous les signaux nécessaires au
recrutement et a I'activation fonctionnelle des CPA.

Les chimiokines épithéliales capables de recruter des CPA sont principalement
CCL20 et CCL2. L’association de CCL20 avec le recrutement de CPA et l'immunité
muqueuse a été remarquée dans divers épithéliums a I'homéostasie comme dans les
plaques de Peyer (Cook et al, 2000; Iwasaki et Kelsall, 2000) et lors de stress
inflammatoires dans les amygdales ou l'intestin (Charbonnier et al., 1999; Dieu-Nosjean et
al., 2000; Sierro et al., 2001). Lors de traitements vaccinaux, le recrutement de novo de DC
via CCL20 peut également permettre 'émergence d’'une immunité spécifique (Le Borgne et
al., 2006). Nos premiers résultats suggérent qu’en absence de CCR6 sur les CPA, les
propriétés adjuvantes de la flagelline ne sont pas affectées. L’analyse du transcriptome a
montré que le tissu pulmonaire, en réponse a la flagelline, expriment les chimiokines CCL2,
CCL3 et CCL7 spécifiques des monocytes et des DC (Serbina et al., 2008; Vanbervliet et al.,

2002). Récemment, le récepteur de ces chimiokines, i.e. CCR2 a été montré comme
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essentiel au recrutement dans le poumon de populations monocytaires qui donnent
naissance a des DC (Hohl et al., 2009; Jakubzick et al., 2008). Dans les tissus muqueux, les
cellules épithéliales peuvent également produire des facteurs participant a I'activation
fonctionnelle des CPA, i.e. capacité a migrer dans les sites inducteurs de l'immunité,
capacité a exprimer des molécules de stimulation et a présenter les antigénes. Nous avons
défini par la signature transcriptionnelle que le facteur GM-CSF (CSF2) est surexprimé en
présence de flagelline. Ce facteur est connu pour promouvoir le développement de
précurseurs myéloides en DC (Auffray et al., 2009). Une récente étude propose que le
GM-CSF régule la survie des DC intestinales (Hirata et al., 2010). Les prochaines études du
laboratoire devront s’intéresser a définir la nature des CPA et des signaux d’activation requis
pour la réponse adaptative orchestrée par I'épithélium. Il faut tout de méme garder en téte
que les cellules recrutées dans les conditions inflammatoires dépendante de la signalisation
TLR sont peut étre pré-activées et donc prétes a fonctionner comme CPA.

Il a été proposé que la présence simultanée des agonistes TLR avec I'antigéne soit
essentielle a leur effet adjuvant, en favorisant la maturation fonctionnelle des CPA (Blander,
2007). Cet effet "cargo" suppose qu’adjuvant et antigéne signalent au sein d’'un méme
phagosome afin que 'antigéne soit apprété et présenté efficacement sur une molécule de
CMHII. Ce concept s’est traduit par la création de peptides de fusion couplant un antigéne a
la flagelline (Bargieri et al., 2010; Huleatt et al., 2007; Huleatt et al., 2008). Au vu de nos
résultats, il apparait que la signalisation TLR est épithéliale alors que les CPA sont
nécessaires a I'effet adjuvant : le couplage physique de la flagelline a son antigéne et par
conséquent un effet “cargo” ne semblent donc pas requis pour I'adjuvanticité par la voie

d’immunisation intranasale.

Mode d’action des adjuvants flagelline et alum : commun ou distinct?

Les adjuvants sont des composés biochimiques présents dans de nombreux vaccins
afin d’augmenter, de maintenir et de moduler la réponse immunitaire adaptative vis-a-vis
d’'un antigéne (Lambrecht et al., 2009; Palm et Medzhitov, 2009). De plus, ils permettent de
diminuer la quantité d’antigéne et le nombre d’injections nécessaires a I'acquisition de
Pimmunité. L’alum, ou sel d’aluminium sous forme d’hydroxyde ou de phosphate, est
'adjuvant le plus utilisé (longtemps le seul) en clinique. Par voie d’aministration locale, la
flagelline cible les cellules épithéliales et la signalisation TLR5. De méme, I'alum, injecté par
voie intra-musculaire « cible » les myocytes et NLRP3. Le récepteur NLRP3 détecte un
signal de danger endogéne : 'acide urique qui est généré par la toxicité de I'alum sur les
myocytes (Eisenbarth et al., 2008; Kool et al., 2008). L’activation de NLRP3 déclenche alors
la maturation de I'lL-1p. Dans ces 2 expérimentations, I'effet adjuvant est donc associé a une
signalisation innée dans les cellules structurales et la production de chiomiokines, cytokines

et médiateurs pro-inflammatoires. Cependant, I'lL-1 ne semble pas nécessaire a I'effet
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adjuvant car les animaux MyD88” (déficients pour la signalisation via TLR et IL-1p)
répondent parfaitement a 'immunisation avec I'alum (Eisenbarth et al., 2008; Gavin et al.,
2006). Dans le cadre de la vaccination nasale avec la flagelline, nous avons montré que des
souris dont le compartiment hématopoiétique est déficient pour MyD88 développent
parfaitement une réponse en anticorps. Ce résultat suggére que 'lL-1p n’est pas nécessaire
en tant que médiateur inflammatoire a l'activité adjuvante de la flagelline. De pus, le
laboratoire a montré qu’une flagelline recombinante mutée dans le motif de signalisation
nécessaire a TLR5 n’avait pas d’activité adjuvante, et ce malgré la présence du motif de
signalisation NLRC4, ce qui exclut tout réle des NLR dans ce processus (Nempont et al.,
2008).

Le pouvoir adjuvant de lalum a été associé a des monocytes inflammatoires
CD11b’Ly6C" qui se différencient en DC inflammatoires dans les ganglions drainants le site
d'immunisation (Kool et al., 2008). L’adjuvant AS04 développé par Glaxo Smith Kline®,
utilisé en clinique dans des vaccins tels que Cervarix® ou Fendrix®, est constitué d’un
agoniste de TLR4, le monophosphoryl lipide A associé a un sel d’aluminium. Des études
chez la souris ont montré que I'agoniste TLR4 augmente le recrutement de CPA dont des
monocytes et des DC (Didierlaurent et al., 2009). Il est remarquable que la flagelline induit
un recrutement de monocytes inflammatoires CD11b'Ly6C*CX3CR1" au sein du tissu
pulmonaire et des ganglions médiastinaux (Figure 18). Dans les expériences futures, le réle
de ces cellules dans la capture et présentation antigénique sera donc exploré. Il apparait
également crucial de définir si ce mode d’action de la flagelline est unique a la muqueuse
respiratoire ou s'’il opére dans d’autres voie comme la voie sous-cutanée.

La découverte des TLR a prés de 15 ans et la révolution annoncée par le potentiel
thérapeutique et vaccinal de ces agonistes n’est encore qu’a ses débuts. La dissection des
mécanismes d’action d’adjuvants TLR représentera une avancée majeure pour le
développement de vaccins. De méme, [I'exploitation des agonistes TLR a des fins

thérapeutiques pourrait donner un second souffle a I'antibiothérapie.
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