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RESUME

L’invasion de I’hote par un pathogéne induit I’activation séquentielle des réponses
immunitaires innées et adaptatives. La reconnaissance du pathogéne par des récepteurs tels
que les récepteurs de type Toll (TLRs) initie la réponse innée qui repose sur I’activation des
lignées myéloides, la production de cytokines, de chémokines et de médiateurs pro-
inflammatoires qui conilsuent a 1’éradication du pathogéne. L’amplification incontrélée de la
réaction inflammatoire est délétére pour ’organisme. Afin de mieux comprendre les
mécanismes de régulation des réponses dépendant de TLR2, récepteur impliqué dans la
reconnaissance de bactéries, parasites ou champignons, nous avons étudié la composition des
complexes multimoléculaires d’activation au sein des radeaux lipidiques. En utilisant des
approches protéomiques complémentaires, nous avons mis en évidence le réle de la Src
kinase Lyn et de la déshydrogénase IMPDHIlI aprés engagement des hétérodimeres
TLR2/TLR1 ou TLR2/TLR6. La tyrosine kinase Lyn est indispensable a I’activation de NF-
kB aprés engagement de TLR2 et agit en phosphorylant la sous-unité p110 de la PI3-kinase
(PI3-K). IMPDHII, cible del’acide mycophénolique, est un régulateur négatif de la voie
TLR2-NF-xB. IMPDHII interagit avec SHP1 pour inhiber la phosphorylation sur tyrosine de
p84u, la sous-unité régulatrice de PI3-K, et prévenir la transactivation deBNEnfin, nous
avons étudié le role d’un polymorphisme de IMPDHII dans la gravité du choc septique. Ces
travaux affinent la compréhension de la régulation de la réponse dépendant de TLR2 et
permettent d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques pour la prise en charge des

infections graves.

MOTS CLES : Immunité innée, TLR2, Phosphorylation des tyrosines, Lyn, IMPDHII, SHP1
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New regulatorsof pathway TLR2-NF-xB

SUMMARY

The host invasion by pathogen results in an adaptive immune response subsequent to
innate immunity. Pathogens recognition by receptors as Toll Like Receptors (TLRS) initiates
activation of innate immune myeloid synchronized with cytokines, chemokines and pro-
inflammatory mediators production that contribute to pathogen eradication. Exuberant
inflammation should lead to acute organ dysfunction and death. To understand mechanisms of
TLR2-dependent response regulation, we studied composition of multi-molecular complexes
in lipid rafts. TLR2 recognizes bacterial, parasitic and fungal agents. Using complementary
proteomic approaches, we show the roles of Lyn Src kinase and IMPDHII dehydrogenase
following involvement of TLR2/TLR1 or TLR2/TLR6. Lyn tyrosine kinase is indispensable
in TLR2-dependent activation dfiF-kB and phosphorylates p110 subunit of PI3-Kinase
(PI3-K). IMPDHII, the mycophenolic acid substrate, is a negative regulator of NIR2B
pathway. IMPDHII acts on SHP1 to inhibit tyrosine phosphorylation orop&&gulatory
subunit of PI3-K, and preveiF-«B transactivation. Finally, by a translational approach, we
investigate the role of a genetic polymorphism of IMPDHII in the septic shock outcome.
These findings strengthen the knowledge of mechanisms in TLR2-dependent control and

should predict immunomodulation strategies.

KEY WORDS: Innate immunity, TLR2, Tyrosine phosphorylation, Lyn, IMPDHII, SHP1
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Lexique

Abcédation : Formation d'un abces.

Allo-reconnaissance : Mécanismes par lesquels le systeme immunitaire du receveur
reconnait comme du nawi un tissu provenant d’un individu de méme espéce mais

génétiguement différent.
Biomarqueur : Signature moléculaire des maladies.

Chimére: Structure ou molécule hybride composée d’une molécule d’ADN et d’un

monomere d’acides nucléiques.

Chimérisme: Situation d’un organisme composé de populations cellulaires d’origines

génétiques distinctes.

Génotype: Composition alléliga d’un individu pour un gne d’intérét. En considérant
I’é¢tude d’un polymorphisme au sein d’un gene, il peut exister un alléle majoritaire et un allele
variant. Le génotype de I’individu pour le gene peut alors étre soit majoritaire homozygote,

soit variant homozygote, soit hétérozygote.

Haplotype : Régions de variations groupées a des SNPs localisées dans deux ou plusieurs
loci sur un méme chromosome et tendant a étre assez proches les unes des autres et a étre

héritées ensemble.

Inflammasome: Complexe moléculaire impliqué dans l'activation de caspases inflammatoires

résultant du processus de maturation de lefide I'IL18.
Inotrope : Agent qui augmente ou diminue la force de contraction musculaire.
Métabolome: Ensemble des petites molécules (métabolites) d un systéme vivant.

Microsatellites: Séquences répétées non codantes présentent uniformément sue tout |
génome. Ces séquences sont organisées en plusieurs dizaines de répétitions de motifs mono a

tétra nucléotidiques.

Modélisation moléculaire : La modélisation moléculaire est un outiEtude de la relation

entre structure et la réactivité des molécules. La connaissance de la structure des édifices

11



Lexique

moléculaires permedl’appréhender ce qui est réalisé dans une transformation physique,
chimique ou biologique et peut permettre de les prévoir. La représentation graphique doit
rendre compte de I'ensemble de ces caractéristiques géométriques et thermodynamiques pour

rester la plus proche possible de la "réalité".

Myristoylation : Ajout irréversible d’un groupement amine ou d’un acide gras saturé

tétradécanoique sur le tkminal du résidu glycine d’une protéine.

Palmitoylation : Fixation d’acide palmitique sur des résidus cystéine, ou plus rarement

sérine/thréonine de protéines.

