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RESUME

Schistosoma mansoni est un parasite helminthe responsable de la schistosomiase
intestinale, qui affecte 200 millions de personnes dans les zones tropicales et subtropicales, et
I’on estime que 600 millions de personnes sont exposées au risque de cette infection. Le cycle
de vie du parasite est complexe et il requiert un hote définitif, ’homme et un hote
intermédiaire, un mollusque d’eau douce appelé Biomphalaria glabrata. C’est chez le
mollusque que le parasite se multiplie de fagon massive d’ou I’'importance du mollusque dans
la transmission du parasite a I’homme.

Lors de I'infection le mollusque met en place des réponses cellulaire et humorale tres
marquées pouvant dans certains cas tuer le parasite. Malgré I’importance du mollusque dans
la transmission du parasite a I’homme, les mécanismes moléculaires qui gouvernent ces
réponses sont largement inconnus et I’é¢tude de I'immunité du mollusque est donc une priorité
en recherche médicale.

Nous avons identifié deux orthologues de la cytokine de mammifere MIF (Macrophage
Migration Inhibitory Factor) BgMIF et BgMIF2. En utilisant des approches biochimiques et
moléculaires en combinaison avec la technique de RNAI in vitro et in vivo, nous avons
démontré le role de BgMIF et BgMIF2 comme régulateurs centraux de I’'immunité innée du
mollusque. En particulier, BgMIF régule I’activation des hémocytes et la réponse
d’encapsulation lors de I’infection. D’autre part, BJMIF2 régule la réponse antibactérienne.

Nos résultats montrent que chez B. glabrata il y a une régulation fine de la réponse immune
innée et une capacité pour répondre de facon différente lors d’un challenge immunitaire. De
plus une régulation par une cytokine de type vertébré dans un invertébré n’avait jusqu’a
présent jamais été décrite. Nos travaux établissent les bases pour mieux comprendre les
relations héte-parasite dans une maladie comme la schistosomiase, et constituent aussi une

avancée importante du point de vue de 1I’évolution de I'immunité innée en général.
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Introduction

INTRODUCTION

Ce travail de thése s’intégre dans le projet plus large de I’étude de I'immunité innée et de la
réponse antiparasitaire de Biomphalaria glabrata, premier héte intermédiaire de Schistosoma
mansoni, le parasite trématode responsable de la bilharziose intestinale. Outre I’importance de
B. glabrata comme vecteur de la schistosomiase, I’étude de I'immunité innée chez ce
mollusque a son importance du point de vue évolutif étant donné que la plupart des
connaissances sur I’immunité des invertébrés viennent de modeles biologiques comme
I’insecte Drosophila ou le ver nématode Caenorhabditis elegans.

De plus, I’é¢tude de I'immunité des mollusques (Lophotrochozoaires) est d’autant plus
importante qu’il semble exister des différences majeures avec ce qui est connu pour
I’immunité des insectes et des nématodes (Ecdysozoaires). Un exemple frappant est la
découverte recente, chez B. glabrata, d’un processus de diversification des molécules de
reconnaissance, jusqu’alors inconnu chez les invertébrés. En effet, il existe dans le plasma de
B. glabrata de nombreuses Fibrinogen-RElated Proteins (FREPs), molécules de la
superfamille des immunoglobulines, capables de lier et précipiter des antigénes parasitaires
solubles. Le mode de diversification de ces molécules rappelle le systeme connu chez les
vertébrés puisqu’il fait intervenir des mutations ponctuelles et des processus de recombinaison
somatique. Ces dernieres années, de nombreux efforts ont été réalisés par la communauté
scientifique qui s’intéresse a I’immunité de B. glabrata dans le contexte de son interaction
avec le parasite S. mansoni. En effet, le début du séquencage de son génome et les travaux
visant la découverte des génes potentiellement impliqués dans ces interactions, ont permis la
caractérisation de plusieurs génes candidats impliqués dans les relations mollusque/
trématode. Parmi les génes caractérisés, on trouve celui d’un orthologue de la cytokine de
mammifere MIF pour Macrophage Migration Inhibitory Factor, un régulateur central de
I’immunité innée chez les vertébrés. La découverte d’un geéne orthologue de cytokine de
mammiféres est d’autant plus importante que jusqu’a présent les seules études de ces
molécules chez les invertébrés, étaient basées sur des essais d’immuno-réactivité et n’avaient
abouti a aucune caractérisation de séquence. La caractérisation de ce type de molécule chez le
mollusque, ouvre ainsi de nouvelles perspectives en ce qui concerne I’'immunité des
invertébrés, I’évolution des systémes immunitaires et les relations hote-parasite.

Au cours de ma thése (co-financement Région Nord Pas de Calais- Université de

Lille2 et la FRM) je me suis intéressé a la caractérisation de ’activité et de la fonction de
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BgMIF, la premiére molécule de ce type décrite chez un mollusque. J’ai démontré que,
comme chez les mammiféres, BgMIF est capable d’induire la prolifération d’une lignée
cellulaire du mollusque (cellules Bge), d’inhiber I’apoptose et qu’il possede une activité
dopachrome tautomérase. BgMIF est sécrété par les cellules Bge lors d’un stimulus parasitaire
(parasites ou extrait parasitaire) et I’invalidation de son expression par RNAi entraine une
absence d’activation hémocytaire qui se traduit par un nombre plus élevé de parasites
implantés dans le mollusque. Tous ces résultats montrent que BgMIF posséde les mémes
activités et vraisemblablement les mémes fonctions que le MIF de mammiféres, démontrant la
conservation de certains des mécanismes d’immunité innée a travers de 1’évolution.

En parallele a ces études, le criblage des données de séquences disponibles pour B.
glabrata m’a permis de découvrir une deuxiéme molécule MIF (appelé BgMIF2) dont j’ai
entrepris 1’étude. De facon étonnante, j’ai pu démontrer que le profil d’expression et la
fonction de BgMIF2 sont différents de ceux de BgMIF1 semblant indiquer une spécialisation
de la réponse a des stimuli différents (parasitaire ou bactérien). Ce type de regulation de la
réponse immune contrdlée face a un stimulus immunologique ouvre les portes a un nouveau
systéeme de régulation jusqu’a présent inconnu chez un invertébré en démontrant une fois de
plus que I'immunité des invertébrés n’est pas aussi primitive qu’on le supposait jusqu’a
présent.

Dans ce mémoire, je ferai une analyse de 1’état actuel des connaissances sur I’immunité
innée, avec un chapitre sur les molécules de type TLR qui ont un rdle central dans I’immunité
innée des vertébrés, et une analyse plus détaillée sur I’'immunité innée des invertébres.
J’aborderai ensuite 1’étude de la cytokine MIF et de son réle comme régulateur de I’'immunité
innée. Celle-ci sera suivie de la présentation du modéle biologique B. glabrata et des résultats
obtenus sur la caractérisation de BgMIF1 et BgMIF2 ainsi que d’une discussion sur ces

résultats et les perspectives qu’ils ouvrent dans I’étude de I’immunité innée.

I. IMMUNITE INNEE

Tous les métazoaires sont contraints de se défendre contre les pathogénes (bactéries,
champignons, virus, parasites). Une premiére ligne de défense commune a tous les
métazoaires est représentée par des mécanismes rassemblés sous le terme générique
d’immunité innée, apparue avant la séparation des vertébrés et des invertébrés et qui est
considéré comme un systéme primitif (Medzhitov and Janeway, 1998). L’autre systéme de

défense immunitaire est connu sous le nom d’immunité adaptative. La différence majeure
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entre I’immunité innée et I'immunité adaptative concerne en tout premier lieu les mécanismes
de reconnaissance des pathogenes ;

- Dans I’immunité innée, la reconnaissance est basée sur 1’existence de récepteurs dont
la spécificité est génétiquement déterminée et n’est pas variable (PRR pour Pattern
Recognition Receptor). Ces récepteurs reconnaissent des motifs structuraux invariants
communs au pathogénes, les PAMP (Pathogen- Associated Molecular Pattern). Leur nombre
est limité et ne dépasse probablement pas celui d’une ou deux centaines par espéce et leur
spectre de reconnaissance est dirigé vers des motifs structuraux absents des cellules de 1’hote.
Parmi ces motifs, on peut citer les lipopolysaccharides (LPS) des bactéries a Gram-négatif, les
peptidoglycanes bactériens ou les glucanes de champignons et levures. Ces structures sont
communes a de trés nombreux pathogénes pour lesquels elles jouent un rdle essentiel dans la
physiologie et la survie, rendant peu probable des mutations importantes permettant
I’échappement de leur reconnaissance par le systeme immunitaire inné (lwasaki and
Medzhitov).

- Dans I’'immunité adaptative, la reconnaissance se fait grace a des récepteurs tres
diversifiés générés par des processus de recombinaisons somatiques pendant 1’ontogénese de
chaque individu. Ces recombinaisons sont faites par un systeme enzymatique appelé RAG
(Recombination Activating Genes), (Flajnik and Kasahara., 2010). L’immunité adaptative est
probablement apparue il y a environ 450 millions d’années avec I’introduction d’un
transposon, portant les précurseurs de RAG, dans la lignée germinale des ancétres du poisson
cartilagineux (Hoffmann et al., 1999). La création de chaque récepteur se fait au hasard au
sein de chaque cellule, et si cette cellule produit un récepteur qui reconnait un pathogeéne, il y
aura une prolifération massive des cellules identiques a la premiere, et une expansion clonale.
Certaines de ces cellules se transforment en cellules mémoire ce qui permettra une réaction
plus rapide lors de la réeinfection au méme type de pathogene. La comparaison des
caractéristiques de I’immunité innée avec I’immunité adaptive dans la Figure 1 souligne les
différences principales et montre leur complémentarité, voir leur interdépendance

fonctionnelle.
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Inate immune system Adaptive immune systerr
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Memary Mo

TRENDS in Parasimogy
Figure 1. Différences essentielles des réponses immunes innée et adaptative. Malgré ’existence des
différences significatives entre les deux types de réponse, leur coévolution mutuelle détermine leur
interdépendance fonctionnelle pour assurer des réponses optimales face aux pathogenes. D’aprés (McGuinness
et al., 2003)

Mais aussi précis qu’il soit, le répertoire de I’'immunité adaptative n’est pas capable de
différencier un agent infectieux d’un agent banal de I’environnement, et la discrimination
entre le soi et le non-soi est imparfaite. Par exemple, la mise en place de la réaction de
défense, surtout lors de ’expansion clonale, dure entre 3 et 5 jours, ce qui donne largement le
temps aux pathogénes de nuire a I’hote. C’est 1a que I’immunité innée intervient puisqu’elle
est capable de différencier entre le soi et le non-soi et la mise en place de la réponse est trés
rapide laissant le temps nécessaire pour que la réponse adaptative soit efficace.

La capacité de développer une réponse immune adaptative n’existe que chez les
vertébrés (environ 45000 especes) et par consequent les invertébrés (environ 2 millions
d’espéces connues) n’auraient que I’immunité innée comme mécanisme de défense. Malgré
I’absence de I’'immunité adaptative, les invertébrés sont capables de développer des réponses
immunitaires efficaces (Loker et al., 2004). 1l faut noter que 1’absence présumeée chez les
invertébrés de mécanismes moléculaires, tels que les réarrangements somatiques a 1’origine
des anticorps chez les vertébrés, a été mise en cause ces derniéres années par la découverte
des molécules FREPs (Fibrogen Related Proteins) chez Biomphalaria glabrata et Anopheles
gambiae (Zhang et al., 2004), les DsCam chez les insectes ((Watson et al., 2005), (Dong et
al., 2006)) ou les VCBP chez Branchiostoma floridae (Cannon et al., 2002).

11
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I.1. Bases moléculaires de la réponse immune chez les vertébrés.

Comme nous I’avons évoqué précédemment, les métazoaires sont constamment
confrontés a I’interaction avec d’autres organismes protozoaires ou métazoaires, avec lesquels
ils engagent une relation d’antagonisme ou de commensalisme. Les voies de signalisation qui
gouvernent et différencient ces deux types d’interactions sont utilisees par le systéme
immunitaire, d une part, pour maintenir 1’équilibre entre ’hote et I’organisme commensal et,
d’autre part, pour déclencher les mécanismes de défense dans le cas d’une invasion par des
pathogénes (Iwasaki and Medzhitov, 2010).

Chez les vertébrés, il y a deux types d’immunité : I’'immunité innée et I’'immunité
adaptative. L’immunité innée est la premiére ligne de défense contre une infection par des
pathogenes, telle que les bactéries a Gram négatif et positif, les champignons, les parasites ou
les virus. Les cellules du systeme immune inne comme les cellules dendritiques (DCs pour
dendritic cells) ou les macrophages tuent directement les pathogénes par 1’intermédiaire de la
phagocytose ou par I’induction des cytokines qui aident a 1’élimination du pathogéne. La
reconnaissance du pathogeéne par le systéme immun inné, se fait par I’intermédiaire des PPR.
Au niveau cellulaire, I’immunité innée repose sur les DCs, les macrophages et les
neutrophiles. De son c¢6té I'immunité adaptative repose sur les lymphocytes de type B et T.

Comme nous I’avons dit précédemment, la reconnaissance d’un pathogene par le
systéme immune inné chez les vertébrés est basée, de la méme fagon que chez les invertébrés,
sur les PRR localisés stratégiqguement dans différents compartiments cellulaires ; dans les
fluides corporaux, pour les PRR comme les colectines, les ficolines et les pentraxines; ancrés
a la membrane cytoplasmatique comme les TLR (Toll Like Receptor), les lectines de type C
les SR (scavenger receptors) ou les intégrines; et finalement les PRR qui sont localisés dans le
cytoplasme des cellules, comme les RLR (retinoic acid-inducible gene | (RIG-1)-like
receptors) et les NLR (nucleotide-binding domain and leucine-rich repeat—containing
receptors). La figure 2 illustre 1’organisation des différents PRR au sein d’un organisme

vertébré et montre qu’ils forment un systéme intégré et complémentaire.
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Figure 2. Vue schématique montrant les défenses cellulaires et humorales du systeme immune inné chez les

AlM2

] (inflammasome)

vertébrés. D’aprés (Bottazzi et al., 2010).

Dans ce chapitre, nous nous intéresserons aux TLR pour étre les PRR les mieux
étudiés. Nous verrons quels sont les différents types de TLR et les PAMPs qu’ils

reconnaissent, les cellules les exprimant et les voies qu’ils déclenchent.

« Les Toll-like receptors (TLR).

Les récepteurs Toll ont été originalement identifiés dans la mouche du fruit,
Drosophila melanogaster comme étant impliqués dans la polarité dorsiventrale pendant le
développement embryonnaire (Anderson et al., 1985), mais en 1996 Lemaitre et
collaborateurs ont démontré leur role essentiel dans une réponse immune efficace au
champignon Aspergillus fumigatus (Lemaitre et al.,, 1996). Ces études ont permis
I’identification des protéines Toll chez ’homme et chez la souris (Medzhitov et al., 1997) et

actuellement il y a 10 TLR chez ’homme et 13 chez la souris.
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a. Structure des TLR : Ce sont des glycoprotéines membranaires de type | avec un

domaine extracellulaire LRR (Leucine-Riche Repeat), un domaine transmembranaire et un
domaine cytoplasmique TIR (Toll/IL-1 Receptor), (Kumar et al., 2009).

Le domaine TIR recoit son nom de sa ressemblance avec le domaine cytoplasmique
du récepteur de I'IL-1(IL-1R) avec lequel il partage trois régions, appelées box 1, 2 et 3,
(Akira and Takeda, 2004) (Figure 3).

IL-1R TLR

Ig-like LRRs

domain

COO0OO0CO0000000
COOCOO0CCO000000

Box 1

7| Box 2 [

|
K / TIR domain

Box 3

Figure 3. Figure représentant la structure des TLR en comparaison avec celle des IL-1R. Les récepteurs
TLR sont composés d’un domaine extracellulaire LRR et un domaine cytoplasmique TIR avec trois régions tres
homologues a celles du domaine cytoplasmique des IL-1R. Le domaine extracellulaire des TLR est formé par
des répétitions en tandem de type LRR, tandis que celui des IL-1R est formé par trois domaines
Ig(Immunoglobulines) —like. Modifiée de (Akira and Takeda, 2004).

Les trois régions conservées sont les responsables de la traduction des signaux a
travers des récepteurs TLR. L’analyse des structures du domaine TIR des récepteurs TLR1 et
TLR2 a montré qu’il est formé par cinq feuilles f centrales entourées de cinq hélices o de
chaque cOté et connectées par des boucles et ce sont les domaines conservés box 1 et box 2
avec la boucle qui les unit, les responsables de I’interaction avec les molécules adaptatrices
qui traduisent le signal (Xu et al., 2000). Ces molécules adaptatrices sont la MyD88 (myeloid
differentiation primary response gene 88), la TIRAP [TIR-containing adaptor protein, also
known as MAL (MyD88-adaptor-like], la TRIF [TIR-containing adaptor-inducing IFN
(interferon)-B, et TRAM (TRIF-related adaptor molecule), (Kumar et al., 2009).

En ce qui concerne le domaine extracellulaire LRR, il est formé par 16-28
répétitions en tandem du motif LRR dont la signature est LXxXLXXNXL, ou L correspond a
Leu, Ile, Val ou Phe et N correspond a Asn, Ser ou Cys et X peut étre n’importe quel acide

aminé (Matsushima et al., 2007). Au niveau structural, les répétitions sont formées par une
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feuille B et une hélice a connectées par des boucles. Ce domaine forme une structure sous la
forme de fer a cheval dont la partie concave est la responsable de la reconnaissance des
pathogénes. Cette reconnaissance se fait a partir de la liaison avec des ligands comme les
protéines (flagelline et porine des bactéries), les sucres (le zymosan des champignons), les
lipides (LPS (lipopolisaccharide), LTA (acide lipoteichoique)) des bactéries, les acides
nucléiques (DNA contenant des motifs CpG des bactéries et virus, et RNA viral), les dérivés
de protéines ou de peptides (lipoprotéines et lipopeptides de plusieurs pathogenes) et le diacyl
polipeptide des mycoplasmes. L’union du ligand avec le domaine LRR entraine la
dimérisation du récepteur, pouvant étre une hétérodimérisation, comme dans le cas de TLR1
et TLR2, ou une homodimérisation comme pour TLR3 ou TLR4 (Jin and Lee, 2008).

b. Reconnaissance des pathogénes par les TLR: Il existe plusieurs types de TLR en

fonction du ligand reconnu, la Figure 4 représente les différents types des TLR et les ligands
qu’ils reconnaissent ainsi que leurs différentes molécules adaptatrices. Les TLR sont exprimés
par différents types cellulaires comme les cellules B, les cellules NK (natural Killer), les DCs,
les macrophages, les fibroblastes, les cellules épithéliales et les cellules endothéliales (Iwasaki
and Medzhitov, 2004). Ils sont localisés a des endroits différentes des cellules ; les récepteurs
TLR1, TLR2, TLR4, TLR6 et TLR5 sont localisés a la surface des cellules, et les récepteurs
TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9 sont localisées dans les endosomes (Kumar et al., 2009).

Hemagglutinin
protein (Measles
virus)
Glycosylphosphophatidyl-
Inositol mucin
(Trypanosoma)

Phospholipomannan
(Candida albicans)

Lipoarabinomannan
(Mycobacteria)

Peptidoglycan
(Gram polsitive Lipoteichoic acid
bacteria) Ve 2 (Streptococcus)

Porins 3acteria Diacyl lipopeptides
(Neisseria) Y k (Mycoplasma)

VTLRZ ;’TLR4 VVTLRHZ jVTLRGIZ \#/ TLRS ,/TLR11

TIRAP, TIRAP, ! TRAM TIRAP, TIRAP TIRAP, ; TIRAP E !
myDss MyD88 LJ ? } ?TRIF MyD88 :? ? Jmypss myDss 3 ? ’JMyDBB ,_’MyDBB JMyDBB

Endosome

HSV and MCMV

Reovirus (dsRNA) (dsDNA virus)
WNV (ssRNA) CpG-DNA motifs VsV,

RSV, MCMV (Bacteria and Virus) Influenza virus,
Hemozoin (ssRNA Virus)

(Plasmodium)

Cytoplasm

Figure 4. Les récepteurs TLR. Les différents types de récepteurs TLR avec leur localisation dans la cellule, les

PAMPs qu’ils reconnaissent et les adaptateurs avec lesquels ils sont associés. D’aprés (Kumar et al., 2009).
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C. Voies métaboliques déclenchées par les TLR : comme nous I’avons déja évoqué les

différents types de TLR s’associent a différents types d’adaptateurs contenant eux-mémes des
motifs TIR, et de cette association va dépendre la voie déclenchée par la reconnaissance du
PAMPs. Par exemple, les récepteurs TLRS, 7, 9 et 11 s’associent a la molécule MyD8S, les
TLR1, 2, 4 et 6 utilisent 1’adaptateur TIRAP qui les lie a MyD88 ; le TLR3 utilise seulement
TRIF, qui est utilisé aussi par le TLR4 en association avec TRAM. De facon générale les
voies de signalisation déclenchées par les TLR4 peuvent étre divisées en deux groupes ; les
voies MyD88 dépendantes et les TRIF dépendantes, (Akira and Takeda, 2004), (Kumar et al.,
2009). Ces voies sont illustrees dans la Figure 5.

i) Voie MyD88 dépendante: lorsque le TLR reconnait son ligand, MyD88 recr(t les
protéines de la famille IRAK (IL-1 receptor-associated kinase), et TRAF6. A son tour TRAF6

active TAK1L1 (transforming-growth-factor-p-activated kinase 1), ce qui entraine la
phosphorylation du complexe IKK (IkB kinase), formé par IKKa, IKKp et NEMO (NF-xB
essential modifier), qui phosphoryle IkB qui sera ubiquitinylé et dégradé. Ceci entraine la
libération du facteur de transcription NFkB et sa translocation vers noyau et I’initiation des
genes des cytokines inflammatoires. La transcription des genes de cytokines est aussi
déclenchée par la phosphorylation de la voie MAPK (Mitogen-activated protein kinase)
entrainée par TAK1.

i) Voie TRIF dépendante : lors de la reconnaissance du ligand par le TLR, la voie

dépendante de TRIF a plusieurs possibilités. La premiére entraine le recrutement de RIP1 et
TRAF 6 ce qui provoque ’activation de NF-kB ou de la voie MAPK aboutissant dans la
transcription des genes de cytokines inflammatoires. La deuxiéme voie possible a lieu lorsque
TRIF interagit avec TRAF3 qui active le complexe TBK/IKK:i et entraine la phosphorylation
et la dimérisation d’IRF3 et 7 qu’une fois transloqués vers le noyau entrainent la transcription

des genes de IFN (interféron) de type 1.
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Figure 5. Voies de signalisation entrainées par les TLR. D’aprés (Kumar et al., 2009).

d. Les récepteurs TLR et le contrdle de I'immunité adaptative : outre la fonction des TLR

dans la reconnaissance des PAMPs, I’activation de cytokines inflammatoires, et 1’induction
des défenses antimicrobiennes ou antiparasitaires, 1’activation des DCs par les TLRs est
nécessaire pour la maturation des DCs et I’initiation des réponses associées a I’immunité
adaptative (Iwasaki and Medzhitov, 2004), (Iwasaki and Medzhitov, 2010). En effet, les DCs
sont importantes pour I’activation de lymphocytes de type T et leur différentiation en cellules
de type Thl (T helper typel), Th2 ou cellules T cytotoxiques. Une fois qu’elles ont reconnu
I’antigéne, elles sont activées et migrent vers les tissus lymphatiques ou elles vont présenter
les antigenes reconnus et associés au MCHII (major histocompatibility complex class I1). Ce
processus implique la reconnaissance et la phagocytose du pathogene, I’induction des
molécules du MCH et la sécrétion des chémokines. Ces événements sont gouvernés par des
PRR exprimés par les DCs parmi lesquels les plus importants sont les TLRs, car la capacité
des DCs pour répondre aux différents types de pathogénes est donnée par 1’expression de

différents types de TLR (lwasaki and Medzhitov, 2004).
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1.2. Les mécanismes généraux de ’'immunité innée chez les invertébrés.

La réponse d’un organisme lors d’une infection par un pathogéne se fait par
I’intermédiaire de la réponse cellulaire et la réponse humorale qui aboutissent a I’activation

des génes de I’'immunité.

1.2.1. La réponse cellulaire.

Chez les invertébrés les cellules de défense sont appelées hémocytes et en fonction du
type d’invertébré on peut les classifier différemment, par exemple chez les insectes on
distingue les prohémocytes, les granulocytes, les plasmatocytes, les spherulocytes et les
oenocytoides (Lavine and Strand, 2002). Chez les crustacés on peut distinguer les
hyalinocytes, les granulocytes et les semigranulocytes (Taylor et al., 2009 ). En ce qui
concerne les mollusques on peut les classer en hyalinocytes et granulocytes basophiles ou
eosinophiles (Goedken and De Guise, 2004), (Martins-Souza et al., 2009), ces mémes types
cellulaires sont également identifiables chez les annélides (Engelmann et al., 2004). Les
acteurs majeurs de la réponse cellulaire chez les vertébrés sont les cellules dendritiques, elles
détectent des pathogenes directe ou indirectement (a travers des facteurs sécrétés par d’autres
cellules immunes, comme les macrophages, les neutrophiles, les granulocytes ou les cellules
NK (Natural Killers) en intégrant cette information pour orchestrer la réponse immune
(Pulendran et al., 2010). Ces cellules sont les acteurs majeurs de la réponse cellulaire lors de
I’infection par un pathogéne et elles sont responsables des réponses de défense comme la

phagocytose, ’encapsulation et la mélanisation (chez les arthropodes).

a. La phagocytose : est un processus cellulaire tres conservé qui a lieu dans tous les
métazoaires. C’est un processus trés bien étudié chez les leucocytes des mammiferes comme
les macrophages (Aderem and Underhill, 1999) mais il est moins bien étudié chez les
invertébrés d’un point de vue mécanistique. Cependant les études réalisées chez les insectes
indiquent que les signaux impliqués dans la régulation de la phagocytose sont conservés entre
les invertébrés et les vertébrés (Foukas et al., 1998), (Metheniti et al., 2001). Dernierement,
en utilisant le moustique Anopheles gambiae comme modele le groupe de Kafatos a identifié
des régulateurs du processus de phagocytose et des voies de signalisation impliquées (Moita
et al., 2005). De facon générale, le processus de phagocytose comprend plusieurs étapes : la

reconnaissance des particules étrangeres, I’attachement et la formation de pseudopodes,
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I’ingestion dans le phagosome, la dégradation par des mécanismes dépendant de I’oxygene
par l’intermédiaire de la fusion du phagosome avec les lysosomes et I’élimination des

produits de dégradation (Figure 6).

b.  L’encapsulation : I’encapsulation permet 1’é¢limination de particules de taille supérieure

a celle des hémocytes. Elle correspond a une accumulation d’hémocytes disposés en couches
concentriques autour du corps étranger, pouvant étre des parasites, protozoaires ou
nématodes. Une fois que les hémocytes ont reconnu la cible, ils vont former une capsule
hémocytaire qui dans le cas des arthropodes sera accompagnée d’une mélanisation. A
I’intérieur de la capsule hémocytaire le pathogene est tué par la production des radicaux
libres de I’oxygene (ROS) et de 1’azote (RNS). Chez le mollusque gastéropode B. glabrata,
lors de ’encapsulation du parasite helminthe S. mansoni il y a production de FREPs (Hertel
et al., 2005) et de RNS (Hahn et al., 2009a). De la méme fagon une production de RNS et
ROS a été décrite lors de I’encapsulation des guépes parasitoides du genre Leptopilina par
Drosophila (Nappi et al., 1995). Il faut dire que chez les arthropodes la formation de capsule
hémocytaire est accompagnée d’une mélanisation (Marmaras and Lampropoulou, 2009), qui

n’est pas observée chez les mollusques.

® 8
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Figure 6. Mélanisation, encapsulation et phagocytose chez D.melanogaster et les cellules

responsables. Modifiée de (Lemaitre and Hoffmann, 2007)
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C. La mélanisation : est un processus spécifique des invertébrés qui a un réle central dans

la défense contre une grande variété de pathogenes et dans la réparation de blessures ainsi
que dans la formation de la capsule hémocytaire chez les arthropodes (Figure 6). C’est un
processus biochimique dans lequel la tyrosine est convertie en dopa par la phénoloxydase
(PO) activée. La dopa est ensuite décarboxylée par la dopamine décarboxylase pour former la
dopamine ou bien oxydée par la PO pour former la dopaquinone. Ce sont les dérivés
meétaboliques de la dopamine qui vont intervenir dans la mélanisation (Cerenius et al., 2008)
la Figure 7 décrit le processus d’activation de la pro-phénoloxydase (proPO) chez les
crustacés. Le role de la mélanisation dans I’immunité est encore controversé ; en effet elle est
parfois considérée comme un processus secondaire et de plus il a été démontré que 1’activité
PO n’est pas nécessaire chez la drosophile pour la résistance aux infections microbiennes
(Leclerc et al., 2006) et la mélanisation chez A. gambiae n’affecte pas non plus la survie du
parasite Plasmodium falciparum (Michel et al., 2006).

PAMP elicited release and
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Figure 7. Activation de la pro-phénoloxydase (proPO) qui aboutissent & la formation des dérivés
métaboliques de la dopamine qui vont intervenir dans la mélanisation chez les crustacés. Abréviations :
ppA (prophenoloxidase-activating enzyme), PXN (peroxinectin), eSOD (extracellular superoxide dismutase),
ppA 1 (proPO-activating enzyme) , Hcy2 (plasma hemocyanin 2), PAMPs (pathogen-associated molecular
patterns) D’aprés (Cerenius et al., 2008)
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1.2.2. La réponse humorale.

Lors de I’infection par un pathogéne, différents facteurs sont produits et excrétés dans
les fluides corporels (sang ou hémolymphe). Ce type de réponse appelée humorale différe
entre les vertébreés et les invertébrés.

Chez les mammiféres c’est la production des cytokines qui est prédominante. Les
cytokines sont des protéines avec un réle central dans la communication entre les cellules du
systeme immunitaire, elles sont sécrétées et peuvent agir d’une fagon autocrine ou bien d’une
facon paracrine en affectant les cellules adjacentes ou plus éloignées. Elles favorisent
I’inflammation qui est un phénomene comprenant I’augmentation de la perméabilité tissulaire
(hyperémie), le recrutement et 1’activation des leucocytes et la destruction et reconstruction
des tissus. Ces réponses sont orchestrées par les cytokines produites par les cellules de 1’hote
qui font face a I’infection, comme par exemple les macrophages (Kimbrell and Beutler,
2001).

Les effecteurs principaux de la réponse humorale chez les invertébrés sont les peptides
antimicrobiens, ils ont eté étudiés principalement chez les insectes comme la drosophile
(Lemaitre and Hoffmann, 2007) mais leur existence a été documentée chez d’autres
invertébrés comme les mollusques (Mitta et al., 2000), crustacés (Evelyne et al., 2004) ou
nématodes (Millet and Ewbank, 2004). Lors de I’infection il y a une production massive de
peptides antimicrobiens produits par les hémocytes et par le corps gras (analogue du foie des
mammiferes, chez les insectes) et qui sont libérés dans 1’hémolymphe. Comme on le verra
plus tard cette production est spécifique du pathogene envahissant, de facon a assurer
I’efficacité de la réponse, et cette production est régulée de facon assez fine.

Si ’on se réfere toujours a la drosophile, on peut compter jusqu’a 20 peptides
antimicrobiens immunoinductibles, que 1’on peut grouper en sept classes (Figure 8)
différentes en fonction de leurs cibles : la diptericine, la drosocine et I’attacine sont trés
efficaces contre les bactéries a Gram négatif. La défensine est active contre les bactéries a
Gram positif tandis que la drosomycine et la metchnikowine sont actives contre les
champignons. De son coté la cecropine Al présente un spectre plus large en reconnaissant

des bactéries et des champignons (Lemaitre and Hoffmann, 2007).
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Peptides # of genes Main activity Concentration 3-D structure
A Gram-negative
Diptericin 2 Bacteria 0.5 uM nd
q Gram-negative
Attacin 4 bacteria nd nd
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Cecropin 4 Gram-negative 20 uM
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\E Lemaitre B, Hoffmann J. 2007.
Annu. Rev. Immunol. 25:697-743

Figure 8 Les peptides antimicrobiens de la drosophile. Leurs noms, le nombre de génes dans le génome, leurs
activités antimicrobiennes, la concentration estimée dans I’hémolymphe aprés 1’injection de bactéries et leur

structure 3D. D’aprés (Lemaitre and Hoffmann, 2007)

Le mécanisme d’action des peptides antimicrobiens dépend du type mais de facon
générale, ils ont un poids moléculaire assez bas (<10kDa), une charge nette positive ce qui
fait qu’ils sont attirés ¢électrostatiquement vers la membrane des pathogenes chargée
négativement. Cette interaction permet la liaison des parties hydrophobes du peptide avec
I’intérieur lipidique de la membrane, ce qui provoque une déformation de celle-ci. Cette
tension est partiellement relachée lorsque les peptides se déplacent collectivement pour
former des pores transmembranaires. Ces pores permettent a d’autres molécules peptidiques
et a ’eau d’entrer a I’intérieur du pathogene et de plus empéchent la bactérie de générer de
I’énergie meétabolique, finalement la combinaison de ces effets méne a la mort du pathogéne
(Bulet et al., 1999), (Lemaitre and Hoffmann, 2007).

Mise a part Dactivité bactéricide des peptides antimicrobiens, des études
transcriptomiques et protéomiques récentes ont révélé qu’il y a aussi production d’autres

types de peptides et protéines qui font partie d’ une réponse humorale. Parmi ces protéines il y
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a des régulateurs de la réponse, des composants du systeme de mélanisation ou du systéme de
coagulation (Levy et al., 2004), (De Gregorio et al., 2001), (Irving et al., 2001),(Vierstraete et
al., 2004).

1.2.3. La reconnaissance.

Pour que les réponses cellulaire et humorale aient lieu il est indispensable qu’il y ait
une étape de reconnaissance du pathogéne. Cette reconnaissance se fait par 1’intermédiaire de
molécules de reconnaissance appelées PRR (pour Pattern Recognition Receptors). Ces
molécules reconnaissent des motifs structuraux présents uniquement sur les pathogénes
comme les lipopolysaccharides (LPS), les peptidoglycanes bactériens, les mannanes et les -
(1,3)-glucanes de champignons et levures, les acides désoxyribonucléiques de virus ainsi que
les phosphoglycanes de parasites (Kimbrell and Beutler, 2001). Parmi les molécules de
reconnaissance les plus étudiées nous pouvons citer les immunolectines, les thioester-
containing proteins (TEPSs), les Peptidoglycan recognition proteins (PGRPs) et les Gram
negative binding proteins (GNBPs). Nous décrirons ci-aprées ces molécules en nous basant sur

les études faites surtout sur les insectes qui sont les invertébrés les plus étudiés.

a. Les immunolectines : ce sont des membres de la superfamille des lectines de type C,

qui possédent un double domaine CRD (carbohydrate receptor domain) et qui sont impliquées
dans la liaison Ca?* dépendante des carbohydrates. Elles ont une fonction dans ’adhésion
cellulaire, 1’élimination des glycoprotéines et se lient aux molécules pathogénes (Zelensky
and Gready, 2005). Le séquencage des génomes des invertébrés comme la drosophile et C.
elegans a montré une grande diversité de ces lectines chez les invertébrés (dans le génome de
C. elegans les protéines contenant des CTLD (C-type lectin domains) sont les septiemes
protéines les plus représentées (Schulenburg et al., 2008)). Cependant peu est connu sur la
fonction de CTLD chez les invertébrés. La majorité de CTLD d’insectes sont induites en
réponse a une blessure septique. Par exemple, les immunolectines 1 et 2 (IML-1 et IML-2) ont
¢été purifiées de I’hémolymphe des larves de la chenille du tabac Manduca sexta infectées
avec des bactéries (Yu et al., 2002), on peut citer aussi la protéine BmLBP
(Lipopolysaccharide Binding Protein) du ver a soie Bombyx mori qui lie le LPS et qui induit
la nodulation (Koizumi et al., 1999). Pour les invertébrés non insectes on peut citer la
caractérisation d’autres CTLD similaires a celles d’insectes avec une fonction démontrée ou

suggérée dans I’immunité innée; par exemple I’incilarine chez les mollusques (Yuasa et al.,
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1998), la sélectine de B. glabrata (Duclermortier et al., 1999) ou les crustacés (Luo et al.,
2003).

b. Les Thioester-Containing Proteins (TEPS): ce sont des composants majeurs de la

réponse immune innée des invertébrés comme les insectes, les coraux, les mollusques, les
arthropodes et les échinodermes (Nonaka and Kimura, 2006). Les TEP appartiennent a la
famille des protéines contenant un domaine thioester (TE) et ce sont des homologues des
facteurs du systeme du complément C3/C4/C5 et des membres de la famille des o2-
macroglobulines (0a2M), des inhibiteurs universels des protéases chez les vertébrés ((Dodds M
and Law S, 1998), pour revue). Le systeme du complément chez les vertébrés comprend
environ 35 protéines seériques et de surface intervenant dans une cascade qui aboutit a
I’opsonisation des pathogenes (bactéries ou parasites) et des reponses inflammatoires. 1l y a
trois voies différentes qui aboutissent a 1’activation du systeme du complément, commengant
toutes par la reconnaissance et la liaison des facteurs solubles a la surface de I’hote (Figure
9):

1. La voie classigue initiée par 1’union de la collectine Clg aux complexes anticorps-

antigene.
2. La voie lectine qui est initiée par 1’union de la lectine MBL (mannan-binding protein) au
mannose et a d’autres motifs sucrés présents a la surface des microorganismes.

3. La voie alternative déclenchée par I’hydrolyse du facteur du complément C3 qui se lié aux

surfaces des pathogenes.

Toutes ces voies declenchent des cascades protéolytiques qui aboutissent a ’activation du
facteur C3 en permettant la génération d’une série de molécules qui assurent les principales
fonctions du systéeme du complément, on peut citer par exemple;

1. Les anaphylatoxines C3a, C4a et la Cba dérivées des facteurs C3, C4 et C5,
déclenchent I’inflammation et le recrutement des phagocytes vers le lieu d’infection.

2. Le fragment C3b résultant de la protéolyse de C3 qui facilite I’opsonisation de la
surface des microorganismes en amorcant la formation du complexe formé par les
facteurs C5-C9 qui forment un pore dans la membrane du pathogene en provoquant
ainsi la lyse cellulaire.

3. Le fragment iC3b résultant du clivage de C3b par le facteur I et qui se lie aux surfaces
des pathogénes par I’intermédiaire de son domaine TE, et qui est reconnu par les

récepteurs du complément et facilite le recrutement des pathogénes par phagocytose.
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4. Des produits de la dégradation de iC3b contenant un fragment C3d attaché a la surface
cible et qui sont reconnus par les récepteurs du complément et activés par les
lymphocytes B, les a2M et qui fonctionnent comme des inhibiteurs de protéases.

En ce qui concerne I’activation des molécules TEP des invertébrés le systeme pour lequel
elles sont activées n’est pas tres bien connu. Cependant un modele a été proposé pour la TEP1
du moustique A. gambiae (Blandin et al., 2008) ; a la différence du facteur C3, TEP1 serait
sécrété sous la forme d’une seule chaine dans I’hémolymphe et il ne serait pas clivé par une
convertase spécifique mais par une protéase car elle contient une région avec plusieurs sites

potentiels de clivage pour un grand nombre de protéases (Figure 5).
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Figure 9. Ressemblance entre le systéme du complément des vertébrés (A) et celui des moustiques (B). A la
différence de C3, TEP1 est sécrétée dans I’hémolymphe du moustique sous la forme d’une seule chaine et elle
est dépourvue d’un domaine anaphylatoxine et vraisemblablement elle est clivée par une protéase. De la méme
que C3, TEP1 est capable d’opsoniser des bactéries a travers de sa liaison par la partie C-term et a besoin du site
TE. D’aprés (Blandin et al., 2008)

Au niveau structural, les TEP ont des caractéristiques du facteur C3 du complément
des vertébrés et des alpha-2-macroglobulines (a2M). Il existe une grande conservation entre le

facteur C3 et les TEP, des résidus clés impliqués dans I’attachement covalent aux surfaces des
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bactéries qui est dépendant d’une liaison thioester et qui va permettre la phagocytose
(Levashina et al., 2001). 11 a été proposé que chez I’anophé¢le la TEP lie les bactéries a Gram
negatif et a Gram positif (E. coli et S. aureus), et a un réle déterminant dans la reconnaissance
et I’élimination de Plasmodium berghei (Blandin et al., 2004).

La localisation des protéines TEP dans les tissus varie entre les différentes espéces.
Par exemple, chez les mammiféres la synthése et la sécrétion de C3 et des a2M se fait
principalement au niveau du foie et plus de 90 % sont produits par les hépatocytes (Tilo et al.,
1983). Dans le cas des invertébrés, les hémocytes sont considérés comme étant la premiére
source de synthése de TEP et de ’a;M comme chez I’oursin (Al-Sharif et al., 1998), le
moustique (Levashina et al., 2001), les crustacés (Lin et al., 2007), (Vaseeharan et al., 2007)
et les tuniciés (Raftos et al., 2004). Par contre d’autres localisations sont possibles comme par
exemple une expression dans I’hépatopancréas, 1’intestin ou par exemple chez la drosophile
une forte localisation dans le corps gras (Lagueux et al., 2000) I’équivalent fonctionnel du
foie des mammiféres. De maniére générale I’expression des protéines TEP est induite lors
d’une infection par un pathogene.
L’homologie existant entre les composants du systéme du complément et les TEP et a,M
indique clairement leur origine ancestrale commune et une séparation qui aurait pu avoir lieu
avant la division entre protostomes et deutérostomes, ce d’aprés 1’analyse de la séquence de
cnidaires (Dishaw et al., 2005).

C. Les Peptidoglycan Recognition Proteins (PGRPs) : Ce sont des molécules qui

contiennent un domaine de liaison au peptidoglycane similaire aux amidases de type 2 des
bactériophages et bactéries. Les insectes ont plusieurs genes codant des PGRP classifiés,
selon la longueur des transcrits, en PGRP-L (pour Long) ou PGRP-S (pour Short), et ils sont
trés souvent soumis a un épissage alternatif donnant jusqu’a 19 protéines différentes (Hakan,
2004). Les PGRPs sont aussi présentes chez les mollusques, echinodermes et vertébrés mais
les plantes et les métazoaires les plus primitifs, comme le nématode C. elegans n’en possédent
pas (Dziarski and Gupta, 2006). Chez les mammiferes quatre génes PRGPs avaient été
nommés initialement PGRP-S, PGRP-L, PGRP-la et PGRP-IB (Intermediate) par analogie
aux PGRP des insectes (Liu et al., 2001), (Dziarski and Gupta, 2006) (Figure 10).
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Figure 10. Les protéines PGRP d’insectes et de mammiféres: domaines et localisations cellulaires prédites
D’aprés (Dziarski, 2003).

Au niveau structural la plupart des PGRP sont constituées d’un domaine amidase de
type 2 dans la partie carboxy-terminale longue d’environ 165 acides aminés, ce domaine est
aussi appelé domaine PGRP et il est tres bien conservé dans toutes les protéines PGRP avec
42% d’identité et 55% de similarité. Les PGRP-S sont composées de 200 acides aminés et
possedent un peptide signal et un domaine PGRP d’environ 18-20 kDa. Les PGRPL sont au
moins deux fois plus grandes et possedent un domaine PGRP plus une ségquence amino
terminale de longueur variable et qui est unique pour chaque PGRP donnée. Il existe aussi des
PGRP avec un domaine transmembranaire comme les PGRP-LC de Drosophila, tandis que la
plupart des PGRP possédent soit un peptide signal et sont sécrétées, ou n’ont pas de peptide
signal et sont intracellulaires (Dziarski, 2003) (Figure 6).

Les PGRP sont exprimées dans les organes immunocompétents. Par exemple, les
PGRP-S d’insectes sont exprimées dans 1’hémolymphe et dans la cuticule et par les cellules
du corps gras, les cellules de 1’épiderme, 1’estomac et par les hémocytes. Les PGRP-L sont
exprimées principalement par les hémocytes et certaines sont retrouvées dans 1’hémolymphe.
Les PGRP sont des molécules effectrices avec des fonctions dans la reconnaissance et la
signalisation qui sont importantes pour I’immunité innée antimicrobienne. Par exemple, trois
PGRP de la drosophile; PGRP-SA, PGRP-SD, et PGRP-SC1 reconnaissent des

peptidoglycanes bactériens et activent la voie Toll, en réponse a des bactéries a Gram positif
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et aussi aux champignons (cf. Chapitre 1.2. Les mécanismes moléculaires qui régulent la
réponse immune innée) (Figure 11 a).

L’activation de PGRP-LC de Drosophila par les bactéries a Gram négatif déclenche
une autre voie de signalisation, la voie Imd (pour Immunodeficiency) (cf. Chapitre 1.2. Les
mécanismes moléculaires qui régulent la réponse immune innée (Figure 11 b). Chez le
moustique A. gambiae il a été démontré que la taille des populations de bactéries
symbiotiques et leur prolifération apres un repas sanguin par les moustiques femelles sont
contrdlées par des PGRPLC. De plus ces mémes travaux ont montré que cette réponse de
défense module I’intensité de I’infection des moustiques par I’agent responsable du
paludisme, Plasmodium falciparum (Meister et al., 2009).

Les PGRP-S du ver a soie (Bombyx mori) et du ver de farine (Tenebrio molitor) sont
présents dans I’hémolymphe et dans la cuticule et se lient aux bactéries et aux lysines des
DAP- peptidoglycanes, en activant la cascade de la prophenol-oxidase. Cela génere la
production de produits antimicrobiens tels que la mélanine et des ROS (Figure 11 c).

(a) Activation of Toll (b) Activation of Imd (c) Activation of prophenol-
and phagocytosis and phagocytosis oxidase cascade
Gmm-nong‘e bactena Bacteria Fungal
Grarn-p:éxvn rods | Hemolymeh PGN w;u‘gan
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Figure 11. Fonctions des PGRP d’insectes. Différentes voies métaboliques déclenchées par les PGRP
d’insectes, a) Voie Toll b) Voie Imd et ¢) Cascade de la prophénol-oxidase. Les deux premieres voies
aboutissent & la production de peptides antimicrobiens et la troisieme aboutisse & la mélanisation et a la
production des ROS. D’aprés (Dziarski and Gupta, 2006).
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d. Les Gram Negative Binding Proteins (GNBP): la GNBP du ver a soie, B. mori, a été

la premiére protéine de ce type identifiée ; elle avait été décrite comme une protéine se liant a
la paroi cellulaire des bactéries & Gram néegatif (Lee et al., 1996). Les GNBP sont formées par
un domaine N-terminal de liaison au B-1, 3 glucane et un domaine C-terminal B-1, 3
glucanase-like qui ressemble a celui de la protéine B-1, 3 glucanase de Bacillus circulans
mais I’absence des deux résidus glutamiques du site actif ne permet pas ’activité glucanase.
Chez la drosophile il y a trois GNBP différentes (DmGNBP-1, 2-3), DmGNBP-1 existe sous
une forme soluble et sous une forme ancrée a la membrane par sa liaison au
glycosylphosphatidylinositol (GPI), elle a une grande affinité pour des molécules bactériennes
comme le LPS ou le B-1, 3 glucane, tandis qu’aucune affinité n’a été détectée pour le B-1, 4
glucane, peptidoglycane ou chitine (Kim et al., 2000). Il a été aussi déemontre que la
DmGNBPL1 est nécessaire pour I’activation de la voie Toll en réponse a une infection par des
bactéries a Gram-positif (Gobert et al., 2003). Un role de la DmGNBP-3 dans la
reconnaissance fongique a été proposé car les mouches mutantes pour le géne GNBP3 sont
sensibles a une infection fongique et incapables d’activer la voie Toll (Gottar et al., 2006).
Chez le moustique A. gambiae la famille des GNBP comprend six membres répartis
en deux sous-familles A et B (GNBPALl, GNBPA2, GNBPB1, GNBPB2, GNBPB3 et
GNBPB4). Les membres de la sous-famille A sont apparentés aux GNBP de la drosophile et
de Bombyx et les membres de la sous-famille B sont propres a ’anophéle (Christophides et
al., 2002). Tous les membres de la famille GNBP de I’anophé¢le ont un peptide signal ce qui
indique que ce sont des protéines sécrétees, et seulement la GNBPAL possede un domaine
transmembranaire en position N-terminale, ce qui suggére qu’il s’agit d’une protéine présente
a la surface cellulaire. D’autre part comme la DmMGNBP1 (Kim et al., 2000), les GNBPB1, B2
et B3 ont un domaine d’ancrage au GPI, ce qui suggere qu’elles pourraient étre secrétées ou
relarguées rapidement en présence d’un stimulus immunitaire. En plus les GNBPALI, Bl et B3
contiennent plusieurs sites potentiels de N-glycosylation ce qui indiquerait que ces protéines
sont glycosylées, une caractéristique commune des protéines impliquées dans la
reconnaissance cellule-cellule et dans I’adhésion (Warr et al., 2008). L’invalidation de ces
genes par RNAI a permis de démontrer que les GNBPA2, B1, B3, et B4 sont impliquées dans
une réponse antibactérienne a Gram négatif, tandis que seulement les GNBPBL1 et B4 sont
impligquées dans une réponse antibactérienne a Gram positif (Warr et al., 2008). La méme
étude a montré que les GNBPA2, GNBPB3 et GNBPB4 sont également impliquées aussi dans

la réponse contre les parasites du genre Plasmodium, et plus précisément la GNBPB4 qui est
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fortement exprimée lors d’une infection par des bactéries et par le parasite dont le moustique
est le vecteur intermédiaire (en effet, lors d’une infection elle a été co-localisée avec le
parasite). De plus, cette réponse contre une infection parasitaire est fortement diminuée
lorsque le géne GNBP4 est invalidé par RNAI ainsi que des genes activés par la voie Imd
(Warr et al., 2008). Par ailleurs, cette voie a eté décrite comme étant impliquée dans la
réponse a I’infection par Plasmodium chez le moustique (Osta et al., 2004).

L’existence des GNBP a été récemment mise en évidence chez, le mollusque B.
glabrata (Zhang et al., 2007). Chez ce mollusque il y a une seule forme de GNBP qui, de
facon étonnante, a été prédite comme étant une protéine non sécrétée a la différence des autre
GNBP décrites. De plus des analyses bioinformatiques ont prédit que BJGNBP n’aurait pas
de domaine d’ancrage au GPI, ce qui impliquerait qu’il s’agisse d’une molécule non liée a la
membrane.

Parmi ces molécules de reconnaissance nous n’avons pas cité les molécules
impliquées dans la reconnaissance des pathogénes, comme les FREPs (Fibrogen Related
Proteins) chez B. glabrata et Anopheles gambiae (Zhang et al., 2004), les DsCam chez les
insectes ((Watson et al., 2005), (Dong et al., 2006)) ou les VCBP chez Branchiostoma
floridae (Cannon et al., 2002), mais qui sont soumises a des processus de réarrangements par

recombinaisons homologues, somatiques a 1’origine des anticorps des vertébrés.

I.3. Les mécanismes _moléculaires qui_régulent la réponse immune innée chez les

invertébrés.

L’expression massive des peptides antimicrobiens suite a une infection est régulée au
niveau transcriptionnel. Pendant les années 90 a été réalisé le clonage des génes codant des
peptides antimicrobiens comme la Cecropin Al et la Diptericin chez la drosophile, et des
régions promotrices avec des sites de liaison au facteur de transcription NF-xB et des sites de
liaison GATA reconnus par le factor Serpent (Tingvall et al., 2001). Ce type de régulation des
genes de I'immunité par D'intermédiaire du facteur NF-kB est bien conservé et a été
caractérisé dans plusieurs phyla d’invertébrés, comme les mollusques (Montagnani et al.,
2004), les ascidies (Azumi et al., 2003) ou les échinodermes (Hibino et al., 2006). Il est
surtout tres bien étudié chez les insectes et notamment chez D. melanogaster. 1l y a trois
protéines « NF-kB/Rel-like » codées par le génome de la drosophile. Dorsal et Dif contenant
un domaine N-terminal de liaison a I’ADN (acide désoxyribonucléique) de type Rel avec un

domaine transactivateur en position C-terminale (Ferrandon et al., 2007). L’autre est la
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protéine Relish similaire & la p105 des mammiféres qui contient un domaine N-terminal de
type Rel et un domaine C-terminal avec trois répétitions inhibitrices de type ankyrine
(Ferrandon et al., 2007). Ces trois protéines se fixent aux sites kB des génes qui codent les
peptides anti-microbiens en activant leur transcription (Ferrandon et al., 2007). 11y a d’autres
voies comme la voie JAK/STAT qui ne dépendent pas des facteurs de transcription de type
Rel.

a. La voie Toll : initialement décrite comme une voie qui avait un réle dans la mise en

place de I’axe dorso-ventral des embryons de Drosophila et dans d’autres processus du
développement (Belvin and Anderson, 1996). En 1996 il avait été démontré que I’induction
de la drosomycine et de fagon plus générale la résistance a ’infection par des champignons
nécessitait la présence du recepteur transmembranaire Toll et des autres composants de cette
voie (Lemaitre et al., 1996). A présent il est admis que la voie Toll contréle aussi la réponse
immune lors d’une infection par des bactéries a Gram positif (Rutschmann et al., 2002). Les
composants de cette voie sont la cytokine Spatzle (qui partage des similarités de structure
avec le NGF (nerve growth factor)), le récepteur transmembranaire Toll, le complexe TISC
(Toll-induced signalling complex) formeé par les adaptateurs Tube, MyD88 (Myeloide
differentiation primary-response gene) et la kinase Pelle contenant tous les trois un domaine
de mort (Death domain), I’homologue d’IxB Cactus et les facteurs de transcription « Rel-
like » Dorsal et Dif (Belvin and Anderson, 1996), (Tauszig-Delamasure et al., 2002).
L’induction de la voie Toll est déclenchée lorsque des molécules PGRP reconnaissent des
bactéries a Gram positif (PGRP-SA, PGRP-SD, GNBP1) ou des B-glucanes des champignons
(GNBP3) et activent une cascade protéolytique aboutissant au clivage de la cytokine Spéetzle
par une SPE (Spatzle processing enzyme) (Jang et al., 2006), (Weber et al., 2003). Elle peut
aussi étre déclenchée par des facteurs de virulence, comme des protéases fongiques, reconnus
comme étant des signaux de danger et qui déclenchent des cascades protéolytiques dans
lesquelles interviennent des serine protéases comme Persephone (Ligoxygakis et al., 2002),
(Chamy et al., 2008). La liaison de la forme clivée et dimerisée de Spatzle, appelée Spétzle
C106, au récepteur Toll active la voie de signalisation intracellulaire par le biais du
recrutement de MyD88, Tube et Pelle, ce qui aboutit a la phosphorylation de Cactus qui est
dégrade par le protéasome, libérant Dif et Dorsal qui subissent une translocation nucléaire et
activent la transcription de génes de la réponse immunitaire comme la drosomycine
(Manfruelli et al., 1999), (Meng et al., 1999) (Figure 12).
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Figure 12. Voie Toll chez D. melanogaster. Le récepteur Toll est activé par la cytokine Spaetzle clivé par une
cascade proteolytique déclenchée par des bactéries & Gram positif ou des champignons. La traduction du signal
au niveau intracellulaire nécessite des protéines MyD88, Tube et Pelle. Ceci permet la phosporylation de cactus
qui est dégradé, ce qui permet la libération de DIF et Dorsal qui sont transloqués et augmentant la transcription

de la drosomycine. D’aprés (Ferrandon et al., 2007).