Protéomique : Analyse de I’ensemble des protéines présentes dans un échantillon biologique.
Elle permet, au cours d’une situation physiologique donnée d’identifier leur taux d’expression
et leurs éventuelles modifications post traductionnelles en fonction du temps et de leur

localisation.

Signalosome: Complexe putatif de signalisation qui s’assemble prés de la membrane en
réponse a des signaux externes recus a la surface cellulaire et qui migre vers les effiecteurs e

aval.
Tolérance: Etat de non-réponse immunitaire a un antigéne aprés un contact préalable.

Transgéne: Géne étranger produit par un ensemble de techniques modifiant ou altérant le

matériel génétique de cellules ou d’organismes.

SAPS Il : Score de gravité (Simplified Acute Physiology Score) mesuré dans les 24h qui
suivent I’admission dans un service de réanimation. Ce score tient compte du type de patient
(médical/chirurgical), ’age et les maladies sous-jacentes, son état de vigilance, les parametres
cliniques (pression artérielle, fréquence cardiaque, diurese, température), et biologiques (urée,
leucocytes, sodium, potassium, bicarbonates, bilirubine) ainsi que 1’état de ventilation

(PAG,IFIO,).

Single Nucleotide polymorphisms (SNPs) Polymorphismes localisés sur 1’ensemble du

génome : région promotrice, intron ou exon.

12



Introduction

13



Immunité anti-infectieuse

Le sepsis est la réponse systémique de 1’organisme a I’invasion par un pathogene.
Malgré tous les progres réalisé en réanimation, le sepsis peut évoluer vers le choc septique,
dont les taux de mortalité peuvent atteindre 40 a 60% (Angus and van der Poll, 2013). Au
cours du sepsis, le pathogene entraine une réponse immunitaire innée avec libération de
médiateurs praaflammatoires qui peuvent étre délétéres pour 1’organisme en 1’absence d’une
étroite régulation (Bone et al., 1992; Hotchkiss and Karl, 2008)n c6té, la surproduction
de nédiateurs inflammatoires, essentiels a 1’éradication du pathogéne, est associée aux
défaillances d’organes observées dans le choc septique (Benjamim et al., 2003; Cohen, 2002;
Hotchkiss and Karl, 20032 un autre c6té, un certain nombre de patients septiques survivent
a D’infection primaire mais développent une immunodépression secondaire qui augmente la
susceptibilité aux infections nosocomiales (Alberti et al., 2002; Hotchkiss et al., 2013;
Landelle et al.,, 2008)L’initiation et 1’organisation de la réponse immunitaire innée
nécesgent I’intervention des récepteurs Toll (TLRs). L’engagement des TLRs s’accompagne
de leur multimérisation au sein des radeaux lipidiques ou ils vont participer a la formation de
complexes multimoléculaires de signalisation (Soong et al., 2004; Triantafilou et al., 2006).
Au sein de ces complexes, de nombreuses molécules adaptatrices et enzymes participent a la
régulation positive ou négative des voies de signalisation engagées (Ghosh and Hayden, 2008;
Triantafilou et al., 2002). Ces mécanismes de régulation restent incomplétement compris. Par
des techniques de protéomique différentielle, nous avons identifié deux protéines recrutées a
la membrane apreés engagement de TLR2, la tyrosine kinase Lyn et 1’enzyme IMPDHIIL.
L’objectif principal de ce travail était de caractériser le role de ces deux protéines dans la
régulation de la éponse immunitaire innée induite par 1’engagement de TLR2. Plus
spécifiquement, nous avons tenté d’identifier le role de Lyn et de IMPDHII dans les
mécanismes d’activation du facteur de transcription NF-kB et d’étudier I’impact de variants
génétiques @ IMPDHII dans la sévérité du choc septique chez les patients admis en

réanimation.

1. Immunité anti-infectieuse

Toutes les espéces animales sont quotidiennement confrontées a des agressions des
pathogenes. Pour survivre, ces especes ont développé au ctévsldeéon des mécanismes

de défense fondés sur une réponse immunitaire coordonnée et séquentielle.
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1.1.Le systeme immunitaire : généralités

Lors de la rencontre d'un agent infectieux, des barrieres physiques (comme la peau, et
la barriere  muco-ciliaines'opposent a 1’invasion de 1’organisme par le pathogene. Une fois
passées ces premiéres lignes de défense, I'organisme est protégé des agents infectieux, de
leurs dommages et des toxines par le systeme immunitaire. L'efficacité de cette protection est
fondée sur quatre fonctions principales: la reconnaissance du danger, les fonctions effectrices,
la régulation et la mémoire. Ces quatre fonctions sont séquentiellement mises en ceuvre au
niveau des réponses immunes innée et adaptative.

La réponse immune iie repose sur I’activation de nombreux acteurs cellulaires dont
les cellules de la lignée monocyte/macrophage, les polynucléaires neutrophiles (PNNSs) et les
cellules épithéliales des tissus infectés. Ces cellules ont, non seulement, la propriété de
phagocyter et de tuer le pathogéne par cytotoxicité, mais vont aussi favoriser, aprés
reconnaissance du pathogene, la productéomolécules de I’inflammation. Au carrefour de
I’immunité innée et de I’immunité adaptative, les cellules présentatrices d’antigéne (CPA),
telles que les cellules dendritiques ou les macrophages, ont deux fonctions principales. Elles
engagent i) une réponse inflammatoire et ii) le systéme immunitaire adaptatif (Murphy et al.,
2012).