Beaucoup des composants de la voie Toll sont eux aussi régulés d’une facon Toll
dépendante lors de I’infection (De Gregorio et al., 2002). Il faut noter qu’a la différence des
TLRs (Toll-like receptor) des vertébrés, Toll ne fonctionne pas comme un PPR mais qu’il est
activé par la cytokine Spatzle. De plus de la méme fagon que chez les vertébrés le génome de
Drosophila code jusqu’a huit protéines Toll mais leur implication dans 1’immunité n’est pas
encore claire (Tauszig et al., 2000). Il faut aussi noter que la voie Toll de Drosophila partage
de fortes ressemblances avec la voie métabolique de I'[L-1 des vertébrés, ce qui nous laisse
penser a I’existence d’un ancétre commun de ces mécanismes immuns (Hoffmann, 2003). Ce

point sera abordé dans le Chapitre 11.2.
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b. La voie Imd : Cette voie a €té initialement découverte grace a I’identification d’une

mutation appelée immune deficiency (imd) qui diminuait I’expression de plusieurs genes
codant des peptides antimicrobiens mais qui n’affectait pas la production de drosomycine
(Lemaitre et al., 1995). Les drosophiles qui portent la mutation imd succombent a une
infection par des bactéries a Gram négatif mais sont plus résistantes aux infections par des
bactéries a Gram positif ou des champignons que les mutants Toll. Le géne imd code une
protéine avec un domaine de mort similaire a celui de la protéine RIP (Receptor Interacting
Protein) de la voie métabolique du TNF-R (Tumor Necrosis Factor receptor) des vertébrés. La
surexpression du géne imd déclenche la transcription des peptides antimicrobiens en 1’absence
d’une infection (Georgel et al., 2001). Cette voie est déclenchée lorsque le PGRP-LC ou le
PGRP-LE forment des multiméres en présence de bactéries a Gram négatif et interagissent par
I’intermédiaire de leur motif RHIM (RIP homotypic interaction motif) avec la protéine IMD.
Celle-ci controle la phosphorylation de 1’homologue d’IxB, Relish, au travers de I’activation
du complexe formé par la kinase TAK1 ((TGF-p)-activated kinase 1) et I'lKK (IkB kinase).
Aprés phosphorylation, IxB est clivée dans son domaine ankyrine par I’homologue des
caspases DREDD (death-related ced-3/Nedd2-like protein). Ensuite la sous-unité Rel de
Relish, subit une translocation nucléaire et active la transcription de génes de la réponse
immunitaire comme la Diptericine (Ferrandon et al., 2007) (Figure 13). Les mouches qui
présentent une mutation pour un des genes impliqués dans cette voie presentent le méme
phénotype que celles qui possédent la mutation imd et qui sont infectées. Les mouches non
infectées sont viables et jusqu’a présent aucune fonction dans le développement n’a été
démontrée. La voie Imd présente des similarités avec la voie TNF-R de vertébrés (Hoffmann,
2003) et Chapitre 11.3.
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Figure 13. La voie Imd chez D. melanogaster. La voie IMD est induite par des bactéries & Gram négatif et
positif. La protéine IMD avec un domaine de mort est alors recrutée ce qui induit sa liaison avec FADD et avec
DREDD. DREDD s’associe avec Relish dont la partie N-terminale Rel qui se lie a ’ADN, est clivée et
transloquée au noyau et en se liant a I’ADN induit la transcription du géne de la Diptérin. D’aprés (Ferrandon et

al., 2007)

C. La voie JAK/STAT : A la différence des voies Toll et Imd qui sont bien caractérisées,

les connaissances sur les réponses induites par la voie JAK/STAT sont plus restreintes. Cette
voie avait été identifiée d’abord chez les mammiféres comme étant une voie cytokine
dépendante (Watling et al., 1993) et un acteur clé de la réponse antivirale (Dupuis et al.,
2003). La premiére évidence de I’implication de cette voie dans I’immunité des invertébrés
vient des études chez le moustique A. gambiae qui démontraient que cette voie est impliquée
dans la réponse face a une infection bactérienne (Barillas-Mury et al., 1999). Des études
ultérieures ont permis la caractérisation chez D. melanogaster des génes exprimés lors de
Iinfection et régulés par la voie JAK/STAT (Boutros et al., 2002). Actuellement il est établi
que cette voie est impliquée aussi dans une réponse lors d’une infection par les parasites du
genre Plasmodium (Gupta et al., 2009) et dans la réponse anti-dengue du moustique A.
aegypti (Souza-Neto et al., 2009) et dans la réponse antivirale chez D. melanogaster (Dostert

et al., 2005). L’activation de cette voie se fait par la liaison d’une cytokine sécrétée par les
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hémocytes et appelée Upd-3(Unpaired), qui se fixe au récepteur de membrane Dome
(Domeless) lors de I’infection (Brown et al., 2001), (Agaisse et al., 2003). Cette fixation a
Dome entraine un changement dans sa conformation qui entraine la phosphorylation de la
protéine JAK (Janus Kinase Hopscotch) qui est associée a Dome. Le complexe Dom/Hop
induira la phosphorylation du facteur de transcription STAT qui forme un dimére et qui subit
une translocation dans le noyau et active la transcription des génes spécifiques (Arbouzova
and Zeidler, 2006) (Figure 14). Les génes dont la transcription est activée sont par exemple
le gene codant la protéine du systéme du complément TEP2 (Lagueux et al., 2000) et des
génes Turandot induits par des conditions de stress et spécialement par des blessures
septiques (Ekengren et al., 2001).
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& @3 Ak Hop)

d STAT

@  Phosphorylation

o
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j D ﬁ Nuclear pore complex

Figure 2. Modele pour de la voie JAK/STAT.. La liaison du ligand entraine les phosphorylations successives
de JAK et du facteur de transcription STAT qui migre vers le noyau et active la transcription de genes cibles.
D’aprés (Arbouzova and Zeidler, 2006)

Cette voie est donc conservée tout au long de I’évolution et en plus des insectes et des
mammiféeres ou elle a été bien caractérisée, des études génomiques ou transcriptomiques ont
mis en évidence I’existence de certains partenaires de cette voie chez les crustacés (Liu et al.,
2007), chez C. intestinalis (Hino et al., 2003) ou encore chez les échinodermes (Hibino et al.,
2006).
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.4. Evidences de processus de diversification et d’adaptation de I’immunité des

invertébrés.

Le paradigme de Janeway et Medzhitov (Medzhitov and Janeway, 1997) est
aujourd’hui remis en cause, par une série de travaux qui mettent en évidence 1’existence
d’une mémoire immune et d’un certain degré de spécificité vis-a-vis du pathogéne chez les
invertébrés.

Deux exemples frappants sont le cas du bourdon Bombus terrestris qui est capable de
développer une spécificité de réponse lorsqu’il est infecté par deux especes de bactéries du
genre Paenibacillus (Sadd and Schmid-Hempel, 2006). Un autre exemple est celui du
crustacé copépode Macrocyclops albidus et son parasite Schistocephalus solidus, chez qui le
succes d’une réinfection par le parasite dépend de la ressemblance des antigénes des parasites
entre la premiére et la deuxieme infection (Kurtz and Franz, 2003). Les bases moléculaires de
cette spécificité ou mémoire ne sont pas connues mais sont en cours d’investigation.

Par contre des études menées sur plusieurs espéces d’invertébrés ont révélé
I’existence de mécanismes de diversification des genes codant des PRR et/ou des effecteurs
de la réponse immune. Ces mecanismes permettraient la reconnaissance du variant
moléculaire d’un antigéne par un variant de PRR et ce de facon spécifique selon un
mécanisme de serrure/clé (Schulenburg et al., 2007). Ces génes hotes, pour lesquels les
systemes de diversification commencent a étre bien connus, sont par exemple les DsCam
(Down syndrome cell adhesion molécules) chez les dipteres, les FREPS (Fibrinogen-Related
proteins) chez les mollusques et insectes, les VCBP (Variable Chitin-Binding Protein) chez

Branchiostoma floridae.

a. Les DsCam chez les insectes

Comme nous 1’avons vu précédemment, le systeme immunitaire des insectes est activé
des que des PAMP des pathogénes sont reconnus spécifiguement par des PRR. Ces récepteurs
de I’hote vont induire 1’élimination du pathogeéne soit par des réponses cellulaires comme
I’encapsulation ou la phagocytose, soit par I’activation des voies de signalisation qui
aboutissent a la transcription des génes immunitaires (Lemaitre and Hoffmann, 2007). Ces
mécanismes permettent une défense efficace contre la grande diversité de pathogenes
rencontrés sans besoin d’une immunité adaptative. Toutefois, les analyses des génomes de
deux espéces de dipteres, D. melanogaster et A. gambiae, ont révélé la présence d’environ

140 a 150 geénes codant des protéines possédant des domaines de type lg. Les génes

36



Introduction

DmDscam de D. melanogaster (Watson et al., 2005) et son orthologue chez A. gambiae,
AgDscam (Dong et al., 2006) ont été bien étudiés. Ils sont en copie unique et codent une
molécule transmembranaire avec un domaine extracellulaire de type Ig et fibronectine ainsi
qu’un domaine cytoplasmique (Figure 15). Chez D. melanogaster ce géne a une fonction
essentielle dans I’interconnexion neurale, mais il a été démontré qu’il avait un rdle aussi dans
la liaison aux microorganismes envahissants et qu’il participe aux processus de phagocytose
(Watson et al., 2005). Ce géne comprend 24 exons parmi lesquels I’exon 4 (12 copies),
I’exon 6 (48 copies) et I’exon 9 (33 copies) codent différentes parties du domaine Ig et sont
variables, entourés par des exons constants. La combinaison des différentes possibilités par un
phénoméne d’épissage alternatif donne jusqu’a 18000 isoformes pour la partie Ig de ce
molécule. Les Dscam sont exprimés dans le cerveau, dans les hémocytes et dans le corps gras
des mouches et la diminution de I’expression du géne dans les hemocytes réduit le taux des
bactéries phagocytées.

En ce qui concerne le gene AgDscam, il est formé par 101 exons dont les exons 4, 6 et
10 qui codent le domaine Ig, ont 14, 30 et 38 copies respectivement, ce qui donne 31000
isoformes possibles de cette molécule. Il a été démontré que I’inhibition d’AgDsCam par
RNAI dans des moustiques infectés par des bactéries provoque une prolifération accrue de ces
bactéries. De la méme facon lors d’une infection par Plasmodium il y a 65% de plus
d’oocystes de Plasmodium chez les moustiques ou I’expression d’AgDsCam a été inhibée,

que chez les moustiques infectés témoins (Dong et al., 2006).

Exon 4 Exon 6 Exon 9 Exon 17
1 12 1 48 1 33 12

IG2 IG3

Figure 3. Structure des genes et des protéines des Dscam de Drosophila. Les splicing alternatif ont lieu
dans les exons 4, 6, 9 et 17. Modifié de (Watson et al., 2005).

Les Dscam de diptéres semblent donc intervenir dans la réponse immunitaire innée,
mais de maniére spécifique. En effet, chez I’anophéle, la réponse a une infection ne se traduit
pas par une augmentation globale des trancrits du gene AgDscam mais il y a plutdt une
modification de la représentativité de certains exons variables, au sein du répertoire, par

épissage alternatif dans la phase aigue de I’infection. De plus, cette modification est

37



Introduction

specifique car des infections par différents pathogenes induisent la production de répertoires
différents. Ainsi suite a une infection, le répertoire va s’enrichir en récepteurs possédant
certains domaines de type lg ayant une affinité prononcée vis-a-vis des antigénes d’un
pathogéne donné (Dong et al., 2006).

Les Dscam sont donc des PRR hypervariables et essentiels du systéme immunitaire
des insectes (au moins dipteres). Ils possédent une plasticité phénotypique leur permettant de
s’adapter de fagon spécifique a différents spectres de pathogenes. De plus cette diversification
se fait au niveau somatique, ce qui révolutionne le paradigme de Janeway et Medzithov selon
lequel la diversité des PRR des vertébrés est limitée et codée dans la lignée germinale
(Medzhitov and Janeway, 1997).

Dans le contexte plus général de I’immunité des invertébrés ces résultats montrent
que comme les vertebrés, les invertébrés utilisent des récepteurs codés dans la lignée
germinale spécifiques des PAMP et des recepteurs diversifiés générés par des mécanismes
somatiques capables de réagir rapidement au changement antigénique du pathogene (Kurtz
and Franz, 2003).

b. Les VCBP chez Branchiostoma floridae

La famille des génes VCBP (Variable Chitin-Binding Protein) de B. floridae, est une
famille multigénique codant des protéines avec une région N-terminale variable composée de
deux domaines de type Ig-V (domaine protéique variable des immunoglobulines), organisés
en tandem, la région C-terminale comprenant un domaine de liaison a la chitine. Ce sont des
molécules solubles (non ancrées a la membrane) et exprimées dans 1’intestin, (Cannon et al.,
2002). 1l existe cing familles de génes VCBP relativement variables (VCBP 1-5), qui codent
des protéines partageant de 27 a 41 % de similarité de séquence en acides aminés. Toutefois,
les régions V des VCBP2 et VCBP5 sont trées semblables (78%) méme si le reste du gene
diverge, (Cannon et al., 2004).

Les cing familles de VCPB sont codées par cing familles de génes (vcbp 1-5).
L’analyse de la région hypervariable des VCBP2, au niveau génomique et au niveau des
transcrits, et & partir des animaux de la méme région géographique a révélé qu’il y a un
polymorphisme de cette région au niveau intra- et interindividuel. Cela signifie que chaque
individu dispose d’un répertoire VCBP2 unique codé¢ dans la lignée germinale (Cannon et al.,
2004), (Cannon et al., 2002).
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En ce qui concerne la fonction de VCBP, il a donc été proposé que la région
hypervariable pourrait avoir une fonction sous une forte pression sélective, telle que la
reconnaissance d’un pathogéne. D’autre part la localisation des transcrits des VCBP de fagon
spécifique et abondante seulement dans I’intestin qui est un site de passage des pathogenes
appuie 1’idée d’une fonction immunitaire. Par ailleurs, ces molécules pourraient étre
bifonctionnelles, d’une part parce qu’il y a une partie hypervariable N-terminale qui présente
les caractéristiques des récepteurs de I'immunité adaptative, et d’autre part une partie C-
terminale qui possede un domaine de liaison a la chitine qui pourrait jouer un réle dans
I’immunité innée des invertébrés. De plus, la capacité a maintenir un niveau de diversification
suffisant de ces récepteurs représente un avantage face aux stratégies d’évitement des
pathogénes. Donc ce haut niveau de polymorphisme des récepteurs de I’immunité innée

pourrait compenser 1’absence de réarrangements somatiques.

C. Les FREP

Les FREPs (Fibrinogen-RElated Proteins) sont une famille de génes immuns
conserves au cours de 1’évolution et qui sont présents chez les vertébrés (Matsushita et al.,
1996) et les invertébrés (Adema et al., 1997), (Dong and Dimopoulos, 2009). Les protéines
codées par ces genes ont un peptide signal, une région N-terminale composée d’un ou deux
domaines de type Ig et une région C-terminale composée d’un domaine fibrinogene (FBG).

Chez le mollusque B. glabrata les FREPs sont exprimées a la surface des hémocytes et
dans I’hémolymphe (solubles). Actuellement, 13 sous-familles differentes de genes FREP ont
été identifiées chez ce mollusque (Zhang and Loker, 2004). Les sequences complétes de
quatre de ces génes sont connues (FREP 2, 3, 4, 7), les génes FREP 2 et 4 possédent quatre
exons et codent des FREP possedant un seul domaine Ig. Le premier exon code un peptide
signal, le second et le troisieme codent le domaine Ig et le quatrieme code le domaine
fibrinogéne (Léonard et al., 2001). Les génes FREP 3 et 7 présentent une organisation
similaire mais ils possédent 6 exons, et codent des protéines avec 2 domaines Ig (Zhang et al.,
2001). La diversité de ces génes au niveau des domaines FBG et Ig, est manifeste pour la
famille FREP3 pour laquelle 45 séquences différentes ont été isolées a partir d’un seul
individu (Zhang et al., 2004) (Figure 16).
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Figure 4. Schéma supérieur : organisation du polypeptide FREP3. Schéma du bas : la structure intron-exon du
FREP3. SP, peptide signal ; IgSF, domaine de la superfamille des immunoglobulines ; SCR, petite région
charniére ; ICR, région intercédante ; FBG, domaine fibrinogéne. Les couleurs identifient les régions codantes et

les domaines des protéines correspondantes. Madifiée de (Zhang et al., 2004)

Les auteurs suggérent que ce haut niveau de diversification pourrait étre généré a partir
d’un nombre limité de génes présents dans la lignée germinale. Ces génes seraient soumis
durant la différenciation des cellules somatiques a des mutations ponctuelles (qui généreraient
de nouveaux variants) et des recombinaisons somatiques entre les genes sources (conduisant a
des génes mosaiques). Cela indiquerait que chaque individu serait capable d’exprimer une
certaine diversité de récepteurs a partir d’'un nombre limité de génes présents dans la lignée
germinale.

En plus de cette diversité des études ont montré que I’expression des FREPS est
induite lors d’une infection par un trématode (Hertel et al., 1994), (Adema et al., 1997) et de
facon intéressante des études récentes realisees avec des parasites, bactéries et levures ont
démontré que les FREPs reconnaissent de facon specifique différents types de pathogenes
(Zhang et al., 2008). Cela indique que les FREPs sont impliqués dans la réponse immune du
mollusque permettant a celui-ci de reconnaitre plusieurs variantes de pathogeénes.

Chez le moustique A. gambiae cette famille de génes est beaucoup plus importante en
nombre que chez le mollusque, puisqu’elle posséde 59 membres contre 14 de B. glabrata ou
de D. melanogaster. 11 a été démontré que le mécanisme d’expansion de ces génes est le
résultat des duplications en tandem du domaine fibrinogene (Dong and Dimopoulos, 2009).
La plupart de ces genes sont exprimés lors d’une infection avec des bactéries, des
champignons ou avec le parasite Plasmodium. L’utilisation de la technique de RNAi pour
I’invalidation des FREPs a permis de démontrer que ces genes sont essentiels pour
I’immunité innée du moustique et pour le maintien de I’homéostasie (Dong and Dimopoulos,
2009).

En conclusion, les FREPs apportent une spécificité au systéme immun inné des vertébrés. De
plus il s’agit du premier exemple de mécanismes somatiques des genes de I’immunité chez les

invertébrés.
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1.5. Conclusion

La découverte chez les invertébrés, des mécanismes de diversification des PPR, d’une
specificité de réponse vis-a-vis des pathogenes, et d’une « mémoire » donne une nouvelle
perception des capacités de I’immunité innée des invertébrés. En effet, ces mécanismes
montrent que les invertébrés, méme s’ils sont dépourvus d’une immunité dite adaptative
comme chez les vertébrés, sont capables de mettre en place i) une réponse efficace et rapide,
ii) une réponse adaptée aux différents types de pathogénes par 1’intermédiaire des processus
de diversification des PRR régulés d’une fagon trés fine, et iii) des mécanismes qui permettent

d’établir un certain degré de mémoire (Little et al., 2005).

Il. LES CYTOKINES CHEZ LES INVERTEBRES

Nous avons vu que lors de I’infection par un pathogéne, il y a chez les invertébres une
reconnaissance par des PRR, une réponse cellulaire avec phagocytose, encapsulation et
mélanisation et une réponse humorale avec des molécules de reconnaissance qui déclenchent
des voies Toll, Imd et JAK/STAT qui aboutissent a la production des peptides antimicrobiens.

Chez les vertébres, les réponses cellulaires et 1’activation des voies TLR et NF-xB
sont précédees et suivies par la production de protéines appelées cytokines. Ce sont de petites
protéines (=25kD) qui sont sécrétées par plusieurs types cellulaires, en réponse a une infection
ou stimulus de stress, cette sécrétion induisant des réponses cellulaires au travers de la liaison
a des récepteurs spécifiques. Les cytokines peuvent agir d’une fagon autocrine ou bien d’une
facon paracrine en affectant les cellules adjacentes ou plus €loignées. La sécrétion de ces
cytokines permettra d’une part de tuer le pathogene et d’autre part de recruter vers I’endroit de
I’infection des cellules dendritiques, des leucocytes et en somme de favoriser I’inflammation.
Il s’agit d’un phénoméne trés complexe qui entraine une augmentation de la perméabilité
tissulaire (hyperémie), le recrutement et I’activation de leucocytes et la destruction et la
reconstruction des tissus. Ces réponses sont orchestrées par les cytokines produites par les
cellules de I’hote qui font face a I’infection (Kimbrell and Beutler, 2001). Les cellules
endothéliales et épithéliales ainsi que les macrophages, neutrophiles et lymphocytes,
produisent et sécretent des cytokines pro-inflammatoires comme IL-1 (interleukine-1), IL-6
(interleukine-6), IL-12 (interleukine-12), TNF-a (tumor necrosis factor). IL-1, IL-6 et TNF-a
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activent les hépatocytes du foie, qui produisent des molécules de la phase aigue de
I’inflammation. Ces protéines se lient a la surface des pathogenes reconnus ainsi par les
neutrophiles et macrophages. Ces cellules phagocytaires, répondent par la sécrétion
d’enzymes granulaires et la production des ROS, ce qui vont tuer le pathogéne. Cette phase
aigue est suivie d’une phase dans laquelle d’autres cytokines comme I’'IL-10, le TGF-$
(Transformation Growth Factor-p) ou I'IL-13 arrétent la production des médiateurs pro-
inflammatoires et préparent I’immunité adaptative (Riedemann et al., 2003) (Figure 17).

Nous avons donc vu que les cytokines sont des acteurs majeurs de la réponse immune innée

chez les vertébrés, mais qu’en est-il de I’existence des cytokines chez les invertébrés?

Inflammatory Pathway

Inducers Sensors Mediators Target tissues

TNF, IL-1, IL-6
CCL2, CXCL8
Mast cell Dendritic cell
— —_— —_—
r TLR Histamine
N

Bradykinin
Figure 5. Les étapes du processus inflammatoire. Figure montrant les différentes étapes de la réponse

Infection

Eicosanoids

Tissue damage

Macrophage

inflammatoire. Les inducteurs (bactéries, champignons, virus ou parasites) vont initier la réponse en étant
détectés par les senseurs tels que les TLR exprimés par des les cellules de défense comme les macrophages,
cellules dendritiques ou macrophages. Ceci induit la production des médiateurs de la réponse, comme les
chemokines, cytokines, histamines ou les molécules du systeme du complément, qui agissent sur des organes
cibles provoguant la vasodilation, I’extravasion des neutrophiles et I’arrivée du plasma aux endroits de
I’infection. De leur coté les hépatocytes du foie vont produire des protéines de la phase aigiie comme des

facteurs coagulants et qui activent la production des prostaglandines comme la PEG,. D’apres (Medzhitov).

11.1. Evidence pour I’existence des cytokines chez les invertébrés.

Si ’on considére les ressemblances entre les mécanismes de défense innée des
vertébres et des invertébreés, il semble plausible qu’il y ait chez les invertébrés des molécules
ayant les mémes fonctions que chez les vertébrés (Beschin et al., 2001). Les études qui ont
tenté de mettre en évidence I’existence de cytokines chez les invertébrés, ont utilisé des
approches qui consistaient a évaluer la sensibilité des hémocytes a I’action des cytokines des

vertébrés ou bien la réaction des cellules immunitaires de vertébrés aux facteurs des
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invertébrés. D’autres travaux ont utilisé des anticorps bloquant les cytokines des vertébrés
pour détecter une « réactivité croisée » dans I’hémolymphe, hémocytes ou systéme endocrine
d’invertébrés. Dans certaines études biochimiques, des poids moléculaires ou des pl (point
isoelectrique) similaires entre cytokines de vertébrés et des analogues fonctionnels
d’invertébrés ont été considérés comme une évidence d’homologie moléculaire.

Etant donné le réle majeur d’IL-1, IL-6 et TNF-a dans la réponse inflammatoire des
vertébrés, ce sont ces cytokines qui ont été les plus recherchées chez les invertébrés. Des
molécules portant ces activités ont été détectées chez les annélides, mollusques, insectes
échinodermes et prochordés ; une revue exhaustive de tous ces travaux a été faite par Beschin
et collaborateurs (Beschin et al., 2001). Globalement ces observations suggérent que les
mécanismes de défense des deutérostomes et protostomes utiliseraient des molécules de type
cytokine, mais en absence d’information sur la sequence de ces protéines il est prematuré de
dire que ces molécules d’invertébrés partagent des ressemblances phylogénétiques avec leurs
homologues chez les vertébrés. Cependant des travaux ont mené a la caractérisation de
molécules de type TNF-a et qui sont impliquées dans la réponse immune, chez les crustaces
(Mekata et al.), les mollusques (De Zoysa et al.) et les insectes (lIgaki et al., 2002). Par
ailleurs, chez D. melanogaster il a été décrit plusieurs molécules cytokine-like dont on connait
la séquence et méme le mode d’action. Nous pouvons citer par exemple la cytokine Spatzle
qui est en amont de la voie Toll (Ligoxygakis et al., 2002) ou Eiger I’homologue de TNF-a
(Moreno et al., 2002) ou encore la cytokine Upd-3 qui active la voie JAK/STAT (Brown et
al., 2001). 1l a été proposeé chez Drosophila un paralléle entre la fonction de Spatzle et IL-1
dans les voies Toll, et un parallele entre la voie Imd et la voie TNFR, toutes ces voies
aboutissant a I’activation de NF-xB (Hoffmann, 2003).

11.2. Les ressemblances entre IL-1 et Spatzle chez D. melanogaster.

Les voies Toll (chez D. melanogaster) et TLR (chez les vertébrés) aboutissent toutes
les deux a une activation de NF-xB qui passe dans le noyau cellulaire et active la transcription
de peptides antimicrobiens et cytokines. Une différence entre ces deux voies est leur
mécanisme d’induction, la voie Toll étant activée par la cytokine Spéetzle qui a été clivée, et
la voie TLR étant activée directement par les PAMP du pathogéne. Cependant il faut savoir
que l’activation de TLR qui aboutit a la production des peptides antimicrobiens peut étre
induite par une cytokine. Par exemple, il a été démontré que dans 1’épiderme, les cellules de

Langerhans ainsi que les monocytes et macrophages répondent au LPS par I’intermédiaire de
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TLR4 et produisent de grandes quantités d’TL-1. Cette cytokine induit, aprés son clivage, une
production massive de HBD-2 (human B-defensin-2) dans les kératinocytes avoisinants (Liu
et al., 2003). Comme on peut voir dans la Figure 18, I’induction de la drosomycine chez D.
melanogaster lors d’une invasion par des pathogenes est déclenchée par la reconnaissance
par exemple de peptidoglycanes. Ceux-ci vont étre reconnus par des PGRPs, ce qui induira le
clivage de Spéetzle en activant la voie Toll et la production de drosomycine. Donc dans les
deux cas, la production de peptides anti-microbiens est déclenchée par une cytokine (IL-1 ou
Spétzle) ce qui démontre que, sans étre des homologues, ces cytokines induisent le méme type

de réponse en s’activant par clivage (Hoffmann, 2003).
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Figure 6. Ressemblances entre les fonctions de I’TL-1 et Spéetzle. La reconnaissance d’une infection par des

bactéries a Gram positif est faite par les récepteurs TLRs et des cellules immunes chez les mammiféres et par
des PRR chez Drosophila (D’apres (Hoffmann, 2003)).

11.3. Ressemblances entre les voies TNF et Imd chez D. melanogaster.

Les voies TNF (chez les vertébrés) et Imd (chez D.melanogaster) ont des
ressemblances importantes. En effet, plusieurs membres de la voie Imd sont des homologues
ou sont trés similaires aux acteurs de la voie initiée par la cytokine TNF-o et des récepteurs
TNFR chez les vertébrés (FADD ; DREDD/caspase-8, les domaines de mort d’Imd et RIP par
exemple). De plus, I’activation de Relish est dépendante de TAK1, I’homologue d’IKK-B et
d’IKK-y (Hoffmann, 2003) (Figure 19).
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Figure 7. Ressemblances entre les voies TNFR et Imd. La reconnaissance d’une infection avec des bactéries a
Gram négatif chez Drosophila est faite en partie par le récepteur PGRP-LC qui entraine 1’activation de NF-kB a
travers d’une voie de signalisation avec plusieurs molécules homologues aux partenaires de la voie TNFR chez

les mammiféres. D’aprés (Hoffmann, 2003).

Cette affirmation est soutenue par la découverte récente d’Eiger, 1’homologue du
TNF-o chez D. melanogaster (lgaki et al., 2002), (Kanda et al., 2002) et de Wengen
(Kauppila et al.), qui suggére I’existence d’une voie TNF-like. La susceptibilite des mutants
Eiger aux bactéries extracellulaires suggerent que la voie Eiger/\WWengen pourrait avoir un role
dans la réponse immune innée de D. melanogaster (Schneider et al., 2007). Le génome de la
drosophile code deux facteurs associés au recepteur TNF, Traflet Traf2 ; I’association de
Wengen avec Traf2 active la voie qui méne a ’apoptose et I’association avec Trafl amene a
’activation de la voie Imd avec la production des peptides anti-microbiens (Cha et al., 2003),
(Cristin et al., 2009) (Figure 20).
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Figure 20. Composants de la voie TNF chez Drosophila (modifiée de (Cristin et al., 2009).
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11.4. Existence de molécules régulatrices de la réponse immune innée.

Nous pouvons penser que si 1’état de connaissance sur la présence ou non de cytokines
chez les invertébrés est limité a quelques études peu concluantes et aux connaissances chez D.
melanogaster, il n’en est pas moins pour celui des molécules qui régulent leur production et
en conséquence les réponses immunes. Chez les vertébrés il existe une molécule qui a été
décrite comme étant un régulateur de I’immunité innée par sa capacité a induire la production
d’un grand répertoire de molécules pro-inflammatoires comme des cytokines, du NO, COX2
et des produits de la voie de I’acide arachidonique tels que la PGE; (prostaglandine 2) et
plusieurs métalloprotéinases matricielles et leur inhibiteurs : il s’agit de la cytokine appelée
MIF (Macrophage Migration Inhibitory Factor) (Calandra and Roger, 2003), (Riedemann et
al., 2003) (Figure 21).
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Figure 21. Mecanisme d’action de MIF dans la réponse septique. Le LPS, les cytokines et les

glucocorticoides stimulent les macrophages les lymphocytes et les cellules de la glande pituitaire, provoquant
I’augmentation de la concentration de MIF dans le sérum dans les premiéres heures de la réponse. MIF induit
alors I’activation des lymphocytes et la production d’anticorps et de cytokines comme IL-2 et I’'TFN-y. Chez les
macrophages, MIF induit la production de TLR4 d’une fagon Ets dépendante ce qui permet I’augmentation de la
réponse des macrophages face au LPS. MIF induit également la production de cytokines pro-inflammatoires
chez les macrophages et est capable d’empécher ’action négative des glucocorticoides sur 1’activation des

macrophages et cellules T. D’apres (Riedemann et al., 2003).

Nous verrons ensuite (Chapitre 111) quel est le mécanisme d’action et dans quels
processus est impliquée cette cytokine MIF. Ce qu’il faut noter c’est que cette molécule se
trouve aussi bien chez les vertébrés que chez les invertébrés. On la retrouve chez les
mollusques (Wang et al., 2009) (et chapitre résultats), chez les nématodes (Vermeire et al.,
2008), chez les prochordés (Du et al., 2004), chez les arthropodes (Jaworski et al., 2001)
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(Umemiya et al., 2007) et chez les échinodermes (Hibino et al., 2006). La présence de MIF
chez tous les bilatériens démontre sa conservation & travers I’évolution ainsi que son

importance dans la régulation des réponses immunes.

1. MIF (MACROPHAGE MIGRATION INHIBITORY FACTOR): UN
REGULATEUR DE L’IMMUNITE INNEE

111.1.Historique.

MIF est la premiere cytokine & avoir été découverte et décrite comme un facteur
inhibant la migration cellulaire in vitro (David, 1966) (Bloom and Bennett, 1966). Par contre,
jusqu’a son clonage en 1989 (Weiser et al., 1989) la fonction de MIF restait assez ambig(ie.
C’est au début des années 90 que MIF a été « redécouvert » par I’intermédiaire des travaux
qui cherchaient des nouveaux régulateurs de I’inflammation. On a vu alors que la protéine
MIF était secrétée par les cellules de la glande pituitaire antéricure lors de 1’exposition au LPS
(Bernhagen et al., 1993). Le fait d’étre secrétée par une glande évoquait un réle de mediateur
liant les systémes endocrine et immunitaire. A partir de ce moment plusieurs études ont
décortiqué les maintes fonctions que posséde MIF, et que nous décrirons ci-dessous. Il est
accepté que MIF joue un réle central comme régulateur de I’immunité innée et des réponses

inflammatoires.

111.2. Structure du gene et de la protéine.

a. Structure du géne

Chez I’homme le seul gene MIF est localisé sur le chromosome 22. Chez la souris on
trouve jusqu’a neuf pseudogénes (Kozak et al., 1995). Cependant dans le génome humain le
seul gene qui montre une homologie avec MIF est le géne de la DDT (D-dopachrome
tautomerase) (Esumi et al., 1998). Il est possible qu’il s’agisse d’une duplication car tous les
deux se trouvent dans le chromosome 22. La structure du géne MIF humain est detaillée dans
la Figure 22 d’aprés (Calandra and Roger, 2003). La partie 5’ non codante contient plusieurs
séquences consensus de liaison a ’ADN pour les facteurs de transcription AP1, NF-kB, ETS,

GATA, SP1 et CREB (cCAMP response element binding protein). En ce qui concerne ces sites
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de liaison plusieurs études démontrent leur implication dans la régulation transcriptionelle de
MIF. Par exemple, I’activation transcriptionelle de MIF par le CRF(Corticotropin-Releasing
Factor) dans les cellules de la glande pituitaire est faite par I’intermédiaire d’un élément CRE
(cAMP-responsive element) sur lequel se fixe la protéine CREB phosphorylée en présence
d’AMPc (Waeber et al., 1998). Nous pouvons citer aussi des travaux qui montrent I’activation
de MIF dans des tissues soumis a des conditions d’hypoxie. Cette induction au niveau
transcriptionnel est faite par ’intermédiaire du facteur HIF-1 (Hypoxia-inducible factor 1)
(Baugh et al., 2006) et la protéine CREB. Le HIF-1 se fixe sur un élément HRE (Hipoxia-
reponsive élement) situé dans le promoteur de MIF dans des conditions d’hypoxie crées par
les tissus qui suivent un processus inflammatoire comme dans les cas de 1I’asthme, fibrose
poulmonaire, choc septique ou rthrites rhumatoides. Les auteurs démontrent aussi que dans
des conditions d’hypoxie cette augmentation de la transcription est favorisée par I’élimination
de CREB qui inhibe dans certains cas la transcription de MIF (Baugh et al., 2006). D’autres
travaux montrent aussi la régulation de MIF dans des cellules de I’endométriome, par le TNF-
a. Celui-ci induit la production du facteur NF-xB qui se fixe sur le promoteur de MIF
induisant une augmentation de la quantité de ARNm et de la sécrétion de la protéine (Cao et
al., 2006). Cette augmentation de I’expression de MIF pourrait avoir une implication
importante dans des pathologies de cet organe comme 1’endométriose (Cao et al., 2006). Une
autre séquence de liaison a I’ADN trouvée dans le promoteur du géne MIF est celle du facteur
de transcription Spl. Des travaux réalisés par I’équipe de T. Calandra (Roger et al., 2007), ont
démontré que le traitement des cellules THP-1 et de PBMC avec des produits microbiens
augmente la transcription de MIF et que cette augmentation est liée a celle de 1’activité de
liaison du facteur Spl au promoteur de MIF. De plus, les mémes travaux montrent que la
mutation du site de liaison pour CREB diminue de fagon significative 1’activité promotrice de
MIF lors d’une stimulation bactérienne (Roger et al., 2007) ce qui impliquerait que la
stimulation de la production MIF par des bactéries se fait d’une fagon CREB-dépendante.
Deux polymorphismes de la partie 5’ régulatrice ont été décrits comme étant liés a des
maladies humaines. L’un des polymorphismes est au niveau d’une séquence CATT répétée de
cing & huit fois, dans la position -794 (-794 CAAT,) et d’un SNP (single nucléotide
polymorphism) dans la position -173 (-173G/C). Ces deux polymorphismes du géne sont
associés a une surexpression de MIF et une incidence du cancer de la prostate (Meyer-Siegler
et al., 2007). Egalement les polymorphismes -173G/C et -794 CATTs.g sont associés a une

baisse de la quantité de protéine MIF dans le sérum, ce qui implique dans le cadre d’une
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infection palustre, une incidence plus grande d’anémie sévére (Awandare et al., 2009). On
peut citer aussi des travaux qui montrent que ces polymorphismes sont associés a un taux
élevé de MIF circulant et a des lésions articulaires de type rhumatoide (Timothy et al., 2005)

. D’autres exemples de maladies pour lesquelles I’association des différentes formes
alléliques des polymorphismes CATT et SNP ont été démontrees sont la sarcoidose (Amoli et
al., 2002), (Plant et al., 2007), I’asthme (Mizue et al., 2005), le psoriasis (Donn et al., 2004)
ou la colite ulcérative (Nohara et al., 2004). En ce qui concerne la liaison de ces
polymorphismes & I’incidence de la sepsis sévére, des études récentes ont établit une liaison
entre les polymorphismes -173C et -794 CATT7 et la mortalité des patients ayant souffert un
épisode de sepsis (Lehmann et al., 2009).

GATA AP1 SP1 GATA GATA GATA AP CREB CREB Ana
o — - b - - N - ] )3’
NF-xB SP1 ETSETS ] SP1SP1 497
(CATT)S3 G/C SNP
-825/-813 173

to -794

Nature Reviews | Immunology

Figure 22. Structure du géne MIF humain. Le gene MIF humain est formé par trois exons (vert) et trois
introns (rose). La région promotrice contient plusieurs séquences de liaison a I’ADN pour des facteurs de
transcription comme AP1, NF-xB, ETS, GATA, SP1 et CREB. La figure représente aussi les deux types de
polymorphisme (fleches) associés & plusieurs pathologies humaines. D’aprés (Calandra and Roger, 2003).

b. Structure de la protéine.

La protéine MIF, composée de 114 acides aminés non-glycosylée avec une taille de
12,5 kDa, est codée par un ARNm de =~0,8kb chez I’homme, la souris et le rat. La
détermination en 1996, par trois groupes indépendants, de la structure tridimensionnelle de
MIF a permis la définition d’une nouvelle superfamille de protéines appelée tautomérase/MIF
(Sun et al., 1996), (Kato et al., 1996), (Suzuki et al., 1996). A la différence d’autres cytokines
connues, MIF forme un homotrimere et des études ultérieures ont montré qu’en réalité les
monomeéres, diméres et triméres coexistent en solution, monomeres et diméres étant les
formes les plus répandues dans des conditions physiologiques (Mischke et al., 1998). Ces
résultats on été remis en question récemment par une étude qui montre que c’est la forme
trimérique qui serait la plus abondante (Philo et al., 2004). Les MIF d’autres espéces dont la
structure a été déterminée, par exemple chez les nématodes (Vermeire et al., 2008) ou chez

Plasmodium (Shao et al., 2010), ont la méme structure tridimensionnelle méme si elles
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partagent une identité de séquence qui est dans certains cas de moins de 10%. La structure de
MIF présente une grande homologie avec celle des protéines bactériennes 4-OT (4-
oxalocrotonate tautomerase) et CHMI (5-carboxymethyl 2-hydroxymuconate isomeérase), qui
font partie aussi de la superfamille tautomérase/MIF. Méme si I’homologie de séquence entre
ces trois protéines est quasiment inexistante la structure tertiaire est trés semblable (Figure
23).

Top view of MIF Top view of 4-OT

Nature Reviews | Immunology

Figure 23. Structure de la protéine MIF. Comparaison des structures tertiaires de MIF et de la 4-0T
bactérienne. D’apres (Calandra and Roger, 2003).

De plus, elles partagent toutes les trois un résidu Proline qui se trouve en position 1 N-
terminale aprés le clivage de la premiére Met, et qui constitue I’entrée de la poche catalytique

responsable d’une activité tautomerase.

111.3. Activité enzymatigue.

Deux substrats non physiologiques ont été trouvés de facon inattendue pour cette
activité tautomerase, le D-dopachrome (2-carboxy-2,3 dihydroindole-5-6-quinone) converti
en DHICA (5,6-dihydroindole-2-carboxylic acid) et ’'HPP (hydroxyphenylpyruvate) converti
en phenylpyruvate (Rosengren et al., 1996), (Rosengren et al., 1997).

La relation entre cette activité enzymatique, par ailleurs absente dans d’autres
cytokines, et le pouvoir inflammatoire de MIF, est assez étonnante et actuellement étudiee.
Jusqu’a présent une seule étude a démontré que cette activité n’était pas importante pour

Pactivité inflammatoire car il n’y avait pas de différence dans le profil de migration de
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macrophages stimulés avec la forme mutée de MIF dans le site catalytique et la forme non
mutée (Swope et al., 1998). Plusieurs études ont montré la relation entre le site catalytique et
’activité biologique. Par exemple la mutation du résidu Pro-1 montre qu’il est important dans
la contrerégulation de I’effet des glucocorticoides (Lubetsky et al., 2002). D’autres études ont
montré que ce mutant n’a pas d’effet sur la production des métalloprotéines par les
fibroblastes synoviaux dans les cas de rhumatisme articulaire (Onodera et al., 2002). De plus
I’inhibiteur de MIF ISO-1(S,R-3-(4-hydroxyphenyl)-4,5-dihydro-5-isoxazole acetic acid
methyl ester) qui se fixe dans le site catalytique, inhibe 1’action de MIF sur les effets des
glucocorticoides, ainsi que I’induction de TNF-o par MIF (Lubetsky et al., 2002). En outre,
résistance au choc septique est observée chez les souris traitées avec 1SO-1 (Al-Abed et al.,
2005).

Il est donc clair que ce site catalytique est important pour la capacité inflammatoire de
MIF mais le mécanisme par lequel cette activité agit n’est pas encore connu. Une possibilité
serait que MIF interagisse avec son récepteur a travers le site catalytique (Leng et al., 2003).
Cette hypothése semble étre confortée par une étude récente avec des souris exprimant une
version mutée de MIF (la Pro avait été remplacée par une Gly). Ceci a permis de mettre en
évidence I’importance de la partie N-terminale de MIF dans les interactions protéine-protéine.
Par contre, la présence d’une activité tautomerase n’est pas indispensable a 1’activité cytokine
de MIF (Fingerle-Rowson et al., 2009b).

D’un point de vue évolutif, cette activité tautomerase pourrait étre vestigiale car les
substrats L-dopachrome sont aussi ceux de la cascade qui conduit a la mélanisation chez les
invertébrés (Bucala, 2007).

111.4. Profil d’expression de MIF.

Le premier type cellulaire décrit comme étant la principale source de MIF est le
lymphocyte T (David, 1966), (Bloom and Bennett, 1966). Des études ultérieures ont montré
que MIF était une cytokine exprimée par ’hypophyse (Bernhagen et al., 1993) et par les
macrophages (Calandra et al., 1994), ainsi que par d’autres cellules du systeme immunitaire
comme les cellules dendritiques, les cellules de type B et les mastocytes. A la différence
d’autres cytokines, MIF est exprimé constitutivement et stocké a I’intérieur des cellules et, de
ce fait, il est sécréte dans les premiers instants d’une réponse immune, sans avoir besoin d’étre
synthétisé de novo. Le fait que MIF ne possede pas de séquence signal N-terminale,

indiquerait qu’il est sécrété par un systeme différent que celui d’autres cytokines. Il a été

51



Introduction

démontré dans un modele de stimulation de monocytes THP-1 humains par 1’endotoxine, que
MIF ne rentre pas dans le réticulum endoplasmique. De plus, sa sécrétion n’est pas inhibee
par des inhibiteurs des voies classiques, comme la monensine ou la bréfeldine A, mais par des
inhibiteurs des voies dites « non classiques » comme le glyburide et la probenicide, indiquant
qu’il s’agit d’un systéme de type « ABC transporter » (Flieger et al., 2003).

MIF n’est pas seulement exprimé par le systéme immunitaire, mais aussi de facon
générale par toutes les cellules et les tissus qui sont en contact avec I’environnement extérieur
de I’hote, tels que les poumons, les premicres couches de la peau et les tractus digestifs et
génito-urinaires. MIF est aussi fortement exprimé par les tissus du systéeme endocrine,

spécialement par les organes qui sont impliqués dans la réponse au stress.

111.5. Mode d’action de MIF

Comme on I’a déja évoqué précédemment, MIF a été decrit comme ayant un role
central dans la régulation de la réponse immune face a une infection. En effet MIF contrdle la
production de diverses cytokines pro-inflammatoires comme la TNF, IFN-y, IL-1, IL-2, IL-6,
IL-8, et la production de NO et de la PGE,. De plus, beaucoup d’activités de MIF sont dues a
son action comme contre-régulateur de 1’effet suppresseur des glucocorticoides sur les
réponses cellulaires (Calandra and Roger, 2003). Les principales activités de MIF sont
’activation de la prolifération cellulaire (Mitchell et al., 1999), I’induction de I’expression de
TLR4 (la molécule traductrice du complexe qui reconnait le LPS) (Roger et al., 2001a),
I’inhibition de I’activation de p53 (Mitchell et al., 2002) et de Jabl (JUN-activation domain
protein 1) (Kleemann et al., 2000). Toutes ces activités sont impliquées dans le soutien de la

réponse immune et ’augmentation de son efficacité (Figure 24).
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Figure 8. Mode d’action de MIF. MIF peut exercer ses effets biologiques via son récepteur (1) ou via une voie
non classique d’endocytose (2). MIF active la voie MAPK ERK ce qui induit la prolifération cellulaire et active
le facteur de transcription Ets (3) ce qui induit I’expression du géne TIr4 qui code le récepteur TRL4 qui fait
partie du complexe récepteur du LPS. MIF facilite ainsi la reconnaissance des endotoxines (4) ce qui déclenche
la production de médiateurs pro-inflammatoires, incluant des cytokines et du NO (5). MIF active une série des
événements qui débutent par la phosphorylation d’ERK 1/2 et se suivent par la production de cPLA2, d’acide
arachidonique et la prostaglandine PGE; (6). Via la generation d’une activité oxidoreductase, du NO, et de
(COX)-2, MIF prévient I’activation d’une apoptose induit par un stress oxidatif (7) et par p53 (8). GR,
glucocorticoid receptor; iNOS, inducible nitric oxide synthase; MMPs, matrix metalloproteinases; NF-«xB,

nuclear factor—«B. D’apres (Renner et al., 2005).

111.5.1. Activation de la voie de signalisation ERK1/ERK2

Il a été démontré que MIF induit la prolifération cellulaire de fibroblastes quiescents
grace a ’activation (phosphorylation) des MAPK ERK1/ERK2 qui se produit dans les 30
premieres minutes aprés 1’induction et qui est maintenue jusqu’a 24 heures (Mitchell et al.,
1999). Ce type d’activation par MIF dite soutenue est inhabituelle car la plupart du temps
I’activation d’ERK1/ERK2 est transitoire, c’est-a-dire que leur phosphorylation disparait en
moins de 90 min. Seulement dans un contexte de mutation de 1’oncogeéne Ras ou lors d’une
activation médiée par les intégrines (Eliceiri et al., 1998) les MAPK restent activées pendant
plusieurs heures. L’activation d’ERKI/ERK2 induit I’activation des molécules effectrices
impliquées dans la réponse inflammatoire, comme les facteurs de transcription (c-myc, NF-
kB et Ets), des protéines du cytosquelette impliquées dans la phagocytose, ainsi que des

protéines kinases (Robinson and Cobb, 1997), (Roger et al., 2005). L’activation
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d’ERKI1/ERK2 par I’intermédiaire de MIF conduit a la phosphorylation d’Elk-1 (Mitchell et
al., 1999) membre de la famille des facteurs de transcription Ets, et qui a un role dans
I’induction de I’expression de TLR4 (Roger et al., 2005). Un effet majeur de 1’activation
d’ERK1/ERK2 par MIF est I’activation de la cPLA; (cytoplasmic phospholipase A2), qui est
un composant important du processus inflammatoire. cPLA, est nécessaire pour la production
d’acide arachidonique précurseur des prostaglandines et leukotrienes et qui active aussi JINK
(c-jun N-terminal kinase) nécessaire a la traduction de I’ARNm de TNF-a. Donc MIF contre
régule I’action inhibitrice des glucocorticoides sur la cPLA, (Mitchell et al., 1999) et par

conséquent maintient le processus inflammatoire.

111.5.2. Régulation de TLR4

L’utilisation de macrophages exprimant I’ARN antisens de MIF ou issus des souris
knock-out pour MIF a montré que ces cellules étaient insensibles au LPS (Roger et al., 2001b)
(Roger et al., 2001a). Les macrophages deficients en MIF ne répondent pas a une stimulation
immune par le LPS ou par des bactéries a Gram négatif. Cette absence de réponse est mesurée
par la diminution de I’activité de NF-kB et de la production de TNF, IL-1, IL-12 et IL-6. Ce
phénomene est di a une réduction de la transcription du gene TLR4 (Roger et al., 2001a).
Comme nous I’avons indiqué précédemment, I’induction de 1’expression de TLR4 par MIF
est médiée par des facteurs de transcription de la famille Ets, qui sont activés par la voie de
signalisation ERK1/ERK2 (Roger et al., 2005). En augmentant I’expression de TLR4, MIF
facilite la détection des bactéries a Gram négatif et la production des cytokines pro-
inflammatoires qui sont essentielles a la réponse rapide aux pathogénes bactériens. Cette
réponse semble étre trés importante pour [’élimination des bactéries intracellulaires,
nécessitant une activation des macrophages dépendante d’une production de cytokines de type
Th1, car des souris KO pour MIF sont trés sensibles a 1”infection par Salmonella typhimurium
(Koebernick et al., 2002a).

11.5.3. Inhibition de [’activité de p53

MIF soutient les réponses pro-inflammatoires et innées en augmentant 1’expression de
TLR4 grace a I’activation de la voie ERK. En 1999 Hudson et al, ont démontré que MIF
fonctionne comme un contre régulateur de ’action du geéne suppresseur des tumeurs P53,
c'est-a-dire que MIF inhibe I’arrét du cycle cellulaire et I’apoptose induits par p53 (Hudson et

al.,, 1999). A la suite de ces observations, un autre travail a démontré que pour des
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macrophages déficients en MIF, la capacité a induire I’inflammation (par la production de
TNF, IL-1 et PGEy) et la viabilité lors d’une induction avec du LPS, sont réduites par rapport
a des macrophages témoins (Mitchell et al., 2002). Lors d’une induction microbienne les
macrophages produisent du NO qui va tuer les bactéries, mais qui est aussi toxique pour les
macrophages. 1l a été démontré que dans les macrophages déficients en MIF le NO provoque
une accumulation de p53 intracellulaire qui méne a I’apoptose, tandis que chez les
macrophages témoins, ’accumulation intracellulaire de p53 est inhibée par MIF. Cette
inhibition de I’action de p53 a besoin de I’activation d’ERK1/ERK2, de PLA,, de la COX2
(cyclooxygenase 2) et de la PGE; (Mitchell et al., 2002).

[11.5.4. Les récepteurs de MIF

a. CD74

La capacité de MIF d’induire ’activation de la voie ERK1/ERK2 (Mitchell et al.,
1999), supportait fortement 1’idée d’une interaction avec un récepteur membranaire. En
utilisant une banque d’expression chez la lignée cellulaire monocytaire THP-1, Leng et al ont
identifi¢ en 2003 le récepteur de MIF; il s’agit de CD74, le domaine extracellulaire de la
chaine invariable du MHC (major histocompatibility complex) de Class 11 (Leng et al., 2003).
CD74 est une protéine transmembranaire de type Il de 31-41 kDa, exprimée sous forme
d’homotrimere et décrite comme ayant un rble dans la co-stimulation des cellules
immunitaires en association avec CD44 (Naujokas et al., 1993) (Naujokas et al., 1995).

Il a été démontré que des macrophages issus de souris CD74-KO ne montrent pas une
activation de la voie ERK1/ERK2 lorsqu’ils sont stimulés par MIF et qu’il n’y a pas non plus
production de PEG,. De plus lorsque des cellules COS-7 (qui n’expriment pas CD74
naturellement) sont transfectées avec un vecteur exprimant CD74 I’activation d’ERK1/ERK2
est retrouvée (Leng et al., 2003) en presence de MIF.

Le mécanisme de signalisation induit par la liaison de MIF a CD74 n’est pas encore
bien connu. Cependant le fait que le domaine intra-cytoplasmique de CD74 soit assez court
ainsi que I’absence de motifs d’activation de seconds messagers, laissent penser que CD74
pourrait interagir avec un autre récepteur membranaire. En effet, il a été démontré que le
récepteur CD44 interagit avec CD74 et qu’il est nécessaire pour les activitées de MIF (Shi et
al., 2006). Lorsque MIF lie CD74 celui-ci est phosphorylé sur un résidu sérine de son

domaine intracellulaire. Ceci induit la phosphorylation de CD44 activant la kinase Src qui
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active a son tour GEF (guanine nucléotide exchange factor). Cette cascade aboutit a
I’activation de Ras et ensuite a I’activation de la voie ERK1/ERK2 (Leng and Bucala, 2006)
(Figure 25).
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Figure 9. Modele de la transduction de signal qui implique la liaison de MIF a CD74 et I’activation de son
corécepteur CD44. D’apres (Leng and Bucala, 2006).

b. Les récepteurs des chemokines CXCR2 et CXCRA4.

Des études récentes ont montré que MIF est aussi un ligand non-classique des
récepteurs aux chemokines CXCR2 et CXCR4 (Bernhagen et al., 2007). En effet, MIF
promeut I’athérogenése et le recrutement inflammatoire de monocytes et macrophages a
travers CXCR2 (Bernhagen et al., 2007) et CXCR4 (Schwartz et al., 2009). Ces deux
récepteurs forment des hétérodimeéres avec CD74 et s’il est clair que I’activation de la voie
ERK1/2 MAPK se fait par I’intermédiaire de la liaison de MIF avec I’hétérodimére
CD74/CXCR2, il a été démontré récemment que I’activation de JNK se par MIF se fait par
I’intermédiaire de I’interaction entre MIF et 1’hétéro-dimére CD74/CXCR4 dans des lignes
cellulaires fibroblastiques et de cellules T (Lue et al., 2010). Ce dernier aspect démontre que
MIF peut promouvoir des réponses inflammatoires d’une fagon JNK dépendante comme la

CXCL12, un ligand pour CXCRA4.
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111.6. MIF dans ’infection

Nous avons vu les mécanismes moléculaires qui font de MIF une molécule centrale
dans la régulation de la réponse immune. En ce qui concerne le role de MIF face aux

infections avec les différents types de pathogeénes, il a été largement étudié.