L'immunité adaptative est présente uniquement chez les vertébrés. Elle intervient 6 a
10 jours apreés la primo-infection pour agir en synergie avec le systeme immunitaire inné dans
le but d'éliminer le pathogéne. Les lymphocytes constituent ses effecteurs cellulaires
essentiels. lls présentent a leur surface des récepteurs d'antigenes hautement spécialisés dans
la fixation spécifique d'épitopes, couvrant ainsi un large répertoire de reconnaissance des
pathogénes. |l existe de nombreuses sopsiations lymphocytaires, que 1’on peut
schématiqguement classer en lymphocytes B et T. Les lymphocytes B reconnaissent les
antigénes via leurs BCRs (B-cell receptors). lls s'activent et se différencierdllalesc
plasmacytoides, qui produisent des anticorps reconnaissant le méme antigéne que le BCR. lIs
sont également a l'origine d'une immunité a long terme permettant une réponse plus rapide et
plus intense lors d’une seconde infection (Murphy et al., 2012). Les lymphocytes T présentent
a leur surface un TCR (T-cell receptor). On distingue trois types de lymphocytes T : les
cellules cytotoxigues, les T-helpers et les T-régulateurs. Les lymphocytes cytotoxiques
éliminent les cellules infectées avec l'aide des signaux des T-helpers et sous le confrdle des
régulateurs (Treg) (Belkaid et al., 2006; Chung et al., 2003; Happel, 2005; Huang et al., 2004;

Mosmann et al., 1986; Murphy et al., 2012; Santarlasci et al., 2013). Ainsi, les mécanismes de
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défense anti-infectieuse des lymphocytes sont fondés sur la cytotoxicité, la production
d'immunoglobulines et la modulation des effecteurs de I'immunité innée (Kim et al., 2007;
Reim et al., 2009; Suntharalingam et al., 2006).

1.2. L’immunité innée
Apres les barrieres physiques, I'immunité innée est la premiére ligne de défense contre
les infections. Elle est responsable de la mobilisation d'une réponse inflammatoire en
quelques minutes. Cette inflammation tend a éradiquer le pathogéne, limiter les Iésions

tissulaires et initier les effecteurs de I'immunité adaptative.

1.2.1.Les acteurs cellulaires

Les cellules du systeme immunitaire inné sont les macrophages, les granulocytes
(PNNs, éosinophiles et basophiles), les mastocytes, les cellules dendritiques et certains
lymphocytesA I’exception des lymphocytes, elles sont issues d'un précurseur : le progéniteur
myéloide commun. Provenant de la moélle, elles migrent vers la circulation sanguine (Gordon
and Taylor, 2005). Les monocytes et les macrophages constituent, avec les cellules
dendritiques et les polynucléaires, les trois principaux types de cellules phagocytaires
(Murphy et al., 2012).

La phagocytose des pathogénes implique la présence de récepteurs de raogenaiss
et d'endocytose a la surface des cellules (PNNs et macrophages). Cette catégorie desrécepte
est composée des récepteurs au mannose, des récepteurs d'épurasoavenges, de
certaines intégrines (comme CR3 ou [i&sintégrines) et des récepteurs de surface pour la
fraction commune des anticorps (Taylor et al., 2005). La liaison de ces récepteurs a leurs
agonistes induit des remaniements membranaires permettant linternalisation du micro-
organisme. Cette étape, consommatrice d'ATP et de GTP, nécessite une régulation par la
signalisation intracellulaire (Shen et al., 2010). Suite a l'internalisation, le trafic vésiculaire
passe par des étapes d'acidification et de fusion lysosomale qui aboutissent a la dégradation du
pathogéne. Cette dégradation est concomitante d'une production de radicaux oxygénés et de
monoxydes d'azote par le complexe NADPH oxydase (cytochrome B558, p40/p47/p67 phox)
(Dang et al., 2001). On peut noter que certains patients, fréquemment atteints d'infections

bactériennes et fongiques graves, présentent des mutations de ce complexe (Holland, 2009).
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Les effecteurs de I'immunité innée (macrophages et PNNs), ont aussi un réle dans la
résolution de l'inflammation (Knapp et al., 2003). Cette capacité a générer des signaux anti-
inflammatoires (lipoxines, résolvines et protectines), associée aux propriétés microbicide et
stérilisatrice, participe activement au processus de cicatrisation (Serhan, 2007).

Les leucocytes polymorphonucléairesomprennent les PNNs, les eosinophiles et les
basophiles. Leur production croit au cours de la réponse immunitaire. lls migrent du sang vers
les foyers infectieux ou inflammatoires. Sur le site de l'infection, en plus de leur action de
phagocytose du pathogéne, ils liberent des cytokines pro-inflammatoires, des radicaux libres
oxydants ainsi que des protéases (Murphy et al., 2012).

Les mastocytesse différencient dans les tissus. La dégranulation de leurs molécules
pro-inflammatoires est impliquée dans la protection antiparasitaire des muqueuses.

Les monocytesreprésentent la forme naive et circulante des macrophages. lls
expriment différents co-récepteurs membranaires, comme CD14, CD16 ou CD32 (Tacke and
Randolph, 2006)Les monocytes migrent par diapédése vers le tissu et ils s’y différencient
soit en macrophages, soit en cellules dendritiques. Les macrophages ont une longue durée de
vie et exercent diverses fonctions durant la réponse immunitaire innée, puis au cours de
I’immunité adaptative. En dehors de leur activité phagocytaire, les monocytes et macrophages
contribuent a l'inflammation en sécrétant des cytokines pro-inflammatoires, comme les
interleukines 1 et 6 ainsi que le T&Fdes chémokines attirant les PNNs au site de l'infection
et des facteurs de croissance qui prolongent leur durée de vie (Gordon and Taylor, 2005). lls
participent au recrutement des cellules deifgles au site de I’infection afin qu’elles migrent
vers les ganglions ou elles présentent 1’antigéne aux lymphocytes (Murphy et al., 2012).

Les cellules dendritiquessont a I’interface entre I’'immunité innée et I’immunité
adaptative. Sous leur forme immature, elles migrent de la moélle osseuse vers les tissus a
travers la circulation sanguine. Elles ont pour fonction de reconnaitre et de capturer le
pathogene tout en permettant d'entretenir le phénomene de tolérance présent chez les
lymphocytes T (Hawiger et al., 2001). La maturation des DCs leur permet d'exercer leur role
de cellules présentatrices d'antigenes (CPA) dans les organes lymphoides, en présentant des
antigénes a leur surface, qui sont reconnus par les lymphocytes T inactifs (Murphy et al.,
2012). Cette reconnaissance active les lymphocytes (Galli et al., 2008; Romani, 2004; Trace
2009; Ulevitch, 2004)Enfin, la libération de médiateurs inflammatoires et 1’expression de
molécules de cetimulation permettent d’orienter la réponse lymphocytaire vers des
phénotypes TH1, TH2, TH17 ou Treg.
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Parmi les lymphocytes trois catégories particulieres font partie intégrante de
I'immunité innée, les lymphocytes Natural Killer (NK), les lymphocytest les lymphocytes
NKT. Les cellules NK, non T, non B, ont un cytoplasme granulocytaire. lls reconnaissent et
tuent les cellules anormales (tumorales ou infectées par des virus) par une activité
cytotoxique. L'activité cytotoxique des NK est inhibée par la liaison de leurs KIRs (Killer Ig-
like Receptors) avec les CMHI (complexes majeurs d'histocompatibilité de classe 1) (Vivier et
al., 2008). lIs facilitent le recrutement des cellules phagocytaires en produisant de I'IlFN
(Dalod et al., 2002; Walzer, 2005). Les lymphocytésforment une minorité cellulaire
reconnaissant directement l'antigene et ce, indépendamment du CMH. Cette particularité leur
permet de répondre rapidement au divers signaux qu'ils percoivent (Chien and Konigshofer,
2007). Enfin, les lymphocytes NKT sont phénotypiquement et fonctionnellement semblables
aux lymphocytes NK et T. lls reconnaissent essentiellement les glycolipides présentés par le
CD1d (Godfrey et al., 2010)Leur capacité a produire des molécules de 1’inflammation
(notamment IFM et IL17) leur confere un réle dans la physiopathologie des infections
(Doisne et al., 2009).

1.2.2.Les effecteurs moléculaires de I'immunité

1.2.2.1. Le systéeme du complément

Le systeme du complément est un mécanisme effecteur de lI'immunité innée qui aboutit
a la libération des anaphylatoxines pro-inflammatoires C3a et C5a et a la formation d'un
complexe d'attaque membranaire (C5b-C9). Trois voies distinctestpait 1’activation du
complément : la voie classique, la voie alterne et la voie des lectines (Figure 1). Toutes les
voies aboutissent a l'activation de C3 (composant central du systeme). La cascade
protéolytique implique la formation d'une C3 convertase. Cette enzyme clive le composant C3
en deux molécules solubles C3a et C3b qui se lient de maniére covalente a la surface du
pathogene. Les individus déficients pour le composant C3 sont sujets a des infections
bactériennes fréquentes (Daha, 2010). L'activation de ces effecteurs est conditionnée par une
protéolyse a I'origine d'une cascade d'activation.

La voie classique est activée par les immunoglobulines G ou M (IgG ou IgM) qui sont
fixées a la surface du pathogéne. Dans la voie alterne, le C3 s'active spontanément au niveau
des membranes microbiennes, qui contrairement aux cellules de I'h6te, sont dépourvues de
protéines inhibitrices du complément comme le facteur H. La voie des lectines, quant a elle,
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Figure 1. Le systeme du complément.e mécanisme de reconnaissance des pathogéenes se fait selon trois voies
d'activation qui sont montrées dans les panneaux supérieurs. La casza@détmue implique la formation
d'une C3 convertase. Cette enzyme clive le composant C3 en deux maétulidss C3a et C3b qui se lient de
maniére covalente a la surface du pathogéne. La voie des lectines (en habeafgaationne par fixation de
MBL (mannose-binding lectin) ou de ficolines aux résidus carbohyldgda membrane ou de la capsule du
pathogéene. La voie classique (en haut au centre) agit par fixation du compbgaa la surface du pathogéne ou
aux anticorps. Dans la voie alterne (en haut & droite), le mode d'actionuienglig les composants C3 solubles
soiernt hydrolysés spontanément ce qui génére du €B(gui est amplifié par I'action des properdines (B, D et
P). Toutes ces voies convergent vers la formation du C3b qutesadi pathogéne. Il agit alors comme une
opsonine. Les C3a et C5a libérés dans les tissus attirent les cellules phagocytahesig@ctisme. Certaines
cellules phagocytaires (en bas au centre) exmtiraeleur surface du C3b, ce qui leur permet d'absorber le
pathogéne par un systéeme de vésicules. Le C3b peut également se fixer éolav&@8se pour induire un
nouvel effecteur la C5 convertase qui clive le C5 en C5a et en C5lbH et@rvient tardivement dans la voie
du complément en s'assemblant avec C6, C7, C8 et C9 powr fommtomplexe d'attaque membranaire ce qui
endommage la paroi des pathogénes (en bas a droite).

D’aprés Janeway, Immunobiology (Garland Science®), 2012.
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implique la fixation des récepteurs aux mannanes des parois microbiennes, ce qui initie
I'activation de la voie. Le C3b qui résulte de l'activation du C3 induit la formation d'un
complexe d'attaque. En se fixant a la surface du pathogéne il agit comme une opsonine. En
parallele, le C3b peut également se fixer a la C3 convertase pour induire un nouvel effecteur,
la C5 convertase, qui clive le C5 en Cbha et en CBhutre part, les produits des clivages
successifs (C3a et Cba) participent au recrutement des cellules inflammatoires, par
chimiotactisme, ainsi qu'a l'opsonisation et a la phagocytose (C3b). Enfin, le C5b intervient
tardivement dans la voie du complément en s'assemblant avec C6, C7, C8 et C9 pour former
un complexe d'attaque membranaire qui endommage la paroi des pathogeénes. Quant au Cba,
il amplifie les phénoménes inflammatoires en potentialisant la production de MIF et de
HMGB1. Il active aussi la cascade de coagulation, augmente l'apoptose des thymocytes et
altére les propriétés phagocytaires des PNNs (Denk et al., 2012; Flierl et al., 2008; Rittirsch et
al., 2008).