111.6.1. MIF et les infections bactériennes

Le facteur principal de virulence des bactéries est le LPS des bactéries a Gram négatif
(Beutler and Rietschel, 2003) et les peptidoglycanes ou I’acide lipotéichoique des bactéries a
Gram positif (John and Thomas, 2008). Le LPS ou des facteurs pro-inflammatoires des
cellules immunes comme le TNF et I'IFN-y, induisent la sécrétion de MIF par les
macrophages (Calandra et al., 1994). Cette sécrétion de MIF dans le serum ou dans les tissus
va provoquer en méme temps une réponse immune innée et adaptative a travers 1’activation
des macrophages et des lymphocytes respectivement. Méme si MIF est nécessaire pour
combattre I’infection en activant la survie de macrophages, et les réponses li€es a 1’activation
de la voie initiée par TLR4 (Roger et al., 2001a), une production tres élevée de MIF peut
avoir un effet néfaste da a un état d’endotoxémie. Des études faites sur des souris MIF KO
infectées avec Pseudomonas aeruginosa ont montré que ces souris éliminaient plus facilement
les bacteries que les souris MIF WT et avaient une accumulation de neutrophiles moins élevée
dans le fluide bronchiolaire (Bozza et al., 1999). De la méme facon, Calandra et al, ont
démontré que I’utilisation des anticorps anti-MIF in vitro protégeait les souris d’une
production massive et fatale de cytokines, et des expeériences in vivo montraient également
une protection contre une infection péritonéale, provoquée par une CPL (caecal ligation and
puncture), aprés I’administration 8 heures aprés la CPL, des anticorps bloguant MIF
(Calandra et al., 2000). MIF est sécrété par les macrophages lorsque ceux-ci sont induits par
des exotoxines telles que la TSST1 (staphylococcal toxic-shock syndrome toxin 1) ou la
SPEA (streptococcal pyrogenic exotoxin A) et cela induit des réponses pro-inflammatoires
létales tandis que cette létalité est inhibée par 1’administration d’anticorps bloquant MIF
(Calandra et al., 1998)

Par contre, des études effectuées avec Salmonella thyphimurium (une bactérie
intracellulaire) ont révélé que les souris MIF KO possedaient une faible réponse Thl
(démontrée par une faible production d’IL-12, IFNy et TNF) et une activation incompléte des

macrophages (Koebernick et al., 2002b) ce qui se traduit par une élimination moins efficace
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des bactéries intracellulaires. De la méme fagon, des expériences realisees avec
Mycobacterium tuberculosis montrent que la neutralisation de MIF chez les macrophages
induit la croissance bactérienne, tandis que 1’administration de MIF a 1’effet contraire (Oddo
et al., 2005).

Pour expliquer ces observations contraires nous pouvons argumenter que MIF est
essentiel pour la réponse de 1’hdte aux infections bactériennes mais, par contre, des niveaux
élevés de MIF peuvent provoquer une réponse inflammatoire trop forte qui peut étre létale. En
méme temps il apparait évident que lors de I’infection par des bactéries intracellulaires qui

s’attaquent aux macrophages la présence de MIF est essentielle.

111.6.2. MIF et les réponses a autres pathogénes.

MIF a été decrit comme étant impliqué dans les réponses aux infections parasitaires,
comme par des parasites protozoaires tels que Plasmodium, Leishmania, et Trypanosoma

ainsi que par des parasites helminthes nématodes ou trématodes.

111.6.2.1. MIF et les infections par les parasites protozoaires

a. Plasmodium

Dans le cas d’une infection par des parasites du genre Plasmodium responsables de la
malaria, il a été démontré que lors d’une infection des souris BALB/c avec P. chabaudi la
quantité de MIF dans le sang augmente significativement et que ces niveaux sont fortement
correlés avec la sévérité de la maladie et I’anémie que celle-ci provoque (Martiney et al.,
2000). De plus, des études cliniques ont montré des niveaux élevés de MIF, dans les tissus
périphériques des enfants et dans le placenta des femmes enceintes atteints de malaria
(Chaiyaroj et al., 2004). D’autres études montrent que les niveaux de MIF dans le sang et dans
les PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells) des enfants infectés par P. falciparum sont
faibles, ce qui pourrait augmenter la sévérité de la maladie par une diminution de 1’efficacité

de la réponse immune (Awandare et al., 2007).

b. Leishmania

Plusieurs études in vitro et in vivo, ont montré le r6le majeur de MIF dans la réponse a

une infection par Leishmania. Par exemple, I’administration orale de MIF recombinant chez
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des souris augmente la résistance a L. major (Xu et al., 1998). D’autres études montrent que
MIF, en liaison avec le TNFa, augmente la production de NO par les macrophages et induit la
mort in vitro de L. major (Juttner et al., 1998). De plus, des souris MIF KO sont sensibles a
I’infection cutanée par L. major (Satoskar et al., 2001). Méme si le réle précis de MIF dans la
réponse anti-Leishmania n’est pas trés bien connu il semble clair qu’il a un role central dans

la médiation de la résistance a Leishmania en augmentant la réponse des macrophages.

C. Trypanosoma

Le role de MIF dans la régulation de la réponse immune de ’h6te a une infection par
les parasites du genre Trypanosoma est trés peu étudié. Une étude d’inhibition de MIF
pendant I’infection montre que 'immunité antiparasitaire et la destruction des tissus sont
correlées a la production de MIF. De plus, des etudes sur des souris MIF KO ont montré que
ces souris développent une charge parasitaire élevée, des pathologies -cardiaques
inflammatoires et succombent rapidement a I’infection (Reyes et al., 2006). 1l a été démontré
aussi que cette susceptibilité est associée a un titre bas des 1gG2a anti-trypanosome, et aussi

une production pauvre de cytokines pro-inflammatoires (Claudia et al., 2007).

111.6.2.2. MIF et les infections par les parasites helminthes

a. Schistosoma

Des études mesurant I’expression de cytokines au niveau de 1’axe hypothalamus-
hypophyse-glandes surrénales de babouins infectés par S. mansoni (et donc avec des
granulomes hépatiques dus a la séquestration des ceufs du parasite), ont montré que six
semaines aprées 1’infection un niveau d’expression des transcrits de MIF plus élevé que les
singes non infectées uniquement dans I’hypophyse et les glandes surrénales. D’autres
cytokines pro-inflammatoires (IL-1B, IL-6, TNFa) montraient des profils d’expression
différents et les auteurs ont suggéré que I’expression de ces cytokines pourrait réguler la
sécrétion hormonale pendant I’infection (Morales-Montor et al., 2003). Ces mémes auteurs
(Morales-Montor et al., 2004) ont étudié 1’expression des transcrits de ces mémes cytokines
au niveau du foie montrant une expression élevée de MIF et les autres cytokines pro-
inflammatoires dans le foie de singes infectés pendant six semaines. Aprés 12 semaines
d’infection les niveaux des cytokines pro-inflammatoires avaient baissé considérablement ou

avaient disparu, concomitamment avec une augmentation des niveaux d’expression des
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cytokines d’une réponse Th2 (IL-4, IL-5 et IL-10). D’autres études sur S. japonicum, ont
montré que des souris traitées avec des anticorps anti-MIF de 4,5-6,5 semaines apres infection
présentaient 1,7-3 fois plus de vers adultes que les souris témoins ainsi qu’une fécondité
moins importante, ce phénotype est expliqué par les auteurs comme étant Ieffet d’une
diminution de la mortalité des parasites due a une activation moindre des macrophages car ils
ne seraient plus activés par les TLRs (Abram et al., 2003). Plus récemment 1’étude de
I’infection de souris MIF-/- par S. mansoni (Magalhaes et al., 2009) a montré une diminution
de la taille des granulomes du a une réduction dans le nombre d’éosinophiles. Ces résultats
sont en faveur de la participation de MIF dans la maturation des €osinophiles et I’€osinophilie

tissulaire associée a I’infection par S. mansoni.

b. Taenia

Il a été démontré que MIF a un role clé dans la protection contre une infection par le
parasite T. crassiceps. En effet des souris MIF KO sont trés sensibles a 1’infection par ce
parasite et elles montrent une charge parasitaire plus élevée que les souris témoins. Ce
phénotype est accompagné d’une production moindre des cytokines pro-inflammatoire et
d’une augmentation de la production des cytokines de réponse de type Th2 qui menent a une

infection chronique (Rodriguez-Sosa et al., 2003)

C. Nématodes

Le r6le de MIF dans les infections provoquées par des nématodes mérite une attention
spéciale, car les études ne sont pas menées sur le MIF de I’hote mais sur ses homologues
parasitaires. En effet, plusieurs parasites nématodes sécretent des homologues de MIF
(Vermeire et al., 2008). Par exemple, les parasites nématodes non filaires du genre
Trichinella, qui provoquent la trichinose, possedent des homologues de MIF de mammiferes
(Pennock et al., 1998), (Tan et al., 2001), (Wu et al., 2003). Les homologues de T. spiralis et
T. muris possedent une activité D-dopachrome tautomerase et la protéine recombinante de T.
spiralis inhibe la migration de cellules mononucléaires in vitro. Par contre elle n’a pas d’effet
sur la prolifération des splénocytes murins ni dans la modulation des quantités de cytokines
comme IL-2 ou IL-4 dans les surnageants cellulaires, indiquant que TSMIF n’est pas capable
de moduler une réponse cellules T dépendante in vivo (Tan et al., 2001). Par contre il a été

observé que TsMIF est capable de moduler la réponse des macrophages car, bien que des
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analyses histologiques montrent la présence d’une grande quantité de cellules mononucléaires
infiltrées dans les muscles atteints, parmi ces cellules treés peu sont des macrophages. Ces
études sont appuyées par des expériences dans lesquelles des billes de Sephadex imbibées de
rTsMIF sont injectées sous la peau des souris. Deux jours aprés I’injection, un hombre moins
élevé de macrophages se trouve autour des billes en comparaison de billes non imbibées. Ces
résultats appuient 1’idée d’un réle de TSMIF dans I’immuno-évasion du parasite (Wu et al.,
2003).

Les nématodes filaires, comme Brugia malayi, Onchocerca vovulus ou Brugia
pahangi possedent aussi des homologues de MIF de mammiféres (Pennock et al., 1998),
(Zang et al., 2002). BmMIF a été isolé dans les produits de sécrétion du parasite et il a la
propriété d’attirer les macrophages et les monocytes de I’hote mammifére (Pastrana et al.,
1998). En plus de cette propriété il a été démontré que BmMIF peut activer les monocytes de
I’hote a produire des cytokines comme 1’IL-8, TNF-o ou MIF (Zang et al., 2002). Chez les
individus infectés par B. malayi, les infections asymptomatiques sont caractérisées par une
réponse de type Th2 incluant une éosinophilie avec la production de grandes quantités d’IgE
et d’IgGy, tandis que les individus avec une infection chronique présentent une réponse de
type Thl. Il a été montré que BmMIF augmente la transcription d’ECF-L (Eosinophil
Chemotactic Factor) ce qui permet de penser que BmMIF est impliqué dans le recrutement
des éosinophiles et qu’il module la réponse de 1’hote pour favoriser une réponse de Th2,
provoguant ainsi une pathologie asymptomatique, ce qui représente un avantage pour le
parasite (Pastrana et al., 1998), (Falcone et al., 2001).

111.7. Conclusion

MIF est, comme résumé par Calandra et Roger (2003), une molécule effectrice
exercant un contrdle sur le systéme immun inné chez les organismes. MIF est exprimé
constitutivement par les cellules immunes et en général dans les tissus qui sont en contact
direct avec I’environnement de I’individu. Cette caractéristique particuliere de MIF lui donne
la capacité de répondre de fagon tres rapide aux stimuli provenant de ’extérieur, qu’il s’agit
d’infections ou du stress. MIF fait partie d’une grande famille de protéines avec en commun,
la présence d’une activité enzymatique caractéristique qui la différencie des autres cytokines.
L’importance de MIF est manifeste de par son existence chez les vertébrés, chez les

invertébrés et aussi chez les plantes (Du et al., 2004). La fonction et I’activité de MIF chez les
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invertébrés a été trés peu ou pas étudiée jusqu’a présent, si I’on se référe a son réle sur
I’immunité de ces organismes a I’infection. Cela peut étre di au fait que MIF n’est pas présent
chez les organismes modéles insectes par excellence comme D. melanogaster ou A. gambiae.
Par contre sa fonction a été bien étudiée chez les nématodes qui utilisent leur MIF pour
moduler la réponse de I’hdte a leur avantage (cf Chapitre 111.6.2.2. MIF et les infections par
les parasites helminthes) soulignant I’importance de cette molécule. Ces arguments se voient
actuellement confortés par la découverte récente et notre étude de I’activité et de la fonction
de deux molécules MIF chez un autre invertébre, le mollusque gastéropode B. glabrata (cf
Chapitre résultats).

En conclusion MIF est une molécule trés importante dans les systémes de protection
contre les facteurs extérieurs soit au niveau immunitaire, de la réponse au stress et aussi
(méme si nous n’avons pas traité cet aspect) du point de vue de I’auto-immunité et du cancer.
Tout cela justifie que MIF soit récemment nommé un « Most Interesting Factor » (Bucala,
2000) (Bucala, 2007).

IV. B. glabrata: UN MODELE POUR L’ETUDE DE L’IMMUNITE
INNEE DES INVERTEBRES

Une des avanceées les plus remarquables dans I’histoire récente de I’immunologic a été
la decouverte de similarités frappantes entre les processus de la réponse innée des vertébreés et
ceux des invertébrés. Par exemple, nous pouvons citer la découverte des voies de signalisation
Toll chez D. melanogaster qui a donné lieu a la caractérisation de son homologue TLR4 chez
les vertébrés (Hoffmann and Reichhart, 2002). Les invertébrés chez lesquels I’immunité innée
a été la plus étudiée jusqu’a présent sont des insectes (D. melanogaster et A. gambiae).

L’immunité des mollusques, I’'un des plus grands embranchements du regne animal
avec quelques 100 000 espéces, reste encore trés peu étudiée malgré son réle clé dans la
transmission de parasites trématodes d’intérét médical et vétérinaire comme Fasciola ou
Schistosoma. De plus, I’étude de I’immunité des mollusques est d’autant plus justifiée qu’il
semble exister des différences majeures avec ce qui est connu des insectes et nématodes.

Comme tous les invertébrés, les mollusques ne présentent pas de réponse immunitaire
acquise, mais ils sont capables d’agir face a une infection par un pathogéne en mettant en

place une réponse innée, impliquant une réponse cellulaire ainsi qu’humorale.
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L’immunobiologie des mollusques vecteurs de trématodes est principalement étudiée
sur le gastéropode B. glabrata, héte intermédiaire de Schistosoma mansoni, agent de la
bilharziose intestinale, et d’Echinostoma caproni, un autre trématode parasite des oiseaux.
Malgré son importance dans la transmission du parasite, les molécules régulatrices ou
effectrices ainsi que les mécanismes moléculaires de la réponse immune chez B. glabrata et
dans les relations avec les parasites, ne sont pas trés bien connus.

Cependant, c’est chez le mollusque qu’a été faite la découverte d’un processus de
diversification de molécules de reconnaissance, non soupgonné chez les invertébrés. 11 s’agit
des molécules de la superfamille des immunoglobulines, les genes FREPS (Zhang et al.,
2004) (cf. Chapitre 1.4. Existence des processus de diversification chez les invertébrés c. Les
FREPS). Un autre exemple est 1’existence des molécules de type cytokine homologues de
celles des vertébrés, jusqu’a présent inconnues ou peu étudiées chez les invertébrés (cf.
Chapitre 1. LES CYTOKINES CHEZ LES INVERTEBRES) et surtout de la conservation
des signaux qui sont régulés par ces cytokines (cf. Chapitre RESULTATS). De plus ce
mollusque pourrait devenir un organisme modele, représentant des lophotrochozoaires, car le
séquencage de son génome est a présent bien avancé (Raghavan and Knight, 2006). Ces
données confirment 1’originalité des modé¢les mollusques, par rapport aux insectes et aux
nématodes, et illustrent la nécessité d’élargir nos connaissances, notamment moléculaires, a

ce grand groupe phylogénique.

IV.1. Le systeme B. glabrata/S. mansoni

IV.1.1. Le mollusque B. glabrata

B. glabrata est un mollusque gastéropode pulmoné de la famille des Planorbidae et du
genre Biomphalaria, qui compte 34 especes différentes dont 22 en Amérique et 12 en
Afrique. Il se trouve dans les régions tropicales ou sous-tropicales. B. glabrata est 1’hote
intermédiaire du parasite helminthe S. mansoni qui provoque la schistosomiase (bilharziose)
intestinale chez I’homme. La schistosomiase est une maladie chronique qui constitue un
probleme majeur de santé publique. Elle est présente dans 74 pays en développement et
affecte plus de 200 millions de personnes. De plus, il est estimé qu’environ 600 millions de
personnes sont exposées a 1’infection par une ou plusieurs des trois espéces de Schistosoma

qui infectent I’homme (S. mansoni, S. haematobium et S. japonicum), (Chitsulo et al., 2004).
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1V.1.2. Cycle de vie de S. mansoni

Le parasite S. mansoni a un cycle de vie (Figure 26) complexe (Ross et al., 2002). Il
utilise le mollusque B. glabrata comme hote intermédiaire chez lequel il se multiplie
intensément de maniére asexuée. Cette association est spécifique de 1’hote et indispensable au
développement du parasite. Les larves cercaires émises par le mollusque sont directement
infestantes pour 1’hote définitif vertébré chez lequel elles se développent en vers adultes dans
le systéme veineux porte mésentérique. Les vers adultes, qui présentent un grand
dimorphisme sexuel s’accouplent et les femelles pondent des ceufs. Ces ceufs sont les
principaux responsables des complications pathologiques car une partie des ceufs est piégée
dans les tissus de I’hote. Les ceufs non piégés sont évacués vers le milieu extérieur par les
feces, et les ceufs atteignent le milieu aquatique et liberent une larve libre et nageant, le
miracidium. Cette larve infeste un mollusque hote et se transforme en sporocyste a I’intérieur
du mollusque. Pendant 15 jours le sporocyste primaire (ou mere) est présent au niveau des
tissus du pied du mollusque. Apres cette periode, le sporocyste primaire va migrer vers la
glande digestive et va produire des sporocystes secondaires qui sont capables de produire des
cercaires et aussi des générations supplémentaires de sporocystes. De ce fait la pénétration et
le développement d’un miracidium dans le mollusque conduit a la production de plusieurs
milliers de cercaires (Bayne, 2009).
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Figure 26. Cycle de vie des Schistosomes.
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1V.1.3. Importance du systéeme B. glabrata/S.mansoni

Etant donné la grande diversité génétique interindividuelle des mollusques et parasites,
il se trouve que dans les populations du milieu naturel seulement quelques individus de
schistosome sont compatibles avec quelques individus de mollusque (Sandland et al., 2007)
(Bayne, 2009). Lorsqu’un miracidium de schistosome rencontre un mollusque compatible, il
va pénétrer a travers 1’épithélium du mollusque, il ne va pas étre reconnu par le systéeme
cellulaire de I’hote et se développera normalement. Par contre lorsqu’un miracidium rencontre
un mollusque non compatible, il va pénétrer son épithélium de la méme facon mais va étre
reconnu dans I’heure qui suit par les hémocytes du mollusque et encapsulé complétement
entre 4-8 heures apres infection. A ce moment Ia, le sporocyste est clairement dégradé et il
sera completement dégradé 24 heures apres infection (Roger et al., 2008b) (Figure 27).

Figure 10 Coupes histologiques de sporocystes (Spl) de S. mansoni dans un systéme hdte-parasite

compatible (A) ou dans un systéme incompatible (B). Le Sp1 est localisé dans les tissus de la région du pie de
mollusques B. glabrata (souche Brésil) 6 heures aprés infection. (A) Le Spl se développe normalement et la
structure de la paroi du sporocyste (sw) est intacte. (B) Le sporocyste est encapsulé par les hémocytes du
mollusque (cap=capsule), et le Sp1 est dégradé et la plus part des cellules du Sp1 sont détruites. D’aprés (Roger
et al., 2008b).

Ce phénoméne de compatibilité/incompatibilité a son importance dans un contexte de
transmission de la maladie parasitaire a I’homme, par conséquent, ses bases génétiques et
moléculaires ont été largement étudiées avec des systémes compatibles et incompatibles dans
les laboratoires (Webster and Davies, 2001) (Jones et al., 2001). Il parait évident que le sort
qu’encourt le parasite est déterminé par plusieurs facteurs comme le systéeme de
reconnaissance de I’hote et ’efficacité de sa réponse et les capacités d’évasion du parasite

entre autres. Certains de ces mécanismes durent seulement quelques heures, tandis que
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d’autres sont maintenus d’une fagon chronique pendant le temps que dure I’infection (Bayne,
2009), (Hanington et al.,2010). Mais quels sont les mécanismes utilisés par 1’hdte mollusque

pour se défendre de I’infection ?

1V.2. Les réponses immunitaires chez B. glabrata

Avant ce que nous pouvons appeler « 1’¢ére moléculaire » beaucoup de travaux ont
montré que les réponses immunitaires du mollusque reposent sur des facteurs de type
cellulaire et humoral qui cooperent entre eux pour reconnaitre le soi du non-soi et pouvoir se

défendre face aux agressions (Van der Knaap and Loker, 1990).

IV.2.1.Les réponses cellulaires.

Chez B. glabrata nous pouvons distinguer au moins 4 types cellulaires intervenant
dans la réponse immune. 11y a trois types cellulaires ne circulant pas dans 1’hnémolymphe ; les
cellules reéticulaires, les cellules des pores et les cellules détectrices d’antigéne. Les cellules
réticulaires sont accrochées aux tissus et ont une grande capacité d’endocytose de particules
étrangeres. Les cellules des pores sont a coté des cellules réticulaires et endocytent des
proteines. Les cellules détectrices d’antigénes sont situées dans les intersections du systeme
circulatoire, empéchent la dissémination des microbes et pourraient présenter ceux-ci aux
cellules phagocytaires. Le role concret de ces cellules fixes dans la défense contre les
parasites trématodes n’est pas €tudié (Van der Knaap and Loker, 1990).

Les hémocytes sont le quatrieme type cellulaire ; ce sont des cellules circulant dans
I’hémolymphe et étant donné que le systéme circulatoire est ouvert, elles peuvent migrer de
I’hémolymphe vers les tissus. Ils sont capables de répondre a une stimulation chimiotactique,
émettre des pseudopodes, adhérer a un corps étranger, le phagocyter ou lorsqu’il s’agit d’un
organisme multicellulaire de 1’encapsuler avec la formation des couches concentriques autour
du pathogéne (par exemple un trématode). Les hémocytes peuvent étre différenciés en deux
types principaux, les hyalinocytes et les granulocytes. Les hyalinocytes ou cellules rondes ont
un ratio noyau/cytoplasme élevé, peu de lysosomes et une tendance moindre a s’attacher, a
former des pseudopodes et a phagocyter. De leur c6té les granulocytes ont un cytoplasme plus
grand, plus de lysosomes et une grande capacité a émettre des pseudopodes et a phagocyter.
Les granulocytes sont capables de tuer les pathogenes phagocytés a travers des ROS (O et

H,O, qui vont étre transformés en 'O, entre autres (Hahn et al., 2009b) (Bayne, 2009))
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contenus dans les lysosomes qui vont fusionner avec les phagosomes. L’existence des deux
types d’hémocytes est controversée, car certains auteurs considérent les hyalinocytes et
granulocytes comme deux types cellulaires différents et d’autres qu’il s’agit de deux étapes
différentes de développement d’un seul type cellulaire hémocytaire.

1V.2.2. Les facteurs humoraux

De nombreuses études ont également montré que des facteurs humoraux solubles dans
I’hémolymphe contribuent a I’initiation ou a la modulation de la réponse cellulaire qui aboutit
a la dégénérescence et a la mort du parasite (Coustau, 2009). La présence des facteurs
humoraux dans 1’hémolymphe du mollusque a été étudiée depuis longtemps. L’existence de
facteurs humoraux comme des opsonines, agglutinines et lectines dans I’hémolymphe du
mollusque qui déclenchent la reconnaissance, 1’attachement et la mort du parasite a été mise
en évidence dans des modeles in vitro d’interaction entre des sporocystes et des hémocytes.

Lorsqu’il est mis en contact avec le plasma (hémolymphe sans hémocytes) du
mollusque le sporocyste peut survivre méme s’il s’agit d’une hémolymphe issu d’un
mollusque non compatible. Ce type d’observation suggérait que les facteurs humoraux de
I’hémolymphe n’avaient pas la capacité de tuer le parasite. Cependant, des expériences de
transfert d’hémolymphe de mollusques incompatibles dans des mollusques compatibles ont
montré que ces derniers devenaient incompatibles et étaient capables de tuer le parasite. De
plus, des expériences in vitro avec des hémocytes compatibles mis en contact avec le plasma
de mollusques incompatibles, les rendaient capables de tuer les parasites (Granath Jr and
Yoshino, 1984).

Une fois que les hémocytes ont reconnu le parasite, 1’étape suivante est le recrutement
et puis l’attachement a la surface du parasite. Des expériences avec des ESP (excretory
secretory products) du parasite, ont montré que ces produits vont attirer vers le parasite, les
hémocytes des mollusques non compatibles et vont inhiber la migration des hémocytes des
mollusques compatibles et trés souvent ’encapsulation. Ces observations suggérent qu’il y a
dans I’hémolymphe et a la surface des parasites et hémocytes des facteurs de type opsonines,
agglutinines ou lectines qui vont permettre cette reconnaissance et 1’attachement entre
mollusque et parasite. La caractérisation de ces facteurs humoraux solubles ont rarement
dépassé le stade de fraction protéique, de poids moléculaire ou d’activité (Loker et al., 1984)
(Lodes and Yoshino, 1993) a I’exception des FREPs (cf. Chapitre I.4. Existence des
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processus de diversification chez les invertébrés c. Les FREPS) qui ont été découverts dans
les années 90 (Adema et al., 1997)

Jusqu’au début des années 2000, avant I’utilisation des techniques de transcriptomique
et de protéomique, liées aux programmes de séquencage des génomes d’organismes modéles
qui permettaient la comparaison des séquences obtenues, on considérait la réponse a
I’infection chez le mollusque comme assez simple. Il s’agissait d’un systéme basé sur une
reconnaissance non spécifique et rapide de molécules étrangeres par des facteurs humoraux,
sur ’activation de la réponse cellulaire menant a une encapsulation du parasite et puis a une

activation cytotoxique entrainant la mort de celui-ci (Coustau, 2009) (Figure 28).
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Figure 28. Principales étapes de la réponse immunitaire de B. glabrata. (1) Reconnaissance du non-soi et
activation des hémocytes. (2) Chimiotactisme et adhésion. (3) Shock cytotoxique et mort du pathogene.
Modifiée de (Coustau, 2009).
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1V.2.3. Caractérisation des génes impliqués dans la réponse immune de B. glabrata

Un effort particulier a été fourni au cours de la derniére décennie pour identifier les
génes impliqués dans la réponse immunitaire humorale ou cellulaire de B. glabrata. Ces
travaux ont caractérisé une grande quantité de génes et protéines impliqués qui interviennent
dans la réponse du mollusque aux infections par les parasites S. mansoni ou bien par
E.caproni et par des infections bactériennes. Parmi ces travaux on peut citer ceux qui ont
utilisé une stratégie de séquencage aléatoire de transcrits d’hémocytes issus de mollusques
infectés par E. caproni (Mitta et al., 2005), I’analyse comparative d’EST (Expressed
Sequence Tags) avant ou aprés infection (Raghavan et al., 2003), (Lockyer et al., 2004),
(Guillou et al., 2007), (Lockyer et al., 2007a), (Ittiprasert et al., 2010), I’analyse comparée
d’EST chez des individus résistants ou susceptibles (Bouchut et al., 2006), (Lockyer et al.,
2007b). Des approches protéomiques ont identifié les protéines hemocytaires ou plasmatiques
chez les individus résistants ou susceptibles (Vergote et al., 2005), (Bouchut et al., 2007).
Finalement les génes caractérisés dans ces études ont permis la fabrication des premiers
micro-arrays et I’étude de I’expression de ces génes au cours de l’infection parasitaire
(Lockyer et al., 2008), (Hanington et al., 2010) et aussi par d’autres pathogénes comme les
bactéries (Adema et al., 2010).