1.2.2.2. Les protéines et peptides antimicrobiens

Les peptides anti-microbiens inactivent rapidement les agents infectieux. IlIs
s'assemblent et forment des pores transmembranaires qui perméabilisent la membrane
bactérienne pour l'eau et les petites molécules, ce qui provoque la déstabilisation de la
membrane.

La famille des peptides anti-microbiens est composée de deux grandes sous-familles,
les B-défensines et les cathélicidines. Lgsiéfensines agissent contre les bactéries, les
champignons et certains virus (Zhao et al., 1996). Le mode d'action passe par l'activation du
systeme du complément et la production d'IL8 notamment par les cellules épithéliales
pulmonaires. Paradoxalement, elles participent a la modulation de l'inflammation en se liant
aux molécules pro-inflammatoires issues de la lyse des micro-organismes (Nagaika et al.,
2001). Leur production est induite par la stimulation de certains TLRs par leurs agonistes,
comme TLR2 (Wang et al., 2003). Comme les défensines, les cathélicidines participent au
chimiotactisme des PNNs et stimulent la production de cytokines par les épithéliums infectés.
En outre, elles exercent un réle immuno-modulateur en liant le LPS des parois bactériennes et
en modulant la voie de signalisation entre les TLRs et le facteur transcriptionnéd NF-
(Mookherjee, Brown, 2006). Enfin, elles participent également a l'autophagie bactérienne

dépendante de la vitamine D (Shin et al., 2010).
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1.3.La reconnaissance des signhaux de dangers

1.3.1.Les signaux de dangers infectieux et non infectieux

Les infections graves et d’autres agressions non infectieuses séveres (par exemple les
pancréatites aigués et les polytraumatismes) s’accompagnent d’une réponse inflammatoire
exacerbée. Cette réponse se fait suite a la reconnaissance par le systéméairancieni
signaux de danger traduisant une infection ou des dommages tissulaires. Les marqueurs
moléculaires des pathogenes (Pathogen-Associated Molecular Patterns, PAMPS) et les
molécules endogenes de danger (Danger-Associated Molecular Patterns, DAMPS) signalent
une infection ou des dommages tissulaires et sont reconnus par les mémes récepteurs (Pattern-
Recognition Receptors, PRRs) (Piccinini and Midwood, 2010). Les récepteurs les distinguent
par les co-récepteurs engagés différentiellement (lwasaki and Medzhitov, 2010), comme le
S100B (S100 calcium binding protein B) qui, par une intégration stemtiperelle de
signaux des TLRs et de RAGE (Receptor for Advanced Glycosylation End products),
permettent au systeme immunitaire de discriminer les PAMPs des DAMPs. Ces PAMPs sont
essentiels a la survie des bactéries, mycobactéries, virus et parasites. Dans I'immunité anti-
infectieuse, I'étape décisive est la reconnaissance des PAMPs par leurs récepteurs spécifiques
(Hoffmann and Akira, 2013; Mogensen, 2009). Les protéines qui reconnaissent ces cibles
sont du type lectines et sont a la surface des cellules effectrices de I'immunité innée. Ces
PRRs sont classés en quatre catégories : les récepteurs dans le sérum, les récepteurs de
fixation membranaire phagocytaires (ingestion du pathogene suite a sa reconnaissance), les
récepteurs membranaires de signalisation et les récepteurs cytoplasmiques de signalisation
(Denk et al., 2012). Les PRRs solubles peuvent étre plasmatiques et se fixer au pathogene afin
d'induire sa destruction (systéeme du complément, collectine) ou étre cytoplasmiques comme
les NODs (Nuclear Oligomerisation Domains) ou les récepteurs de type RIG-1 (Retinoic acid
Inductible Gene 1). Les PRRs de membranes peuvent étre localisés a la surface des cellules
effectrices de I'immunité innée ou dans les compartiments intra-cytoplasmiques comme les
TLRs (Jeannin et al., 2008). En plus des PAMPs, ils peuvent reconnaitre des facteurs
endogenes, appelés signaux de danger (DAMPS), qui sont générés aprés une réaction
inflammatoire ou un stress cellulaire (Crombruggen et al., 2013; Denk et al., 2012; Matzinger,
2002; Pisetsky, 2012).
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1.3.1.1. Les marqueurs moléculaires des pathogése

Si un micro-organisme franchit I'une des barriéres, il commence a se répliquer dans les
tissus de I'hnéte. Il y est immédiatement reconnu par les PRRs des cellules phagocytaires
résidentes de ces tisswga ses PAMPs (Figure 2), et il représente une des causes principales
du sepsis (Denk et al., 2012; Vance et al., 2009). Les PRRs principaux sont les TLRs (Toll-
Like Receptors), les CLRs (C-type lectin recepors), les NLRs (NOD-Like Receptors), les
protéines de la famille des galectines et les récepsearengede classe B. Les TLRs et les
CLRs activent de multiples voies de signalisation suite a la fixation des PAMPs. Ces signaux
activent les voies canoniqgues ou non-canoniques deB\lees NODs, de l'inflammasome et
aboutissent a la production de défensines, chémokines, cytokines, radicaux libres oxydants et

récepteurs du complément 3 (CR3).

Viruses Gram-positive Gram-negative Fungi - Protozoa
bacteria bacteria Zymosan —- L 7
,f 5 i g : /
1‘\ ; ' . Mannan (& "GPl
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Figure 2. Signalisation des PAMPsLes virus, les bactéries, les champignons et les protozoaires présentent
différents PAMPSs. lIs sont représentatifs des différentes classes dggratholLes PAMPSs principaux sont les
acides nucléiques (comme I’ADN, I’ARN double brin et I’ARN simple brin), les glycoprotéines de surface (GP),

les lipoprotéineslI(P) et les composants membranaires (comme les peptidoglycanes (PG), ’acide lipotéichoique

(LTA), le LPS et les ancrages GPI). lls sont reconnus par différemeilefa de PRRs membranaires et
cytoplasmiques (TLRs, RLRs et NLRs).

D'aprés Mogensen, Clin Microbiol Rev, 2009

La membrane des bactéries a Gram-négatifest essentiellement formée d'une
couche de peptidoglycanes et d'une membrane externe, composée de lipopolysaccharide
(LPS), de phospholipides et de protéines. Le LPS agit comme une endotoxine. Il est
responsable de la réponse inflammatoire observée durant le choc endotoxique (Akira et al.,
2006). Avant son relargage, le LPS active le complément, s'associe avec les protéines
plasmatiques de fixation et se lie au récepteur membranaire CD14 ainsi qu'a la molécule
accessoire MD2, induisant la signalisation en aval de TLR4 (Guha and Mackman, 2001). La

flagelline stimule les TLR5 alors que les peptidoglycanes sont reconnus par le complément et
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les NODs (Chamaillard et al., 2003; Hayashi et al., 2001; Mattsson et al., 1994). De plus, les
ADNSs bactériens non méthylés sont reconnus spécifiguement par TLR9 (Hemmi et al., 2000).

La membrane cellulaire des bactériesa Gram-positif contient du peptidoglycane,
de l'acide lipotéichoique et les lipoprotéines qui sont reconnus par les TLR2 (Erridge, 2010;
Takeuchi et al., 1999). En plus de la reconnaissance par NOD2, le peptidoglycane est reconnu
par l'inflammasomme (Martinon and Tschopp, 2005; Martinon et al., 2009; Pedra et al.,
2009).

Les champignonssont reconnus par la dectine-1, le récepteur au mannose, TLR2 et
TLRA4. En effet, le zymosan et les dérivés mannanes de la pa@ialhicanssont reconnus
par TLR4 et TLR2/6. Dans le cas d'une infection fongique, soit deux PRRs agissent en
synergie pour internaliser le pathogéne comme le récepteur au mannose ou la dectine-1, soit
les TLRs induisent une réponse inflammatoire ®-dépendante (Romani, 2004).

Bien que les bactéries soient les causes les plus communes du sepsis, les virus peuvent
étre impliqués dans certains processus infectieux. En défetyirus ont des structures
diverses qui expriment cependant des marqueurs cibles comme les glycoprotéines de surface,
les nucléotides viraux ou les glycoprotéines. Tous ces margueurs sont reconnus par les
récepteurs intracellulaires comme RIG-I et par certains TLRs (comme le 2, le 4, le Blde 7 e
8) (Kanneganti et al., 2006a; Kato et al., 2011; Lee et al., 2006; Mogensen and Paludan, 2005;
Pomerantz et al., 1990) .

1.3.1.2. Les signaux de danger non infectieux

En plus des PAMPs exogénes, le systeme immunitaire de I'h6te doit faire face a des
signaux de danger endogeénes, les DAMPs. Les PRRs détectent les facdtelosmmages
tissulaires, ce qui contribue a la reconnaissance par un systeme de senseurs (Figure 3).

L'ADN endogene considéré comme immunologiquement inerte, peut étre reconnu
par le systeme immunitaire inné. Des senseurs membranaires et cytosoliques, reconnaissant
spécifiquement I'ADN, initient la réponse immunitaire (Denk et al., 2012; Hefeneider et al.,
1992). Les études de concentration d'ADN plasmatique chez des patients septiques graves
révélent une augmentation de ces derniéres (Saukkonen et al., 2008). Par ailleurs, les

protéines associées (histones, nucléophosmine (NPM), HMGB1 (High-mobility group box 1))
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Figure 3. Reconnaissance des signaux de danger endogeénes par les TILRs. TLRS sont activés par les
DAMPs comme les molécules intracellulaires, les molécules extracellulaires (activéeeso cellules
nécrotiques) et les molécules de la matrice extracellulage co-récepteurs et les molécules accessoires
spécifiquement engagés par les DAMPS permettent leur reconnaissance tifférgrar les TLRs et
I’activation cellulaire.

D’apres Piccinini et al., Mediators of Inflammation, 2010.
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jouent un role important dans linduction et le maintien du processus d'inflammation
systémique durant le sepsis (Denk et al., 2012; Wang, 1999).

La mitochondrie est un organite dérivé desprotéobactéries (Gray, 1999). Elle a
donc conservé différentes caractéristiques morphologiques et biochimiques de son ancétre,
comme le génome circulaire a CpG non méthylé et la capacité a former des NFPs (N-
formylated peptides) (Krysko et al., 2011). Ainsi, il n'est donc pas surprenant que des
mitochondries systémiques activent le systeme immunitaire inné (Collins, 2004; Raoof et al.,
2010; Zhang et al., 2010).

L'ATP extracellulaire peut étre considéré comme un DAMP car il est libéré par des
cellules ou des organelles, suite a des dommages (Novak, 2003; Willart and Lambrecht,
2009). Les macrophages, les PNNs et les DCs le piegent par le récepteur P2RX7 (purinergic
receptor P2X ligand-gated ion channe| &€ qui aboutit a la formation et a I’activation de
I’inflammasome (Dinarello, 2004; Martinon, 2007).

1.3.2.Les récepteurs solublestracellulaires

Les PRRs solubles, dits opsonisants, sont des protéines pouvant recouvrir les
pathogenes afin de faciliter leur phagocytose par les cellules de I'immunité innée. Parmi eux,
on distingue les collectines et les ficollines.