Tous ces travaux ont caractérise des genes de protéases et leurs inhibiteurs, des
facteurs d’adhésion cellulaire, de coagulation, régulation et induction du stress, molécules des
voies de signalisation cellulaire, des enzymes impliquées dans la biosynthese et dégradation
de glycanes, des lectines, des molécules de reconnaissance hypervariables ainsi que des
régulateurs potentiels de I’immunité innée. Le tableau qui suit est un récapitulatif des genes

caractérises pendant ces études.
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Identity References | Identity References
Non-self recognition Antimicrobial proteins
FREPs & LBP/BPIs x3 ,8)
PeptidoglycanRecognition Proteins x5 1,2) Theromacins x2 @)
Gram-negative bacteria binding protein (2 Achacin 8)

Aplysianin @)
Cell-cell or celtmatrix adhesion
Cadherinlike X2 @3 Immune regulators
Dermatopontins x4 1,3) Macrophage Migration Inhibitory Factor (1)
Focal adhesionkinase 4 (MIF)
F-spondin precursor @ Allograft inflammatory Factor (AIF) @)
Galectins x3 a
Integrina-related X2 (5,1) Oxidative stress
Integrina-2 3 Dual oxidases X2 (1,4)
Integrina-3 precursor 1,4) Glutathione STransferase ®)
Integrina-5 precursor @ Peroxidas (@)
Matrilins x3 1,3) Peroxidasip @
Selectin (G Peroxinectin @)
Thrombospondin (€] Cu/zZn dismutases x 3 (8, 12,
von Willebrand domain-containing proteins x 8 3 MnSOD (12)
Galectinlla @ Thioredoxin ®
Galectinllla/ tandem repeatgalectin ,7) Thioredoxin peroxidase
Matrilinl @
F-spondinprecursor @ Others

4 EFHAND x 2
Proteases and protease inhibitors Ca Binding Protein 1 EFHAND
Cystatins X 1,8) Cyclophilindomain-containing Protein
Inter a-trypsin inhibitor @1 Endo-1,4-?-mannanase X2
Kunitzprotease inhibitor (€] Ferritin
a 2-macroglobulin 4 Heat Sock Proteins x2
Metalloproteinase @ Serinefthreonin proteine Kinase
Serine protease (10)
Serine proteinaseinhibitors x3 (€
Cysteinprotease inhibitor (11)

Tableau 1. Récapitulatif des génes potentiellement impliqués dans la réponse immunitaire de B. glabrata
au cours d’une infection par un pathogéne. Références : (1) (Mitta et al., 2005), (2) (zZhang et al., 2007),
(3)(Bouchut et al., 2006), (4) (Lockyer et al., 2007a), (5) (Davids et al., 1999), (6) (Duclermortier et al., 1999),
(7) (Yoshino et al., 2008), (8) (Guillou et al., 2007), (9) (Coustau et al., 2003), (10)(Lockyer et al., 2007b), (11)
(Vergote et al., 2005), (12) (Jung et al., 2005), (13) (Bender et al., 2007), (14) (Lockyer et al., 2007h),
(15)(Lockyer et al., 2004). Modifié de (Coustau, 2008).

Parmi les genes, qui méritent une mention spéciale, on trouve ceux des FREPs (cf.
Chapitre 1.4. Existence des processus de diversification chez les invertébrés c. Les FREPS),
des régulateurs potentiels de I’immunit¢é du mollusque comme MIF (cf. Chapitre
RESULTATS) ainsi que ceux de protéines impliquées dans la réponse cytotoxique des

hémocytes pour tuer les pathogénes.

1V.3. Etat actuel des connaissances sur ’immunité de B. glabrata

Malgré les efforts fournis pour caractériser les mécanismes et molécules qui contrdlent
les réponses immunes de B. glabrata, I’état actuel des connaissances est assez restreint. |l
existe néanmoins quelques travaux fonctionnels.

Les FREPS sont des molécules de type lectine produites lors d’une infection

parasitaire ou bactérienne, et qui sont capables de se lier aux ESP de parasites ou aux parois
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des bactéries et constituer des complexes protéiques (Hertel et al., 1994) en formant un
précipité. Des études biochimiques ont permis de révéler qu’il s’agissait de protéines avec un
domaine Ig et un domaine de type fibrinogéne (Adema et al., 1997). Comme nous 1’avons
déja vu (cf. Chapitre 1.4. Existence des processus de diversification chez les invertébrés c. Les
FREPs) les FREPs forment une grande famille composée de 14 membres qui différent entre
eux par leur structure exons-introns et qui sont soumis a des phénomeénes de diversification
comme I’épissage alternatif ou des SNP (Zhang et al., 2004). Le role des FREPs n’est pas
encore connu mais des études faites sur des FREPs du moustique A. gambiae (Dong and
Dimopoulos, 2009) et derniérement sur le mollusque indiquent qu’ils pourraient intervenir
dans la reconnaissance des pathogenes aussi bien chez les eucaryotes que chez les procaryotes
(Zhang et al., 2008).

En ce qui concerne les mécanismes de stress oxydatif intervenant lors de la réponse
hémocytaire au cours d’une infection parasitaire, ils ont été largement étudiés. Les hémocytes
contiennent des lysosomes avec des enzymes protéolytiques qui vont pouvoir étre sécrétées
dans le milieu externe ou bien dans le phagosome formé lors de la phagocytose (Humphries
and Yoshino, 2008). De plus les hémocytes sont dotés de toutes les enzymes nécessaires pour
la production des ROS et RNS qui sont produits lors d’un stimulus immunitaire, par exemple
avec des carbohydrates qui forment la membrane des parasites (Hahn et al., 2000), (Hahn et
al., 2009a) (Figure 29).

02 L- Arginine 02

]NOS
L-citrulline

SOD/OQ-—-h NO

OONO-

NADPH
oxidase

Halide H,0, re?*
peroxidas‘y Fed*

HOCI OH-*
Figure 29. Schéma simplifié des voies qui génerent des ROS et RNS par les hémocytes phagocytaires.
D’aprés (Bayne, 2009).

La production des ROS et RNS a été étudiée dans des modéles d’infection impliquant
des mollusques compatibles et non compatibles, et il a été observé que lors d’une
incompatibilité la production de H,O, par exemple est plus forte que dans un systeme
compatible (Bender et al., 2009). Les bases de cette production reposent sur le fait que

I’enzyme Cu/Zn SOD (Superoxide Dismutase) est plus exprimée en fonction de la
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susceptibilité ou non susceptibilité (Goodall et al., 2004). En plus il a été démontré que la
Cu/Zn SOD est exprimée par trois alléles différents et qu’il y a un alléle associé & la non
susceptibilité (Goodall et al., 2006) et cette association est liée a la différence d’expression
(Bender et al., 2007). Malgré son importance cette association ne peut pas expliquer les
différents phénotypes compatibles/non compatibles mais le role important du stress oxydatif
pour tuer le parasite est clair.

Il faut citer aussi les travaux sur la caractérisation des voies de signalisation associées
a la réponse immunitaire comme les voies MAPK ERK et p38 (Humphries et al., 2001),
(Humphries and Yoshino, 2006), (Zahoor et al., 2008) ainsi que la caractérisation des PGRP
et GNBP (Zhang et al., 2007) qui montrent I’implication de ces voies dans la réponse immune
du mollusque. Des travaux sur la régulation de la réponse immune du mollusque par une
cytokine ont été menés dans notre laboratoire (cf. RESULTATS) et d’autres sont en cours sur
des molécules de type LBP/BPI (LPS Binding Protein/Bacterie Binding Protein) exprimées en
fonction du pathogéne.

1V.4. Conclusion

Malgré les connaissances restreintes des mecanismes moléculaires qui contrélent
I’immunité de B. glabrata, ce modele est en train de nous reveler ses secrets. L’intérét de ce
modeéle, mise a part sa condition d’hote invertébré des parasites trématodes, est dd a la
découverte chez celui-ci de mécanismes contrdlant les réponses immunes jusqu’a présent non
soupgonnés chez les invertébrés. En effet, I’existence des molécules comme les FREPs ou
comme la cytokine MIF donne de I’importance a ce mod¢le et pose des questions d’un intérét
capital sur I’origine évolutive de I’immunité des vertébrés. De plus, I’application récente des
techniques d’invalidation de génes comme le RNAi au mollusque B. glabrata ainsi que le
séquencage de son génome permet d’envisager une meilleure compréhension de son immunité
et des applications possibles de ces connaissances a la lutte contre les parasites dont il est le

vecteur.
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V. OBJECTIFS DE L’ETUDE SUR LES CYTOKINES MIF CHEZ LE
MOLLUSQUE B. glabrata.

L’identification de I’orthologue de la cytokine MIF chez le mollusque B. glabrata

(BgMIF) nous a incités a déterminer son role dans I’immunité innée chez cet invertébré. Ce

projet se divise en plusieurs objectifs :

Caractériser la structure et la fonction de BgMIF pour déterminer s’il posséde les
propriétés des membres de la famille MIF et notamment une activité enzymatique
dopachrome tautomérase, la capacité de stimuler la prolifération cellulaire et d’inhiber
I’apoptose. Pour ce faire, la validation de la lignée cellulaire Bge du mollusque comme
outil pour I’étude de BgMIF est nécessaire.

Déterminer le réle de BgMIF dans la réponse immune du mollusque au parasite
S. mansoni. Cet objectif implique notamment le développement de la RNAI pour

permettre 1’invalidation de I’expression de BgMIF in vitro et in vivo.

Au cours de cette étude une deuxieme isoforme de MIF, BgMIF2 a été identifié chez le

mollusque, soulevant la possibilité d’une spécialisation fonctionnelle entre les deux

isoformes. Les objectifs a remplir pour étudier cette question sont :

Caracteriser la structure et la fonction de BgMIF2 pour vérifier qu’il se comporte
également comme un membre de la famille MIF.

Déterminer le role éventuel de BgMIF2 dans la réponse du mollusque aux
sporocystes de S. mansoni en comparaison avec BgMIF.

Explorer un réle éventuel des deux isoformes dans la réponse anti-bactérienne du

mollusque

Cette étude a donné lieu a une publication dans la revue PLoS Pathogens pour la partie sur

BgMIF (premiére partie des résultats) et a une deuxieme publication en préparation sur la

partie concernant la caractérisation de BgMIF2 et sa comparaison fonctionnelle avec BgMIF

(deuxieme partie des résultats).
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RESULTATS

|. CARACTERISATION DE L’ACTIVITE ET DE LA FONCTION DE
BgMIF.

Les résultats présentés a continuation sous forme d’article (publié dans la revue PL0oS

Pathogens) font partie de la premiere étude fonctionnelle d’une cytokine chez le mollusque B.
glabrata. Il s’agit de I’orthologue de la cytokine de mammifere BgMIF.
Pour aborder 1’étude de I’activité et de la fonction de BgMIF nous avons produit en premier
une protéine recombinante en systéme bactérien ce qui nous a permis d’une part démontré
I’existence d’une activité enzymatique tautomerase pour BgMIF et deuxiemement la présence
des activités biologiques espéreées pour une cytokine MIF (induction de la prolifération
cellulaire et inhibition de I’apoptose dépendante de p53). Pour I’étude de I’activité biologique
et de la fonction de BgMIF in vitro, nous avons établie un modele biologique utilisant la
lignée cellulaire de B.glabrata, les cellules Bge (pour B. glabrata embryonic cells).

L’étude de la fonction in vitro, avec I’utilisation de la technique de RNAi, nous a permis
de déemontrer que BgMIF est impliqué dans la régulation de la réponse cellulaire face a un
stimulus parasitaire. En effet les cellules Bge changent de forme et comportement (phénotype
d’agrégation cellulaire) en présence des ESP de S. mansoni ce qui est corrélé a une activation
de Bgp38. Le phénotype d’agrégation cellulaire et I’activation de Bgp38 sont inhibés avec le
traitement des cellules avec du dsRNA de BgMIF (dsMIF) mais pas avec du dsLuc (dsSRNA
non relevant). De la méme facon les cellules Bge traitées avec du dsMIF n’encapsulent pas les
sporocystes de S.mansoni mis en co-culture 72heures apres.

En ce qui concerne la fonction de BgMIF in vivo, I’injection de dsMIF des mollusques et
I’ultérieure infection avec de miracidiums de S. mansoni inhibe le changement dans la
population hémocytaire, qui est observée en conditions normales d’infection et avec un
traitement avec du dsLuc. Cette absence dans le changement dans la population hémocytaire,
(da a la migration des granulocytes vers les tissus infectés) se traduit en une plus grande
quantité de sporocystes primaires implantés dans les mollusques dsMIF en comparaison avec

les mollusques non traités ou traités avec du dsLuc.
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L’ensemble de ces résultats démontrent I’existence d’un orthologue de MIF chez B. glabrata,
qui posséde les activités attendues pour une molécule MIF et qui régule la réponse immune de

ce mollusque lors d’une infection parasitaire.
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Il. IMPLICATION DE LA CYTOKINE MIF2 DANS L’IMMUNITE
INNEE DU MOLLUSQUE D’EAU DOUCE B.GLABRATA

Les travaux présentés dans cette deuxiéme partie des résultats se focalisent sur 1’étude
fonctionnelle d’une seconde molécule MIF chez B. glabrata, appelée BgMIF2. Ces travaux
sont présentés ensuite sous forme d’article scientifique (en préparation), mais plusieurs
expériences complémentaires doivent étre realisées. Ces résultats montrent que BgMIF2
appartient a la famille de MIF et présente les principaux résidus d’acide aminé et une activité
tautomerase qui caractérisent les MIF. Ensuite, ils montrent la localisation de BgMIF2 dans
les cellules hémocytaires du mollusque et dans les cellules Bge, révélant une expression
apparemment équivalente dans les deux principaux types cellulaires, les granulocytes et les
hyalinocytes. Ceci constitue la premiére différence entre les deux MIF du mollusque.

Nous avons démontré aussi que la protéine BgMIF2 n’est pas sécrétée par les cellules
Bge en contact avec des ESP de S. mansoni mais qu’elle est sécrétée lorsque les cellules sont
mises en contact avec du LPS, suggérant une fonction dans la réponse antibactérienne, a
différence de BgMIF. Sur cette base nous avons utilisé le RNAI in vitro avec les cellules Bge
et nous avons démontrée que BgMIF2 n’est pas impliqué a priori dans la réponse
antischistosome car les cellules traitées avec du dsMIF2 sont capables d’encapsuler les
sporocystes en co-culture. De plus, le méme traitement provoque une baisse significative du
pourcentage de phagocytose dans les cellules Bge par rapport aux cellules traitées avec du
dsLuc ou du dsMIF. Les expériences d’infection in vivo montrent que le transcrit et la
protéine de BgMIF2 ne sont pas modifiés au cours de I’infection mais que ceux de BgMIF
expérimentent une baisse importante au bout des 24 premiéres heures de I’infection.

Les expériences de RNAI in vivo sont, quant a elles, contradictoires puisque les
mollusques traités avec du dsMIF2 sont moins efficaces dans I’élimination des bactéries (dix
fois plus de bactéries par mollusque) que les mollusques traités avec du dsMIF ou dsLuc. Par
contre, les mollusques traités avec du dsMIF2 ont la méme quantité de sporocystes primaires
(Spl) que les mollusques traités avec du dsMIF, ce qui montrerait aussi une implication de
BgMIF2 dans la réponse antischistosome in vivo.

Ces résultats montrent, méme si des expériences complémentaires sont en cours, que

BgMIF2 est impliqué dans la régulation de la réponse antibactérienne du mollusque tandis
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que BgMIF est impliqué dans la réponse antiparasitaire, ce qui montrerait une spécialisation

de la réponse immune du mollusque gouvernée par deux cytokines MIF.
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ABSTRACT

We recently demonstrated that the mollusk Biomphalaria glabrata possesses an orthologue
of the mammalian cytokine MIF (Macrophage Migration Inhibitory Factor), BgMIF. We
demonstrated that BgMIF had the characteristics of a typical MIF (tautomerase activity,
mduction of cell proliferation. inhibition of apoptosis) and that it was involved in the snail
immune response towards infection by the platyhelminth parasite Schistosoma mansoni.
Further investigation of the available EST and genomic sequences of B. glabrata led to the
identification of a second MIF ortholog, BgMIF2. Here we report the functional
characterization of this MIF that. like BgMIF. possesses a tautomerase enzymatic activity and

clearly belongs to MIF family. However, it has a different expression pattern in snail
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hemocytes and in contrast to BgMIF. in vifro and in vivo knock-down of BgMIF2 suggest

that it is involved in the response to bacterial infection.

INTRODUCTION

Protostomian invertebrates (about two million species) have evolved for more than
six hundred million years, often surviving very hostile environments. They have developed a
variety of active immune mechanisms to efficiently recognize and respond to non self
antigens [1]. These mechanisms have for a long time been considered primitive and distant
from the vertebrate immune systems [2]. Nevertheless, recent work showing for example, the
similarities between the Toll/TL-1 and TLR (Toll like receptors) receptors and their signaling
pathways [3] [4]. have demonstrated that immune systems of invertebrates and vertebrates
share striking similarities [5] [6]. The studies of the immune system mechanisms of
invertebrates have principally used the insect Drosophila melanogaster,a member of the
Ecdysozoan clade, that has allowed the discovery of Toll and Immd pathways for example [7].

Another major invertebrate group, within the Lophotrochozoan clade, with about
40,000 species is the Mollusk phylum. Mollusks support the development of approximately
18,000 nominal species of digenetic trematodes. Some of these trematodes are human
parasites, for example Schistosoma mansoni causes intestinal schistosomiasis (two hundred
million infected people in 74 countries) and uses the freshwater snail Biomphalaria glabrata
as its intermediary host [8]. In spite of its importance in parasite transmission to humans and
the possible insights this model could give into the evolution of innate immunity, the immune
mechanisms of this snail are poorly known [9]. Nevertheless, significant advances 1n this

field have been made over the last ten vears, due in large part to proteomic [10-13] and
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functional genomic studies [14-19]. In addition the sequencing of the B. glabrata genome has
been initiated at Washington University [20].

In this context, we have recently characterized the activity and function of BgMIF
[21]. a snail homologue of vertebrate cytokine MIF (Macrophage Migration Inhibitory
Factor) a regulator of innate immunity in mammals [22]. We have studied the expression of
BgMIF in the whole snail and in hemocytes and the B. glabrata embryonic (Bge) cell line.
Using Bge cells as an in vitro model we have demonstrated that BgMIF possesses the
principal activities of MIF family: tautomerase activity, cell proliferation induction and p53-
mediated apoptosis inhibition. Using in vitro and in vivo RNA1 approaches, we have
demonstrated the involvement of BgMIF in the regulation of the snail immune response to an
infection by S. mansoni [21].

In the course of further screening of B. glabrata sequence databases we identified
another MIF ortholog. Here we report the functional characterization of this second snail
MIF, BgMIF2, which also possesses a tautomerase enzymatic activity but has a different
expression pattern in snail hemocytes compared to BgMIF. Furthermore, in contrast to
BgMIF, in vitro and in vivo knockdown of BgMIF2 using RNAI shows that it is involved in

the response to bacterial infection.

MATERIALS AND METHODS

Ethics statement All animal experimentation was conducted following the Nord-Pas
de Calais Region and the Pasteur Institute of Lille guidelines for housing and care of
laboratory animals and performed in accordance Institutional regulations after review and
approval by the Nord-Pas de Calais Region (Authorization No.A59-35009) and Pasteur

Institute (Authorization No. AF/2009) Animal Care and Use Committees,
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Animals and cells. B. glabrata snails (albino strain) and a Puerto-Rican strain of S.
mansoni were maintained as described [21]. Miracidia were isolated from infected hamster
livers and maintained in complete Chernin’s balanced salt solution [23] (CBSS supplemented
with Img/ml glucose and 1mg/ml trehalose) for 48h to achieve in vitro transformation into
mother sporocysts as described in [24]. Mother sporocysts and/or excretory-secretory
products (ESP)-containing CBSS were then collected and used. The B. glabrata embryonic
(Bge) cell line (ATCC CRL 1494; Rockville, MD), was maintained at 26 °C under normal
atmospheric conditions in complete Bge medium [25], supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS; Sigma), and antibiotics (100 U/ml penicillin G; 0.05 g/ml streptomycin

sulphate, 25 pg/ml amphotericin B, Sigma).

RNA, cDNA and protein extraction. Total RNA and protein from individual snails
or Bge cells was extracted using the TRIZOL® reagent (Invitrogen) as previously described
[21]. For hemocytes the collected hemolymph [26] was divided in two tubes for extraction of

protein and for extraction of RNA. cDNA synthesis was as previously described [21].

Molecular cloning of BgMIF2 and vectors. A partial ¢cDNA sequence (EST
GenBank™ accession number: ES487700.1) was used to design specific primers and perform
5"and 3' RACE amplification (SMART RACE ¢cDNA Amplification kit, Clontech) according
to the manufacturer’s instructions. The complete BgMIF2 coding sequence was then
amplified using primers containing Xhol and Xbal restriction sites respectively (see
Supplementary data Table 1 for primer sequences). The PCR products were digested and
cloned into the bacterial expression vector pET303 Ct-His (Invitrogen) (BgMIF2 construct).
Sequence alignments and analysis were carried out using the DNAStar Lasergene programme

package and the BioEdit v7.0.1 package (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html).
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For phylogenetic analysis, multiple amino acid sequence alignments were performed
using 3DCoffee [27]. The maximum likelihood tree was obtained with PhyML [28] at
LIRMM (http://www.phylogeny.fi/) using the WAG model of substitution with four
substitution rate categories and estimated gamma shape parameter and proportion of mvariant

sites. Branch support values were based on 100 replicates for PhyML.

Protein expression and production of recombinant proteins. Recombinant C-
terminally His-tagged full-length rBgMIF2 fusion protein was expressed using the pET303

Ct-His vector in E. coli BL21 (DE3) pLys strain exactly as for BgMIF [21].

Enzymatic assay. Tautomerase activity was measured using a D-dopachrome
tautomerase assay as described previously [29], [30]. Briefly, a fresh solution of D-
dopachrome methyl ester was prepared by mixing 4 mM L-3.4-dihvdroxyphenylalanine
methyl ester with 8mM sodium periodate for 5 min at room temperature and then placed on
ice 20 min before use. Activity was determined at room temperature by adding D-
dopachrome methyl ester to a cuvefte containing 50mM rBgMIF2, BgMIF [21] or a
commercial mammalian MIF (mouse MIF), tMmMIF (R&D systems), in 25mM potassium
phosphate buffer pH 6.0 and, 0.5mM EDTA. For the inhibition assays the MIF inhibitor,
(S,R)-3-(4-hydroxyphenyl)-4.5-dihydro-5-isoxazole acetic acid methyl ester (ISO-1, Merck)
was dissolved in Me,SO at various concentrations and added to the cuvette with 1BgMIF2
prior to the addition of the dopachrome. The decrease in absorbance at 475nm was monitored

for 5 min using a UV/visible Spectrophotmeter Ultraspec 2100 (Amersham).

Antibodies and Western-blots. Antibodies used in this study were as follows: anti-
Actin (Abcam). An anti BgMIF2 antiserum was produced in a rabbit using the Ac-

CYLYTNKKESELKDG-amide, Ac-ELDLPAERCVIVYTDLD-amide peptidesand the

N

82



Résultats-BgMIF2

polyclonal sera were purified using a peptide linked resin column (Proteogenix). Western

blots were carried out as previously [21].

Expression studies. For real-time PCR analyses total RNA (1pg of RNA from a 5
snail pool and one tenth of the RNA obtained from 2x10° Bge cells was reverse transcribed
using SuperSeript ITI reverse transcriptase (Invitrogen). For Q-PCR analyses, cDNAs used as
templates were amplified using the SYBR Green Master Mix (Invitrogen) and the ABI
PRISM 7000 sequence detection system (Applied Biosystems). Primers (Sup. Table 1)
specific for B. glabrata ribosomal protein S19 (Genbank accession number: CK988928 [31]),
and BgMIF2 (Genbank accession number; GQ118971), were designed by the Primer Express
Program (Applied Biosystems) and used for amplification in triplicate assays.

For the protein expression the whole snail were homogenized at 4°C with Tris-
buffered saline. The cellular debris was pelleted and the supematants were adjusted for
protein concentration, diluted with reducing SDS-PAGE sample buffer and 15ug of total

protein was analyzed by SDS-PAGE and western blotting as described above.

Immunolocalisation of BgMIF2 in cells. For immunolocalisation assays, circulating
haemocytes or Bge cells were extracted or cultured as described above and allowed to adhere
to glass slides, washed with PBS, fixed in 4% paraformaldehyde for 10 min and
permeabilised by a 4 min treatment with Triton X-100 at 0.1%. Slides were saturated for 90
min with PBS containing 1% bovine serum albumin (BSA) and normal goat serum (1/50) at
room temperature (RT). This blocking step was followed by an overnight incubation with
rabbit anti-BgMIF polyclonal serum (diluted at 1/100 in PBS-BSA 1%). After three washes
the slides were incubated with goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 IgG (1/500 in PBS-BSA 1%,

Molecular Probes) for 2 h at room temperature (RT). Slides were then stained with Hoechst

83



Résultats-BgMIF2

33342 and rhodamine-labeled phalloidin (1/1000 in PBS, Sigmma) for 10 min at RT, washed
and mounted with Fluoromont G (Interchim). For control slides, anti-BgMIF2 polyclonal
serum was incubated with the peptides used as immunogens for 1h at RT and the slides were
then treated as described above. Samples were analysed by confocal microscopy using a

LSM 710 inverted microscope (Zeiss).

Confocal microscopy. All the confocal mmaging was performed with a LSM710
microscope (Zeiss) and a Plan Apochromat objective (63x 1.4 NA oil immersion). The
associated software (Zen 2008) enabled the adjustment of acquisition parameters. The
thodamine (red) signal was excited at 561 nm and emission was collected from 570 to 700
nm. The Alexa488 (green) signal, in contrast, was excited at 488 nm and emission was
collected from 490 to 530 nm. The nuclear Hoechst dye signal was excited at 405 nm and
emission was collected from 410 to 470 nm. Fluorescent signals were collected sequentially,
with a 4 lines average, and resulting images are 2048x2048 (or 1024x1024) pixels in size. By
setting the photomultiplier tubes and the pinhole size (1 AU) correctly, there was no signal

bleed-through. The images were treated with Image] (NIH) and Photoshop CS3 (Adobe).

RNA interference assays in Bge cells. The methods used for RNA interference in
Bge cells, treatment with ESP and interaction with sporocysts have been described
extensively [21].