Les collectines(pour collagenous C-type lectins) appartiennent a la superfamille des
lectines. Elle est composée des protéines du surfactant (SP-A et SP-D (Surfactant-associated
Protein)) ainsi que des MBLs (Mannose-Binding Lecfidlmskov et al., 2003). La région
collagene, en N-terminal, permet leur trimérisation ainsi que la liaison aux macrophages. Le
CRD (Carbohydrate Recognition Domain), en région C-terminale, permet leur liaison aux
carbohydrates des protéines et lipides glycosylés a la surface des membranes microbiennes.
Leur conformation 3D est indispensable a leur fonction. En effet, d'une part, elle renforce les
liaisons de faible affinité entre le CRD et le carbohydrate, et d'autre part, @lle kaff
distinction entre le soi et le non-soi. Les collectines peuvent agir par l'initiation de la voie des
lectines ou par opsonisation des micro-organismes ou des particules inorganiques (Holmskov
et al., 2003; Wright, 2005).

Les ficollines ont une structure proche de celles des collectines. Contrairement aux

collectines, leur région C-terminale porte un domaine « fibrinogen-like ». Sa capacité de
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lisison avec un complexe de sérines kinases (MASPSs) lui permet d'activer la voie du
complément (Takahashi et al., 2011).

1.3.3.Les récepteurs cellulaires non-TLRs

Le systeme immunitaire inné reconnait les signaux de danger extracellulaires mais
également ceux intracellulaires. Ce mécanisme de reconnaissance passe par deuddamilles
récepteurs cytoplasmiques solubles, les NLRs (NOD-like receptors) et les RLRs (RIG-1-like
receptors), et par une famille de récepteurs membranaires, les CLRs (C-type Lectin Receptor

Les NLRs sont essentiellement produits dans les cellules épithéliales (Eckmann,
2004). lls détectent la présence de PAMPs et de DAMPS cytosoliques (Fritz et al., 2006;
Inohara et al., 2005; Kanneganti et al., 2007; Meylan et al., 2006; Ting et al., 2006). Les
NLRs sont composés de trois domaines : un domaine de liaison N-terminal, un domaine
central de fixation des nucléotides et un LRR en C-terminal. La fonction de la grande majorité
d’entre eux reste encore méconnue (Ting et al., 2008). Parmi tous les NLRs, NOD1 et NOD2
sont particulierement associés aux maladies inflammatoires. En effet, ils sont stimulés par des
produits bactériens, ce qui initie I’activation de NF-kB et la production de cytokines pro-
inflammatoires (Hugot et al., 2001; Strober et al., 2005).

La famille desRLRs est composée de trois membres : RIG1, MDA5 (Melanoma
Differentiation Associated gene 5) et LGP2 (RIG-I-like receptor LGERjcun d’entre eux
porte un domaine hélicase en C-terminal qui permet de reconnaitre les ARNs viraux intra-
cytoplasmiques (Beutler et al., 2007; Medzhitov, 2007; Poltorak et al., 2000). RIG1
représente le membre prototypique de la famille des RLRs. Il contient des domaines CARD-
like en tandem dans la région N-terminale. lls fonctionnent comme des domaines
d’interaction en se fixant aux autres protéines composées de CARD. RIG1 porte également un
domaine central de fixation a I’ATP et un domaine C-terminal de répression lors de la fixation
aux ARNSs (Cui et al., 2008; Takahasi et al., 2008). Suite a une infection virale, il initie la
transduction du signalia les facteurs transcriptionnels NB- et IRF3, ce qui aboutit a la
synthése d’IFN de classe I (Takahashi et al., 2006; Yoneyama and Fujita, 2009). On peut
noter que la région @rminale de MDAS n’est pas identifiée et que les LGP2 ont perdu leurs
domaines CARD. Le mécanisme d’interférence qu’exerce LGP2, sur 1’auto-association de

RIG1, semble faire de lui un immuno-modulateur (Yoneyama and Fuijita, 2008).
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Enfin, les CLRssont une grande superfamille de protéines membranaires comprenant
au moins un domaine C-type lectine-like. lls interviennent dans la réponse inflammatoire en
détectant les épitopes fongiques et bactériens (Kawai and Akira, 2011).

Des études récentes ont montré que ni ces récepteurs, ni les TLRs ne peuvent
expliquer certains mécanismes inflammatoires ce qui laisse penser que d’autres récepteurs

intracellulaires sont encore inconnus (Kawai and Akira, 2011).

1.3.4.Les récepteurs de type Toll

Les récepteurs de type Toll (Toll-like récepteurs, TLRs) agissent de concert et
reconnaissent les signaux de dangers endogenes et exogénes. Ces récepteqmsnsésit e
par toutes les cellules susceptibles d’exercer une réponse immunitaire innée (PNNs,
monocytes, macrophages, DCs et cellules épithéliales) (Akira and Takeda, 2004). Ces
récepteurs initient 1’induction de la réponse inflammatoire et de I’immunité adaptative
(Blander and Medzhitov, 2006; lwasaki and Medzhitov, 2004). lls participent également a la
résolution de 1’inflammation et a la réparation des dommages tissulaires (lwasaki and
Medzhitov, 2010).

1.3.4.1. Structure et localisation

Les TLRs sont des protéines transmembranaires appartenant a la famille de ’IL1R. La
fixation du ligand se faiwvia leur partie extracellulaire composée léecine-rich repeats
(LRRs). Ce mécanisme de reconnaissance est facilité par la présence de corécepteurs
dépourvus de régions cytoplasmiques comme CD14 ou CD36 (Medzhitov, 2007). Les TLRs
possedent un domaine cytoplasmique TIR similaire a celui du récepteur de I'IL1 et
indispensable a I’initiation de la signalisation cellulaire.