For phagocytosis experiments, after dsRNA treatment, the medium was replaced by
fresh medium and about 107 Alexa 488 conjugates of heat killed E. coli (Molecular Probes)
were added fo 10° Bge cells on cover slips and incubated at room temperature for 15 min
and 1 hour at 26°C. Tmmuno-fluorescence microscopy assays were done as described above

but only Hoechst 33342 and rhodamine-labeled phalloidin treatment was done. Sequential
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optical sections of 1 um each were collected and analysed . The phagocytic index was
calculated as the ratio of the number of immune competent cells containing fluorescent
bacteria against the total number of cells in each field. For each assay at least 10 fields were

analysed.

RNA interference assays in whole snails. The treatment of whole B. glabrata snails
with dsRNA and subsequent infection with S. mansoni miracidia were as described [21]. In
order to determine the number of mother sporocysts (Spl) present in the head—foot region of

infected snails, mollusks were fixed 15 days post-exposure as described[32, 33].

Infection of whole snails with S. marcescens. The S. marcescens strain Db10 was
1solated originally from a moribund fly (Db 1s for Drosophila bacterium) [34]. Db10 strains
expressing DsRed were obtained by transformation with the plasmids pEP931-DsRed-Gn"
(gentamicin resistance), kindly provided by Dr. E. Pradel (Institut de Biologie de Lille). For
infections overnight cultures of DsRed labeled S. marcescens cultures were grown
exponentially at 30°C in LB (Luria Bertani broth, Sigma) complemented with gentamicin at
10pg/ml (Euromedex). The culture was diluted in complete CBSS at appropriate dilution and
snails were injected with 1.3x10° colony-forming units (CFU) of S. marcescens Db10-dsRed
into the cardiac sinus, using a 50pl Hamilton syringe with a 26s needle (Hamilton). The snail
shell was removed and the body was crushed in 0.5 ml of LB medium at various times after
infection using a micropestle, and the homogenate was serially diluted in LB medium. The
number of (CFU) per snail was determined through growth overnight at 30 °C on LB agar

with gentamicin.
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Statistical analyses. All data were expressed as mean plus or minus SE. The
statistical significance of differences was assessed using the Mann—Whitney U test for
nonparametric data or Student's /-test using the program StatView (Abacus Concepts). P

values of less than .05, 0.01 or .001 were used to indicate statistical significance.

RESULTS AND DISCUSSION

BgMIF2, a second member of MIF family with tautomerase activity in B. glabrata.
Alignment of MIF sequences shows that, like BgMIF, BgMIF2 contains an N-terminal
catalytic proline (Pro2 that becomes Prol after cleavage of the N-terminal methionine) that is
essential for tautomerase activity [29] (Figure 1A). With 28% peptide sequence identity to
human MTIF, BgMIF2 is more conserved than BgMIF [21] but less so than MIFs from the
bivalve mollusks Haliotis diversicolor sextus (39%) and Haliotis discus discus (35%).
Several invariant active site residues are conserved, such as Lys32 and Vall06 (a Cys in
BgMIF and Leu in Ixodes scapularis MIF). The other invariant residues across the MIF
family (Asp9, Pro56 and Leu88) are also conserved in BgMIF2. In addition, analysis of its
secondary structure shows that the BgMIF2 protein is composed of four o-helices and four p-
sheets as for other MIF family members including BgMIF. In order to investigate the
relationship between BgMIF2 and the other MIFs we performed phylogenetic analyses on
selected vertebrate and invertebrate proteins (Figure 1B). The phylogeny of MIFs indicates
that BgMTF?2 is clearly grouped in the phylogenetic tree with 1. scapularis MIF sequences and
close to BgMIF but is not closely related to other mollusk MIF (Figure 1B).

We next tested whether BgMIF2 possesses tautomerase activity as described for
BgMIF and the other MIF family members [21]. We expressed BgMIF2 as a recombinant

protein (rBgMIF2) in E. coli, and we used this to perform a tautomerase assay with a
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recombinant mouse MIF (fMmMIF) and 1BgMIF as positive controls. The results showed
that tBgMIF2 possesses a tautomerase activity comparable to that of the mouse MIF protein
and 1BgMIF (Figure 2). One major difference was that, in contrast to BgMIF the tBgMIF2
protein treated with 100uM of ISO-1 was not mhibited, ([21] and data not shown). ISO-1 has
been shown to bind to the same position i the active site as one of the MIF substrates, p-
hydroxyphenylpyruvic acid [30]. Five amino acid residues are particularly important i this
interaction, the N-terminal proline, Lys32, Ile64, Tyr95 and Asn97 (in human MIF) [30]. Of
these residues Prol and Lys32 are conserved in both BgMIF and BgMIF2, Ile64 is conserved
in BgMIF and substituted by another hydrophobic amino acid, Val, in BgMIF2 and Tyr95 is
substituted by Val in both BgMIF and BgMIF2. However, Asn97 is substituted by another
basic amino acid, Lys, in BgMIF but by Val in BgMIF2. Disruption of the interaction
between ISO-1 and Asn97 by methylation of the former abolishes the mhibition [30].
Therefore, it could be hypothesized that the substitution of Asn97 by an uncharged,
hydrophobic residue may also abolish the inhibition, but that it is maintained when the
substitution is by another basic residue, as in the case of BgMIF. This hypothesis predicts that
the MIFs of I scapularis and P. marinus (Asn97 substituted by Ala, Figure 1A) should not
be inhibited by ISO-1 and that the substitution of Val97 in BgMIF2 by Asn or Lys should
restore the inhibition by ISO-1.

As we previously pointed out, the role of the tautomerase activity in the biological
function of MIF is far from clear. However, this is highly conserved and exhibited by both
the snail isoforms, so it could be assumed to be important, perhaps in binding to CD74, the
MIF receptor [43] although the B. glabrata MIF receptor remains to be characterized. The
suggestion that the enzyme activity is a vestige of a function in invertebrate melanotic
encapsulation [44] is contradicted by its conservation in vertebrates and by the absence of

melanization in B. glabrata.

10
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BgMIF2 is expressed by snail immune defense cells. Rather than being produced “on
demand” like most cytokines, MIF is constitutively expressed in mammalian cells and its
secretion induced by inflammatory stimuli like endotoxin, TNF-u or hormones [22]. The
types of cell that stock MIF include those involved in the first line of defense such as
macrophages [35]. neutrophils and monocytes [22]. BgMIF was found to be present in both
hemocytes and in the B. glabrata Bge cell line [21]. We examined the expression of BgMIF2
in B. glabrata circulate hemocytes and in Bge cells using an antiserum raised against two
peptides derived from the BgMIF2 sequence. Immunolocalisation analyses showed that
BgMIF2 is expressed in cytoplasm of hemocytes and Bge cells. BeMIF2 was found to be
abundant in well spread hemocytes. termed granulocytes, and. unlike BgMIF. in unspread
hemocytes or hyalinocytes [36]. [37] (Figure 3 A-C).

The hemocyte-like properties of Bge cells [38] include the capacity to recognize and
phagocyte or encapsulate foreign materials that include larval trematodes [39] and we
recently showed that BeMIF expression was necessary for the in vifro encapsulation of S.
mansoni sporocysts [21]. Moreover, the secretion of BgMIF by Bge cells was stimulated by
S. mansoni ESP. Here we showed that BgMIF?2 is localized in these cells in the cytoplasm
(Figure 3 D-F). However, in contrast to BgMIF, Bge cells do not release BgMIF2 when they
are cultured in the presence of S.mansoni ESP but BgMIF2 secretion is induced by LPS
(Figure 3G-H).

The differences in cellular distribution and secretion patterns of the snail MIF
isoforms suggest a difference in their functions. Notably, the secretion of BgMIF2 may
indicate a role in response to infection by bacteria. To test this we decided to determine the
function of BgMIF2 by knocking down its expression and testing the response of Bge cells

and snails toward the parasite S. mansoni and toward bacterial infections.

11
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BgMIF2 is not implicated in the response to S. mansoni sporocysts in vifro. In order to
determine whether BgMIF2 might have a role in the response of Bge cells to S. mansoni
sporocysts, we next freated Bge cells with dsRNA against BgMIF2 (dsMIF2) or against
BgMIF2 and BgMIF at the same time (dsMIF2/dsMIF) or against luciferase (dsLuc) as an
unrelated control and determined the effect of B¢MIF2 KD on the capacity of Bge cells to
encapsulate S. mansoni sporocysts [38]. [39]. The efficiency of BgMIF2 knock-down (KD)
was confirmed by the marked decrease of BgMIF2 (85%) transcripts observed after a 3 day
incubation with dsMIF2 or with dsMIF2/dsMIF (70%) as compared to incubation with dsLuc
(Figure 4 A). To Bge cells treated with dsMIF2 or dsLuc for 72h we added 48h in vitro-
transformed sporocysts and followed interaction of Bge cells with sporocysts for a further
72h. In contrast to dsMIF [21] and dsMIF/dsMIF2, which showed a markedly reduced ability
to encapsulate the sporocysts, dsMIF2 treated Bge cells, (as well as dsLuc treated and control
Bge cells) readily migrated towards and encapsulated the sporocysts (Figure 5A). The
proportion of encapsulated sporocysts was indeed significantly reduced (p<0.05) in
dsMIF/dsMIF2 treated Bge cells compared to dsLuc and dsMIF2 treated cells or untreated
control cells (Figure 5B).

As the in vitro conditions are not necessarily representative of the response in vivo we
performed experimental infections of dsMIF2 treated and control snails with S. mansoni
miracidia and 15 days after infection we estimated the levels of infection. We observed that,
surprisingly. dsMIF2 treated snails allowed the establishment of significantly more parasites
than dsLuc treated and untreated control snail (data not shown). This resulf is similar to that
obtained after the in vive knockdown of B¢gMIF and suggests that the in vifro encapsulation
reaction may not be relevant to the response of snails to infection by sporocysts. Although the

in vivo encapsulation reaction is characteristic of the response of the snail to incompatible
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parasite strains [13] the “encapsulation™ of primary sporocysts by Bge cells in vitro is not
necessarily deleterious to the parasite, and is even necessary to its development [24].
Therefore, the secretion of MIF by Bge cells in response to S. mansoni ESP may be a signal

of activation, but not necessarily of an immune effector phenotype.

BgMIF2 but not BgMIF is implicated in the response to bacterial infection 7n vifro. Our
demonstration that B¢MIF2 is secreted by Bge cells incubated with LPS led us to determine
the implication of BgMIF2 in the response to bacteria in vitro using RNAI to decrease the
transcript expression in Bge cells. dsMIF2, dsMIF and dsLuc treated cells were co-incubated
with heat-inactivated fluorescently labeled E.cofli for 15min and 1h fo determine their
phagocytic index (Figure 6A). RNAi mediated KD of BgMIF2 decreased the phagocytic
capacity of the Bge cells by about 30%, compared to cells treated with dsLuc or dsMIF and
control cells (Figure 6B). BgMIF2 is therefore likely to be implicated in the response to
bacteria in vitro. unlike BgMIF. In contrast to the in vitre encapsulation response. in which
MIF secretion may not be correlated with an effector phenotype. the secretion of BgMIF2 in
response to LPS correlates with the stimulation of phagocytosis by Bge cells. Therefore, this

in vitro activity should correlate with the in vivo role of BgMIF2.

BgMIF2 but not BgMIF is implicated in the response to bacterial infection in vivo. In
order to assess the role of BgMIF2 and BgMIF in the immune response of B. glabrata to
bacterial infection in vive, we measured the expression BgMIF2 and BgMIF after bacterial
infection using the opportunist bacteria S.marcescens, known to infect other invertebrates
such as C. elegans [40] and D.melanogaster [41]. After injection with a suspension of
S.marcescens, the levels of transcripts and protein of BgMIF2 and BgMIF in whole snails at

were measured at different times. The levels of BgMIF?2 transcripts and protein were constant

—
(93]
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after bacterial infection (Figure 7A). In contrast, the levels of BgMIF transcripts and protein
decreased dramatically 6h and 24h post-infection (Figure 7B).

We next determined the capacity of dsRNA freated snails to combat S.marcescens
infection. We performed RNAi KD in whole snails by microinjecting 15png dsMIF2, dsMIF
or dsLuc info the cardiac sinus. BgMIF2 and BgMIF expressions were monitored three days
after dsRNA injection. We observed a decrease in BgMIF2 and BgMIF transcripts and
protein in both whole snails treated with dsMIF2 and dsMIF respectively. compared to dsLuc
treated animals (Figure 4B). We then tested the effect of KD on the level of infection by
S.marcescens at different times after infection. We observed that dsMIF2 treated snails had
significantly more CFU per snail than dsMIF and dsLuc treated and untreated snails (Figure
8). These results further suggest that BgMIF2 is implicated in the snail immune response
against bacterial infection but that BgMIF is not.

Therefore, although the in vivo KD of BgMIF2 suggests that this cytokine may
contribute to the immunity towards parasites, it seems clearly that there is a functional
difference between the two snail MIFs. In vertebrates this dichotomy is not observed and they
possess only one copy of a MIF-related gene [22]. In confrast the invertebrates express
distinct MIF related genes. for example, the parasitic nematodes express at least two MIF
molecules [42], the free-living nematode C. elegans has 4 MIF genes [43] and genomic
analyses reveal that the sea urchin possesses 7 MIF genes [44]. However. in none of these
cases do we have any information about functional differences between these MIFs. Our data
suggests a functional specialization that may well be replicated in other invertebrates. Most
studies of invertebrate MIFs to date have concerned those of parasites and their effect on the
host immune system. The methodology we have established will allow further detailed
investigation of the respective roles of the two snail MIFs. Since B. glabrata also expresses

members of the immunoglobulin superfamily (FREPs.[45]) that may indicate an adaptive

14

91



Résultats-BgMIF2

immunity in the snail, this model may allow the exploration of the link between innate and
adaptive immunity, which may involve MIF as proposed by Du et al. [46] and pave the way
towards a better understanding of the immunity of this snail, its relationships with its

pathogens and the evolution of immune systems.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. BgMIF2 is a variant member of the MIF family. (A) Alignment of the
BgMIF2 (BgMIF2; accession number: ACR81565.1) peptide sequence to MIFs from Haliofis
discus discus (HddMIF: accession number: FJ435176). Haliotis diversicolor sextus (HdsMIF:
EU284114). Ixodes scapularis (ISMIF: EEC11419). Petronivzon marinus (PmMIF: accession
number: AA833793) and Homo sapiens (HsMIF; accession number: NM_002415). (B)
Maximum-likelihood tree of BgMIF2 and MIF proteins from selected species (Genbank
accession numbers and name of species are shown on the tree). The tree obtained using
MrBayes is shown (see methods). Numbers above branches are Bayesian Posterior
Probability values (100000 replicates). Horizontal distances are proportional to percents of
divergence between fip species and nodes (scale given), vertical distances are arbitrary. Only

BPP values =0.5 are shown. M. Mollusks: N, Nematodes: V. Vertebrates

Figure 2: D-dopachrome tautomerase activity. Analysis of the D-dopachrome
tautomerase enzymatic activity measured by loss in absorbance at 475nm and plotted against
the concentration of 2-carboxymethylester-2.3-dihydroindole-5,6-quinone for 50nM
rBgMIF2 . MmMIF and BgMIF at the same concentration were used as positive controls.

Results shown are the means +/- S.D. of three independent experiments.

Figure 3: Expression of BgMIF2. Immunolocalization of BgMIF2 in hemocytes.
Hemocytes were labeled with phalloidin (actin label) and Hoechst (A), with anti-BgMIF2 and

Hoechst (B) or all three labels (C). Scale bar represents 12 pm. (D-F) Immunolocalization of
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BgMIF2 in Bge cells. Cells were labeled with phalloidin (actin label) and Hoechst (D). with
anti-BgMIF2 and Hoechst (E) or all three labels (F). Scale bar represents 12 um. (G)
Immunoblotting of Bge cell culture supernatants with anti-BgMIF antibody. Cells were
exposed to increasing concentrations of S. mansoni ESP (30-480 pg/mL) (G) or bacterial LPS

(0.1-100ng/ml) (H).

Figure 4. RNAI efficacy in Bge cells and whole snails. (A) Relative expression
ratios of BgMIF2 transcripts in Bge cells exposed for 3 days to Luc (dsLuc). BgMIF2
(dsMIF2) or BgMIF2 and BgMIF (dsMIF2/dsMIF) dsRNA. Transcript levels were
determined using real-time quantitative PCR (Methods). (B) Relative expression ratios of
BgMIF2 and BgMIF transcripts and proteins in whole snails exposed for 3 days to Luc
(dsLuc), BgMIF2 (dsMIF2) or BgMIF (dsMIF) dsRNA. Transcript levels were determined
using real-time quantitative PCR (Methods) and protein levels of BgMIF and actin were

determined by western blotting.

Figure 5. BgMIF?2 is not essential to promote in vifro encapsulation of 8. mansoni
sporocysts. (A) Encapsulation response of Bge cells in the presence of in virro transformed S.
mansoni sporocysts. Cells were exposed to Luc (dsLuc), BgMIF2 (dsMIF2) or BgMIF2 and
BgMIF (dsMIF2/dsMIF) dsRNA. Sporocysts are indicated with an arrow. Note that, in the
dsMIF2/dsMIF culture. the sporocyst tegument remained easily visible and free of cells
whereas in the conftrol cultures, sporocysts became uniformly covered with Bge cells. (B)
Quantification of sporocysts encapsulated by dsRNA-treated or untreated Bge cells.
Sporocysts were deemed not to be encapsulated if Bge cells were found adhering fo less than
10% of their surface. Scale bar represents 10 pum. The results are expressed as the percentage
of sporocysts that were encapsulated and are the mean + SD of three independent

experiments.
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Figure 6. In vitro phagocytosis of heat Killed bacteria by dsRNA treated Bge
cells. (A) Fluorescence microscopy of Bge cells labeled with Hoechst (blue) and phalloidin
(red) and incubated with Alexa488 labeled heat killed E.coli bacteria. Engulfed bacteria are
co-localized with the red label (white arrows). (B) Effect of RNAi KD on phagocytosis of E.
coli by Bge cells at 15 min or lhour of incubation. The phagocytic index was calculated as
the ratio of the number of immune competent cells containing fluorescent bacteria against the

total number of cells in each field. For each assay at least 10 fields were included.

Figure 7. BgMIF2 and BgMIF expression in snails infected with S.marcenscens.
BgMIF2 (A) and BgMIF (B) transcripts and proteins content in whole snails after injection

with S.marcenscens.

Figure 8. BgMIF2 but not BgMIF is implicated in the response to bacterial
infection in vive. Effect of BgMIF2 or BeMIF knockdown on S.marcenscens proliferation.
Snails were injected with dsLuc, dsMIF2 or dsMIF dsRNA and 72 h later, were injected with
1.3x10° CFU of S.marcenscens. After bacterial infection the quantity of CFU per snail was

monitored at different times.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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Figure 7
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Supplementary Table 1: Oligonucleotide primers used in the study

Gene Primer Use Sequence (5°-3°)

BgMIF2 Cloning in expression vector CGCCTTTTCTAGAATGCCACTCTG
forward primer
Cloning in expression vector CTACCAGAGGTTCTCGAGACCAAC
reverse primer
3’RACE PCR primer AAAAAGAGTCGGAGCTGAAGGATGGC
3’RACE PCR nested primer CGCCTTTATGCCACTCTGTTACCTTTACACC
5’RACE PCR primer TCTGCTGGAAGGTCCAGTTCATCTTG
5’RACE PCR nested primer GCTGAAGAACTTGCAGCTACCAGAGGT
Quantitative Rt-PCR forward GATGAACTGGACCTTCCAGCA
Quantitative Rt-PCR reverse TGCTGAAGAACTTGCAGCTACC
RNAI forward primer GCCTTTATGCCACTCTG
RNAi forward primer +T7 TAATACGACTCACTATAGGGAGAGCCTTTATG
sequence CCACTCTG
RNAI reverse primer CTACCAGAGGTTTTAACC
RNAI reverse primer +T7 TAATACGACTCACTATAGGGAGACTACCAGAG
sequence GTTTTAACC

BgMIF Quantitavie Rt-PCR forward TGCCAGCCCTGTTCTGTCA
Quantitative Rt-PCR reverse TCCCTTGAGGTCTTAATCAC

BgS19 Quantitative Rt-PCR forward TGCTCGCCACTTGTACATTC
Quantitative Rt-PCR reverse GCCCTTGTGGTGTTAGTCGT

Luciferase | RNAI forward primer CTGGAGACATAGCTTACTG

RNAIi forward primer +T7
sequence

TAATACGACTCACTATAGGGAGACTGGAGACA
TAGCTTACTG

RNAI reverse primer

GGATCTCTCTGATTTTICTTGCG

RNAi reverse primer +T17
sequence

TAATACGACTCACTATAGGGAGAGGATCTCTC
TGATTTTTICTITGCG

* Restriction enzyme sites are in bold, start or stop codons are underlined.
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Perspectives dans ’étude de BeMIF2

Bien que présenté sous forme d’un article prét a étre soumis pour publication, il reste quelques expériences et
contrdles a effectuer avant d’arriver a ce stade :

- Nous n’avons pas étudié¢ la capacité de BgMIF2 de stimuler la prolifération cellulaire ou d’inhiber
I’apoptose des cellules Bge. La détermination de ces deux propriétés, typiques de la famille MIF,
permettra de compléter la comparaison entre les propriétés typiques de la famille MIF des deux
isoformes présentes chez le mollusque.

- Nous avons démontré une différence de la sécrétion de BgMIF2 par les cellules Bge stimulées soit par
le LPS, soit par les ESP de sporocystes. Toutefois, nous pensons qu’il est nécessaire de quantifier cette
différence et de comparer la sécrétion de BgMIF2 avec celle de BgMIF utilisant un dosage par ELISA.

- A la différence de BgMIF, qui n’est exprimée que chez 1’une des sous-populations d’hémocytes, les
granulocytes, la protéine BgMIF2 est fortement exprimée également par les hyalinocytes. Une étude de
la localisation de BgMIF2 par western blot des différents tissus de B. glabrata et par
immunofluorescence sur des coupes du mollusque nous renseignera sur les différences éventuelles par
rapport a la distribution de la protéine BgMIF.

- Dans le cadre de I’activation des cellules Bge par les ESP de sporocystes nous avons montré que le
traitement des cellules par dsMIF abolissait I’activation de p38 observée dans les cellules controles
traitées par dsLuc. Il est nécessaire d’effectuer un contréle et de déterminer 1’effet du traitement par
dsMIF2 sur I’activation de p38 chez les cellules traitées avec les ESP ou par le LPS. Le résultat attendu
serait une absence d’activation uniquement dans le cas de cellules traitées avec du LPS.

- En ce qui concerne la fonction de BgMIF et BgMIF2 in vivo, il serait intéressant de voir quel est le
changement des populations hémocytaires au cours de I’infection bactérienne. La réalisation d’une
injection simultanée des mollusques avec les dsSRNA de BgMIF et BgMIF2, 1’étude des populations
hémocytaires ainsi que la quantification du nombre de Spl chez ces mollusques nous permettrait
d’éclaircir I’implication ou non de BgMIF2 dans la réponse du mollusque a une infection parasitaire.

Ces différents éléments nous permettront une meilleure comparaison entre les roles biologiques de BgMIF et

BgMIF2.
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DISCUSSION

La découverte d’une séquence d’ADN codant une protéine similaire a la cytokine de
mammifere MIF (Mitta et al., 2005), a suscité de nouvelles questions sur I’'immunité des
mollusques. D’une part, la mise en évidence chez le mollusque B. glabrata, vecteur d’une
maladie parasitaire atteignant plus de 200 millions de personnes dans le monde, d’une
cytokine décrite comme un régulateur de I’immunité innée des vertébrés (Calandra and Roger,
2003), ouvrait de nouvelles perspectives dans I’analyse des mécanismes immuns de ce
mollusque. D’autre part, ces ¢tudes pourraient étre facilitées et complétées par la
connaissance des données génomiques obtenues grace au séquencage du génome de B.
glabrata (Raghavan and Knight, 2006).

Le probléme principal qui se posait dans I’étude de I’activité et de la fonction d’une
telle protéine était avant tout méthodologique. En effet, le modéle Biomphalaria ne permet
pas a nos jours l'utilisation des techniques d’invalidation des génes comme le knock-out et au
début de nos travaux, les etudes in vitro restaient limitées a la culture trés transitoire des
hémocytes. Certes il existait une lignée cellulaire d’origine embryonnaire qui partage avec les
hémocytes de fonctions de défense (Yoshino et al., 1999), les cellules Bge. Toutefois, ces
cellules avaient été utilisées surtout pour le maintien de I’état larvaire sporocyste de S.
mansoni (lvanchenko et al., 1999), (Coustau and Yoshino, 2000). Au cours du projet, nous
avons donc da développer des outils, comme le RNAI in vitro (sur les cellules Bge) et in vivo
sur les mollusques pour aborder la fonction de MIF. L’utilisation du RNAI nous a permis
d’une part de confirmer le caractére « hémocyte-like » des cellules Bge, et d’autre part
d’augmenter 1’intérét du « modele » B. glabrata pour I’étude de I’'immunité des invertébrés.

Au cours de cette thése nous avons démontré que ’orthologue de la cytokine de
mammifere, MIF, du gastéropode Biomphalaria glabrata (BgMIF), est impliqué dans sa
réponse immunitaire innée vis-a-vis du parasite Schistosoma mansoni. Notamment, son
invalidation par RNAI chez la lignée cellulaire Bge issue du mollusque, inhibe la capacité de
ces cellules a adhérer (encapsuler) aux larves parasitaires, les sporocystes, la forme qui se
développe chez B. glabrata. De plus, I’invalidation de BgMIF chez le mollusque modifie la
migration des cellules de défense et permet une surinfection par le parasite. Un second
orthologue de MIF, BgMIF2, découvert pendant nos travaux, est lui impliqué dans la réponse

des mollusques contre une infection bactérienne, tandis que BgMIF ne I’est pas. Cette
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dichotomie fonctionnelle entre les deux isoformes de MIF connues a ce jour chez B. glabrata

suggére une régulation fine de la réponse immunitaire innée chez le mollusque.

I. CARACTERISATION DE L’ACTIVITE ET DE LA FONCTION DE
BGMIF.

L 1. BsMIF posséde les caractéristiques d’un membre de la famille MIF

Afin d’aborder I’étude de I’activité et de la fonction de BgMIF nous avons utilisé des
approches complémentaires in vitro et in vivo. L’arbre phylogénétique que nous avons produit
(voir Article 1) montre que BgMIF fait partie de la famille MIF, toutefois sa position dans
I’arbre, ¢loignée notamment des MIFs d’autres mollusques, peut indiquer une évolution
structurale et fonctionnelle spécifique.

Les membres de la famille MIF possédent tous une activité enzymatique dopachrome
tautomérase. Pour déterminer si BgMIF possede également cette activité nous avons produit
une protéine recombinante BgMIF (rBgMIF) et sa version mutée (rBgMIFP2G) qui porte en
position 2 N-terminale un résidu Gly a la place du résidu Pro nécessaire a I’activité
enzymatique tautomeérase (Swope et al., 1998). La présence d’une activité tautomérase chez
rBgMIF, absente pour la forme mutée, ainsi que son inhibition par 1SO-1, une molécule qui
interagit avec des residus du site catalytique des MIF (Lubetsky et al., 2002), confortent
I’appartenance de BgMIF a la famille des MIF.

Le r6le biologique de cette activité tautomeérase est toujours le sujet de controverses et
son utilit¢ dans les activités connues de cette cytokine n’est pas démontrée. Comme nous
I’avons déja vu (voir la discussion de I’article 1), la substitution chez la souris d’une MIF
tautomeérase-null pour la cytokine native a indiqué que ’activité enzymatique n’avait aucun
role dans I’activité de régulation de la croissance par MIF (Fingerle-Rowson et al., 2009a).
Par contre, il semblerait que le site catalytique est impliqué dans son activité pro-
inflammatoire, peut-étre via sa liaison avec son récepteur CD74 et son activation (Leng et al.,
2003). La suggestion que cette activité tautomérase serait un vestige du réle de MIF dans la
réponse d’encapsulation mélanotique contre I’invasion microbienne (Bucala, 2007) est
contredite a la fois par ’absence de la mélanisation chez le mollusque, et par la conservation

de lactivité enzymatique a travers 1’évolution. Si cette activité était réellement un vestige au
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cours de I’évolution, il serait difficile d’expliquer pourquoi elle n’a été perdue chez aucun
MIF, quelque soit I’espéce concernée.

L’activité enzymatique de rBgMIF démontre la fonctionnalité de la protéine
recombinante produite et nous a permis de tester ses activités biologiques in vitro sur la lignée
cellulaire Bge. Nous avons assimilé les cellules Bge aux cellules circulantes du mollusque, car
toutes expriment le transcrit et la protéine de BgMIF. De plus lorsque les cellules Bge sont
mises en contact avec les ESP des sporocystes de S. mansoni elles sécrétent la protéine native
dans le milieu. Ces propriétés font de la lignée Bge un bon modele pour les études in vitro de
I’activité biologique de BgMIF. Deux des activités conservées des MIF sont I’induction de la
prolifération cellulaire et I’inhibition de I’apoptose induite par p53. En effet, la protéine MIF
de mammiféres provoque une prolifération de fibroblastes dépendante de 1’activation
soutenue la MAP kinase ERK (Mitchell et al., 1999). Nous avons montré que rBgMIF
stimule la prolifération des cellules Bge et que, comme dans le cas des fibroblastes activés par
MIF, cette prolifération était accompagnée par une activation (phosphorylation) d’ERK
pendant au moins 24h. Enfin, cette prolifération est bien dépendante de I’activation d’ERK
car un inhibiteur de sa phosphorylation la bloque.

rBgMIF inhibe également 1’apoptose induite chez les cellules Bge par un donneur de
NO. MIF inhibe I’accumulation NO-dépendante de la p53 et ainsi, I’apoptose p53 dépendante
chez les macrophages (Mitchell et al., 2002). Avant nos travaux, 1’orthologue de la p53
n’avait pas €été décrit chez le mollusque. Nous avons d’abord identifié cet orthologue dans les
séquences d’EST et génomiques disponibles et ensuite nous avons démontré que le site de
phosphorylation (Serl5) était conservé. De cette maniére nous avons pu démontrer
I’inhibition de la phosphorylation (activation) de Bgp53 par rBgMIF chez les cellules Bge. 11
semblerait donc, que le mécanisme par lequel BgMIF inhibe 1’apoptose chez le mollusque soit
le méme que celui de MIF chez les mammiferes.

BgMIF posseéde donc, non seulement les caractéristiques structurales des MIF d’autres

especes, mais également certaines de leurs propriétés biologiques.

1.2. BgMIFE est impligué dans la réponse immunitaire innée du mollusque contre S.

mansoni

Pour pouvoir déterminer le réle de BgMIF dans I’immunité innée du mollusque, nous
avons décidé d’étudier la relation entre B. glabrata et le parasite S. mansoni. Nous avons

utilisé la technique de RNAI, dont I'utilisation dans le mod¢le B. glabrata a été publiée pour
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la premicre fois en 2006 au cours de I’étude des FREPs (Jiang et al., 2006). Lors de cette
étude le traitement avec du dsRNA (double strand RNA) des mollusques et des cellules Bge
provoquait une réduction de 70-80% de I’expression du transcrit du gene FREP2 et cela sans
effet hors cible sur d’autres génes FREPs ou d’autres génes du mollusque. Cette réduction
était maintenue lors d’une infection parasitaire des mollusques par E. pareaensi qui induit en
conditions normales une surexpression du géne FREP2. Cette étude montre que I’application
du RNAI est possible chez le mollusque et nous avons donc utilisé cette technique pour
aborder la fonction de BgMIF in vitro et in vivo.

Pour les expériences in vitro nous nous sommes servis du modéle d’interaction
cellules Bge-sporocystes de S. mansoni. Lors de la mise en culture des cellules Bge avec des
ESP de S. mansoni nous avons observe une activation des cellules et une modification de leur
comportement et de leur forme, avec ’apparition d’amas cellulaires a partir d’un tapis initial
uniforme. De plus, les cellules traitées par les ESP sécrétent BgMIF. A cet égard, le
comportement des cellules Bge resemble a celui de macrophages traites avec des cytokines
proinflammatoires, des bactéries gram negatives ou positives, des exotoxines ou endotoxines
bactériennes comme le LPS (Calandra, 2003), mais nous avons pu exclure la possibilité d’une
contamination des ESP par de ’endotoxine. Chez les cellules Bge traitées avec du dsRNA de
BgMIF (dsMIF), le phénotype d’activation n’est plus observé, et au contraire on remarque une
grande quantité de cellules rondes et non attachées. Le phénotype d’activation par les ESP de
S. mansoni est lié a une activation de la protéine MAPK Bgp38 (Humphries and Yoshino,
2006) et nous avons pu démontrer que 1’activation de Bgp38 était absente dans les cellules
Bge traitées avec du dsMIF. Une telle activation des cellules dépendante de MIF et impliquant
la phosphorylation de la p38 suggére la conservation chez le mollusque de la voie de
signalisation activée par des stimuli de stress ou de danger (Rincon and Davis, 2009). Chez
les mammiferes 1’activité de MIF peut étre dépendante de ’activation des voies ERK, JNK et
p38 a la fois (Stojanovi¢ et al., 2009) ce qui est cohérent avec nos résultats montrant
I’implication de deux de ces voies dans I’activation des cellules Bge par BgMIF. Toutefois, la
nature tres incompléte des séquences génomiques de B. glabrata nous empéche de déterminer
le degré de conservation de ces voies et de leurs partenaires chez le mollusque.

Ces résultats suggerent un réle pour BgMIF dans la réponse immune de B. glabrata
lors d’une infection parasitaire. Afin de conforter cette hypothése nous avons exploré le role
de MIF dans la réaction des cellules Bge dans leur interaction avec les larves du parasite. La

mise en culture des sporocystes avec des cellules Bge traitées ou non par du dsMIF montre
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clairement I’'importance de BgMIF dans cette interaction. En effet, les cellules interférées, qui
n’expriment qu’une quantité trés réduite de la protéine BgMIF, montrent une réduction trés
significative (80%) du nombre de sporocystes encapsulés. Ces résultats montrent un rdle
important de BgMIF comme régulateur de la réponse cellulaire lors de I’interaction des Bge
avec des sporocystes du parasite. Toutefois, le systéme de co-culture de sporocystes avec les
cellules Bge (Coustau and Yoshino, 2000) permet leur développement et leur différenciation
(Ivanchenko et al., 1999) et n’implique nullement la destruction des parasites. Pour permettre
cette différenciation les cellules mémes peuvent étre substituées par du milieu conditionné,
suggérant qu’un facteur soluble sécrété par les cellules Bge serait nécessaire a ce processus
(Ivanchenko et al., 1999). L’encapsulation in vitro ne correspond donc pas nécessairement a
une réaction de défense contre le parasite. A cet égard les cellules Bge n’agissent pas de la
méme facon que les hémocytes in vivo. L’encapsulation des sporocystes par ces derniers chez
le mollusque infecté aboutit a la mort du parasite (Roger et al., 2008b). Par contre, la sécrétion
de BgMIF par les cellules traitées avec les ESP de sporocystes, ainsi que 1’abrogation de
I’interaction sporocyste-cellules Bge par la RNAi de BgMIF, montre clairement 1’implication
de ce dernier dans ce processus.

En ce qui concerne le RNAI in vivo, son application nous a permis de voir le r6le de
BgMIF comme régulateur de la réponse cellulaire du mollusque face a une infection
parasitaire. Dans des conditions normales la population hémocytaire circulant dans
I’hémolymphe du mollusque est composée par des granulocytes et par des hyalinocytes.
Lorsque le mollusque est infecté par le miracidium, une réponse apparait dans les 24 heures
qui suivent ’infection qui se traduit par une absence de granulocytes circulants consécutive a
la migration de ce type cellulaire vers I’endroit ou s’est produit I’infection. La diminution de
I’expression de BgMIF par injection de dsSRNA dans I’hémolymphe du mollusque inhibe la
migration des granulocytes vers les tissus atteints par I’infection. En effet, la population
hémocytaire dans I’hémolymphe est la méme que dans des mollusques non infectés. Pour voir
si cette absence d’activation hémocytaire avait une répercussion sur la charge parasitaire, nous
avons compté le nombre de Spl (sporocystes primaires) présents dans les mollusques 15 jours
aprés infection et nous avons vu que les mollusques dépourvus de BgMIF ont deux fois plus
de Spl implantés que les mollusques témoins.

Les macrophages déficients pour I’expression de MIF montrent un déficit de
sensibilité au LPS ou a I’infection par des bactéries gram négatives (Roger et al., 2001b). Cela

est di 4 une diminution de I’expression du récepteur TLR4, qui fait partie du complexe de
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reconnaissance du LPS, et par conséquent a une absence d’activation de la voie NF-kB et des
génes activés par celle-ci. Le premier récepteur Toll a été découvert chez Drosophila
melanogaster via son rdle dans le développement embryonnaire (Anderson et al., 1985)et les
arthropodes expriment entre 5 et 12 membres de la famille, tandis qu’un seul serait présent
chez le nématode Caenorhabditis elegans ou chez le cnidaire Nematostella vectensis (Leulier
and Lemaitre, 2008). Nous avons trouvé une séquence d’ADN particlle qui pourrait
correspondre a un récepteur Toll (Accession number : EV818511.1 ) chez B. glabrata, et nous
avons constaté que 1’expression de son transcrit diminue, aussi bien chez les hémocytes que
dans le mollusque entier lorsque I’expression de BgMIF est inhibée par RNAI. La diminution
de I’expression de BgToll pourrait étre corrélée a ’absence de migration des hémocytes mais
ces résultats restent a confirmer.

En résumé, ces résultats montrent I’implication de BgMIF dans la régulation des
réponses cellulaires du mollusque face a une infection par S. mansoni et constituent la
premiere ¢étude fonctionnelle d’un gene et de sa protéine dans I'immunité innée de B.
glabrata. Cependant les voies activées ou inhibées par BgMIF ne sont pas encore élucidées et
méritent d’étre étudiées afin de mieux comprendre la réponse immune de ce mollusque face a

une infection parasitaire.

Il. CARACTERISATION FONCTIONNELLE DE BgMIF2

Les travaux menés par différentes équipes qui étudient I’immunité de B. glabrata et
les interactions hoéte-parasite ont permis la caractérisation de plusieurs milliers de génes
exprimées par le mollusque lors d’une infection parasitaire ou bactérienne (Bayne, 2009) et
Chapitre 1V.2.3 de P'INTRODUCTION). Dans ce contexte, nous avons pu caractériser une
deuxiéme séquence partielle d’ADN qui code une protéine de type MIF que nous avons
caractérisée complétement et appelée BgMIF2. L’existence d’une deuxiéme molécule MIF
chez B. glabrata, n’est pas unique chez les invertébrés car, comme nous avons pu Vvoir
préecédemment (cf. Chapitre 3 de PINTRODUCTION), a la différence des vertébrés comme
I’homme ou la souris qui n’ont quune molécule MIF, les invertébrés chez lesquels des
molécules MIF ont été caractérisées en possedent plusieurs (Vermeire et al., 2008), (Du et al.,
2004). La plupart des nématodes parasitaires possédent deux orthologues de MIF classés en
deux clades, tandis que C. elegans en a quatre, dont trois membres du clade 1 (Vermeire et al.,
2008). Cependant, méme si la présence de plusieurs molécules de type MIF chez les

invertébrés est connue, trés peu d’études abordent la fonction et I’activité des différentes
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molécules au sein d’un méme organisme. Par exemple, I’étude des MIF-1 et 2 du nématode
Brugia malayi a permis de montrer seulement qu’ils possédent des propriétés similaires
envers des monocytes humaines (Zang et al., 2002). Dans le cas de C. elegans, I’expression
de CeMIF-2 et CeMIF-3 est augmentée de plus de cent fois quand les vers entrent en phase de
repos (dauer), suggérant un réle pour MIF dans le maintien cellulaire dans des conditions de
pénurie qui ménent a ’arrét du développement chez ce nématode (Marson et al., 2001). Par
ailleurs, une étude transcriptomique récente chez ce méme organisme apres 1’infection par
deux pathogénes bactériens (Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa) n’a détecté
aucune modification significative de I’expression des transcrits de CeMIF2, mais les
éventuelles modifications de I’expression des trois autres génes MIF de C. elegans (CeMIF1,
CeMIF3 et CeMIF4), n’ont pas été détérminés (lrazoqui et al.) (communication personnelle
du Dr. J.E. Irazoqui, Université¢ de Harvard). D’une mani¢re générale, rien n’est connu sur les
roles éventuels de ces différentes isoformes de MIF d’invertébrés dans leurs réponses
immunitaires propres.

La présence d’une deuxiéme molécule MIF chez B. glabrata nous a permis de nous
interroger sur sa fonction : a-t-elle un role dans I’'immunité innée du mollusque? Quel est son
réle face a une infection parasitaire ou bactérienne ? Et a-t-elle des réles differents de ceux de
BgMIF? Pour répondre a ces questions nous avons utilisé la méme approche que pour BgMIF,
mais nous n’avons pas effectué¢ les analyses d’activit¢ biologique (activation de Ia
prolifération cellulaire et inhibition de 1’apoptose). Par contre, nous avons testé I’existence de
I’activité enzymatique tautomérase et analysé le role de BgMIF2 in vitro et in vivo face a un
stimulus parasitaire ou bactérien (bactéries a Gram négatif). Ces résultats sont préliminaires,

mais ils montrent que BgMIF et BgMIF2 ont des rdles différents (cf. Tableau comparatif).
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BgMIF BgMIF2
Activité tautomérase oui oui
Prolifération cellulaire oui n.d.
Inhibition de I’apoptose oui n.d.
Localisation granulocytes oui oui
Localisation hyalinocytes non oui
Sécretion par cellules oui non
traitées avec ESP
Encapsulation in vitro oui non
Phagocytose de bactéries non oui
Infection de mollusques par oui oui
sporocystes
Infection de mollusques par non oui
S. marcescens

Tableau 2 : comparaison des propriétés de BgMIF et BgMIF2. Les différences connues entre BgMIF et
BgMIF2 sont surlignées en jaune. n.d. : non-déterminé

Nous avons vu que les deux molécules appartiennent bien a la famille de MIF et que
BgMIF2 possede aussi une activite tautomérase mais qu’a la différence de BgMIF, BgMIF2
n’est pas inhibé par I’inhibiteur de MIF ISO-1 (cf. Chapitre RESULTATS) ce qui peut étre du
a I’absence d’interaction du site actif de la protéine avec I'inhibiteur. L’étude de la liaison
d’ISO-1 avec le site catalytique de MIF montre qu’il se liec a la méme position que I’'un des
substrats de MIF, I’acide p-hydroxyphénylpyruvique (Lubetsky et al., 2002) et que le résidu
Asn97 est important pour cette interaction. L’absence d’inhibition de BgMIF2 par ISO-1 peut
s’expliquer par la présence d’un résidu Val (hydrophobe) qui ne permettrait pas 1’interaction
avec ISO-1, alors que le résidu Lys (basique comme 1’Asn) de BgMIF pourrait le permettre..
Cette hypothese pourra étre testée par la mutation dirigée de la VVal97 en Asn chez BgMIF2,
ce qui devrait restaurer I’inhibition par ISO-1. De méme, les activités tautomérases des MIF
de Ixodes scapularis et Petromyzon marinus, qui possédent tous les deux une Ala a la place de
I’Asn 97, ne devraient pas étre inhibées par 1SO-1.

Bien que nous n’ayons pas encore déterminé sa présence dans les différents tissus du
mollusque, nous avons vu que les deux types hémocytaires (granulocytes et hyalinocytes),
expriment dans le cytoplasme BgMIF2 d’une fagon équivalente, tandis que BgMIF1 est
exprimé plus abondamment dans les granulocytes. Cette différence d’expression pourrait €tre
un premier indice d’une fonction différente pour les deux molécules. De plus, lorsque les
cellules Bge sont mises en contact avec les ESP de S. mansoni, BgMIF2 n’est pas retrouvé

dans les surnageants de culture, contrairement a ce qui est observé lorsque les cellules sont
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stimulées avec du LPS. Ces résultats sont a confirmer par des tests ELISA qui permettront de
quantifier la protéine secrétée lors des inductions différentes, mais ils signifient déja une
différence de comportement notable par rapport a BgMIF. Ces données sont confortées in
vitro avec les expériences de RNAI des cellules Bge suivies d’une co-culture avec des
sporocystes de S. mansoni. En effet, les cellules pour lesquelles I’expression de BgMIF2 a été
diminuée sont néanmoins capables d’encapsuler les sporocystes d’une fagon comparable aux
cellules non traitées ou traitées avec dsLuc. Cependant les cellules traitées simultanément par
dsMIF et dsMIF2 ont le méme phénotype que les cellules traitées avec dsMIF, montrant que
BgMIF1 est impliqué dans la réponse des cellules Bge vis-a-vis du parasite et non BgMIF2.

Dans ce méme contexte, les expériences de RNAI in vivo montrent des resultats
contradictoires car les mollusques traités avec dsMIF2 ou dsMIF et infectés ensuite par le
parasite, ont significativement plus de sporocystes implantés dans ces deux cas que les
mollusques traités avec dsLuc ou non traités. Ces resultats montrent que BgMIF2 aurait aussi
un role dans la régulation de la réponse immune face a une infection parasitaire, ce qui
pourrait étre confirmé par le traitement simultané des mollusques avec les dSRNA de BgMIF1
et BgMIF2 et I’analyse du nombre de sporocystes implantés dans ces mollusques. Ce résultat
souligne également un décalage entre les résultats obtenus in vitro avec les cellules Bge et
ceux obtenus in vivo et suggére encore une fois que 1’encapsulation des sporocystes par ces
cellules n’a pas de fonction effectrice contre le parasite.

Les résultats obtenus avec les bactéries, par contre, montrent clairement 1’implication
directe de BgMIF2 dans la réponse immune du mollusque. Les expériences de RNAI in vitro
montrent que BgMIF2 joue un role dans I’activation des cellules Bge qui aboutit a la
phagocytose des bactéries, tandis que le traitement des cellules avec dsMIF n’a pas d’effet
significatif sur le phénotype de phagocytose. Pour aborder la fonction de BgMIF2 in vivo,
nous avons utilisé la bactérie a Gram négatif opportuniste Serratia marcescens, utilisée
comme modéle d’infection chez D. melanogaster ou C. elegans (Kurz et al., 2003), qui est
capable de se développer chez le mollusque, a la différence des souches d’E. coli de
laboratoire. Les résultats obtenus in vivo démontrent également le role de BgMIF2 comme
régulateur de la réponse antibactérienne de B. glabrata. En effet les niveaux de transcrit et
protéine de BgMIF2 ne sont pas altérés au cours de I’infection tandis que la protéine et les
transcrits de BgMIF disparaissent dans les 24 heures apres I’infection. De plus, la capacité des
mollusques traités avec dsMIF2 a contrdler la prolifération des bactéries qui ont été injectées,

est moindre que celle des mollusques traités avec dsMIF, dsLuc ou non traités.
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En résumé, les résultats obtenus lors de 1’étude fonctionnelle de BgMIF2 indiquent
que BgMIF2 régule la réponse immune du mollusque face & une infection bactérienne et
pourrait avoir un réle dans la réponse immune face a une infection par S. mansoni. Ces
résultats méritent d’étre confirmés et approfondis surtout avec 1’exploration de la cinétique de
la population hémocytaire au cours de I’infection bactérienne chez les mollusques infectés ou
non. Il serait intéressant de suivre I’expression de certains génes codant pour des peptides
antimicrobiens dont les séquences ont été trouvées récemment dans les bases de données

génomiques de B. glabrata.

I1l. LE SYSTEME IMMUNITAIRE DE B. glabrata: UN MODELE
D’ETUDE DE L’IMMUNITE DES INVERTEBRES

Les travaux menés pendant cette these ont permis de mettre en évidence la régulation
du systéme immunitaire d’un invertébré, B. glabrata. L’intérét de cette étude réside surtout
dans la démonstration d’une régulation des réponses immunes innées chez les invertébrés, par
I’intermédiaire de molécules communes aux vertébrés comme les cytokines. De plus ces
résultats sont encore plus importants car ils etablissent les bases méthodologiques pour 1’étude
de 'immunité de B. glabrata et des relations hote-parasite dans la schistosomiase. Tout
semble montrer qu’il existerait une dichotomie de fonction pour deux isoformes de MIF, une
cytokine impliquée dans la réponse immune contre les parasites et 1’autre régulant la réponse
immune lors d’une infection bactérienne, ce processus n’existant pas par ailleurs chez les
vertébrés puisqu’ils ne possedent qu’une molécule de type MIF.

Un autre aspect qui fait de B. glabrata un modéle intéressant pour 1’étude de
I’immunité, est ’existence des molécules FREPs. Comme nous avons pu le voir, les FREPs
sont des molécules appartenant a la famille des immunoglobulines qui sont soumises a des
phénomeénes de diversification comme 1’épissage alternatif ou des SNP (Zhang et al., 2004),
un phénomene insoupconné auparavant chez les invertébrés. De plus, différents types de
FREPs peuvent étre produits en fonction du pathogéne infectant le mollusque (Zhang et al.,
2008) ce qui confére une spécificité a la réponse immune. Dans ce méme contexte 1’existence
des mécanismes de « mémoire » ont été décrits chez B. glabrata. En effet plusieurs études
chez le mollusque indiquent un phénomene de « priming » ou sensibilisation immunitaire. 1l a
été montré que des mollusques infectés par S. mansoni, ne pouvaient étre infectés une seconde
fois, car lors de cette infection le parasite n’est pas encapsulé par les hémocytes mais il

dégénére rapidement (Sire et al., 1998). De plus, cette résistance a une seconde infection est
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efficace au bout de deux semaines aprés la premiére infection, ce qui rappelle le temps
nécessaire chez les vertébrés pour que la réponse immune basée sur les anticorps soit efficace.
Des travaux récents suggerent que cette réponse est de type humoral et spécifique de la
souche de parasite utilisée car lorsqu’il s’agit des infestations homologues (mémes souches
entre la primo-infection et la deuxiéeme infection) la réponse est meilleure que lorsqu’il s’agit
d’une infection hetérologue (souches différentes), (communication personnelle du Dr
Benjamin Gourbal, Université de Perpignan). Cette spécificité pourrait étre due a une
production des isoformes des FREPs au cours de I’infection et qui reconnaitraient de fagon
spécifique et plus rapide les mémes antigenes présents a la surface des sporocystes lors d’une
deuxieme infection puisqu’ils se trouvent déja présents. Dans le cas d’une souche
incompatible on pourrait imaginer qu’il y ait des antigenes du parasite non reconnus par les
FREPs, ce qui aurait comme conséquence une reponse moins forte et efficace. Des travaux
récents (Moné et al., 2010) montrent que les protéines FREP2 (le géne FREP2 est surexprimé
lors d’une infection par S. mansoni (Adema et al., 2010)) forme des complexes avec des
antigenes de surface hypervariables du parasite appelés SmPoMucs (S. mansoni Polymorphic
Mucins) (Roger et al., 2008a). Ce phénomeéne de reconnaissance des antigénes parasitaires par
des molécules soumis a des mutations somatiques comme les FREPs (Zhang et al., 2004)
conforte I’hypothése de I’existence chez les invertébrés d’une immunité basée sur des
molécules de type anticorps ce qui pourrait étre I’ancétre de I’immunité adaptative.

Le séquencage complet du génome du mollusque et les travaux a venir pourront
donner plus d’informations pour comprendre mieux les mécanismes de I’immunité innée de
ce mollusque qui a un double intérét : au niveau de I’évolution des systémes immuns et au

niveau de la compréhension des relations hdte-pathogene.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les travaux, menés dans le cadre de cette thése, ont permis de mettre en évidence,
pour la premiére fois, des molécules de type cytokine (BgMIF et BgMIF2) chez le mollusque
gastéropode d’eau douce B.glabrata. Ces travaux apportent un élément nouveau a la
comprehension de la régulation des réponses immunes de ce mollusque. Les connaissances
sur les mécanismes de I’'immunité de B. glabrata sont encore limitées, mais des eéléments
comme la présence des cytokines MIF, de molécules soumises a des processus de
diversification comme les FREPS, ainsi que I’existence d’une mémoire immunitaire, font de
B. glabrata un modéle d’étude pour mieux comprendre les relations hote-parasite et d’une
facon plus générale 1’évolution des systeémes immunitaires. Avec ’apport grandissant des
données de séquencage du génome et les nouvelles méthodologies maintenant disponibles,
différentes perspectives peuvent €tre proposées qui viseront a mieux comprendre I’immunité

des invertébrés :

- L’étude du role éventuel de BgMIF2 dans la prolifération cellulaire et 1’inhibition de
I’apoptose permettra de mieux définir ses similarités et ses différences par rapport a
BgMIF.

- Larecherche d’autres orthologues de MIF devra étre entreprise chez le mollusque. En
effet, il est possible que B. glabrata possede plus de deux isoformes de MIF puisque
C. elegans et I'oursin S. purpuratus en renferment respectivement quatre et sept
(Hibino et al., 2006), (Marson et al., 2001). Toutefois, les résultats obtenus par RNAI
semblent indiquer que, si d’autres isoformes sont présentes, elles ne remplissent pas
les mémes fonctions que BgMIF et BgMIF2 car I’invalidation de I’'un ou I’autre est
suffisante pour provoquer des phénotypes tranchés chez les cellules Bge ou chez le
mollusque.

- L’identification in silico des composants des voies de signalisation MIF-dependantes
doit aussi étre réalisée. Nous avons pu déterminer la présence d’un orthologue d’ERK
1/2 (mais uniquement par I’utilisation d’anticorps, la s€équence n’est pas caractérisée a
ce jour) et un orthologue de p38 avait déja été identifié. Toutefois, les autres
composants de ces voies sont inconnus.

- Il serait aussi intéressant de caractériser le gene Toll-like de B. glabrata et rechercher

d’autres membres éventuels de la famille afin de déterminer s’il existe un représentant
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de cette famille chez le mollusque, comme chez C. elegans, ou plusieurs, comme chez
les arthropodes?

- Comparer les effets de I’invalidation de BgMIF et BgMIF2 sur I’activation des voies
de signalisation permettrait de définir si ces deux isoformes agissent ou non via les
mémes processus de signalisation?

- Des eétudes transcriptomiques et protéomiques de I’effet de MIF, des ESP de
sporocystes et de I’endotoxine bactérienne sur les cellules Bge et les mollusques
permettront aussi d’identifier d’autres acteurs ou d’autres voies de signalisation
impliqués dans la réponse immune du mollusque.

D’une maniere plus générale, ’exploration d’un lien entre MIF et I’'immunité adaptive chez le
mollusque est encore prématurée. Toutefois, I’étude de la relation entre BgMIF et BgMIF2 et
FREPs serait fascinante. Est-ce que les MIF sont impliqués dans 1’induction des FREPS?, et si
oui, est-ce que les deux isoformes sont liées a différentes formes de FREPs en fonction de

I’agent infectieux ?
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