A T’heure actuclle, onze TLRs ont été identifiés chez les mammiféres, mais seuls dix
sont expninés chez I’Homme. Les ligands des TLR1 a 9 ont ¢été caractérisés (Figure 4)
(Kondo et al., 2012).
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Figure 4. La reconnaissance des signaux de danger par les onze TLRss bactéries sont détectées par cing
TLRs chez ’Homme : le LPS est le ligand principal de TLR4, le LTA et les lipopeptide di-acétygs s
reconnus par I’hétérodimére TLR2/TLR®, les lipopeptides tri-acétylés sont reconnus par TLRR1, les motifs
CpG sont reconnus par TLRY et la flagelline est le ligand de TLRS. TLR11 n’est exprimé que chez la souris et
reconnait les bactéries uropathogénes. Pour les réponsésngitfires, 1’hétérodimere TLR2/TLR6 reconnait le
zymosan. Cing TLRs sont impliqués dans la réponse anti-vifldl®4 reconnait la F protéine, I’ARN double
brin (poly 1:C) est le ligand de TLR3, I’ADN CpG est reconnu par TLR9, les ARN viraux simple brins sont les
ligands de TLR (seulement chez I’Humain) et TLR8. Les protéines a ancrage GPI des protozoaires sont
reconnues par les dimeéres de TLR2. Enfin, les produits de ’inflammation (comme HSP60) sont reconnus par
TLRA4. Ce large répertoire de reconnaissance par les TLRs semble cémféapacité a reconnaitre tous les
pathogénes envahissant le corps humain. GiBicpinositolphospholipid VSV, vesicular stomatitis virus
D'aprés Liew et al., Nature Reviews, 2005

Selon les ligands cibles, les TLRs peuvent étre aussi bien membranaires que
cytoplasmiques. Les TLRs qui détectent les composants membranaires des pathogenes
comme les lipides, les protéines et les lipoprotéines sont localisés a la surface des cellules de
I’immunité innée (TLR1, TLR2, TLR4, TLRS et TLR6). Ceux détectant les acides
nucléiques, comme TLR3, TLR7, TLR8 et TLRY9, sont localisés dans les compartiments
intracellulaires. Cette spécificité de localisation des TLRs permet de réguler la reconnaissance
et la signalisation qui en décou{®cGettrick and O’Neill, 2010). Elle est facilitée par
I’intervention de protéines chaperonnes, de GTPases et des protéines adaptatrices (Kagan and
Medzhitov, 2006; Pradere et al., 2013; Tabeta et al., 2006; Takahashi et al., 2007; Wang et al.,
2010a; Yang et al., 2007).

1.3.4.2. Les voies de signalisation des TLRs
En plus de la localisation, 'hnomo- ou I'nétérodimérisation des récepteurs est nécessaire
a la reconnaissance des différents ligands. Ces hétérodimeres pré-existent a toutes formes de
stimulation par les agonistes (Triantafilou et al., 2006). Par exemple, bien que
I'nétérodimérisation de TLR2 soit essentielle a linduction d'une réponse face a un large
répertoire d'agonistes, elle n'est pas suffisante. D'autres protéines participent a l'activation de
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TLR2 et facilitent la reconnaissance des lipopeptides ou la transduction du signal. En effet,
CD36 est décrit comme étant un récepteur de la famillesdasvenger Il détecte les
diacylglycérides microbiens et s'associe avec I'hétérodimere TLR2/TLR6 (Hoebe et al., 2005).
En aval de cet hétérodimere, TIRAP est impliqué dans la voie d'activation «B Kftgure

5) (Santos Sierra et al., 2009). TLR4 peut également s’hétérodimériser avec TLR6 puis, suite a
la reconnaissance de lipoprotéines oxydées par CD36, former un complexe avec ce récepteur
scavenge(Stewart et al., 2009). De la méme maniéere, CD14 optimise l'affinité de TLR4 pour

le LPS. Il s'associe également avec les deux hétérodimeres de TLR2 bien qu'il participe
préférentiellement & l'activation de MB- en aval de TLR2/TLR1 (Janot et al., 2008;
Triantafilou and Triantafilou, 2002)D’autres protéines transmembranaires, commepla
intégrine, le CMHI ou les TNF récepteurs participent a la régulation de la signalisation des
TLRs en favorisant la fixation aux pathogenes, en modifiant la reconnaissance des ligands
endogenes ou en exercant une signalisation croisée (Qian and Cao, 2013).

Les TLRs sont caractérisés par un domaine TIR cytoplasmique (Takeuchi and Akira,
2010). Suite a la fixation de leur ligand, les TLRs recrutent différents adaptateurs protéiques
comme MyD88, TIRAP/Mal, TRAM (TRIF-Related Adaptor Molecule) et TRIF (TIR
domain-containing adaptor protein inducing interferon beta) au travers des interactions TIR-
TIR. A I’exception de TLR3, tous les TLRs recrutent MyD88 (Qian and Cao, 2013). Ces
adaptateurs engagent des voies de signalisation aboutissant a 1’activation des facteurs de
transcription NF<B, AP1 et IRFs (Aka and Takeda, 2004; O’Neill and Bowie, 2007). Ces
derniers régulent I’expression de nombreux geénes impliqués dans I’inflammation et
I’immunité comme les cytokines (TNFa, IL1, IL6, IL10, IL12, IFN), les chémokines (IL8,
MCP-1 (Monocyte Chemotactic Protein-1), Mi1 MIP-13, RANTES), les molécules
d’adhésion (VCAM (Vascular Cell Adhesion Molecule), ICAM (Intracellular Cell Adhesion
Molecule), P-sélectine), les récepteurs membranaires (CMH, Intgyriffekeuchi and
Akira, 2010) (Figure 9). De maniére schématique, les signaux de I’inflammation sont

transcrits par les voies de signalisation dépendantes de MyD88 et de TRIF (Figure 5).
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Figure 5. Les voies de signalisation dépendantes de MyD88 et de TRLEs lipoprotéines et le LPS sont
respectivement reconnus a la surface des cellules par un hétérodimere dé €LRILR2 ainsi que par le
complexe TLR4/MD2. La stimulation par le ligand induit le recrutement de My&t8TIRAP sur la partie
cytoplasmique de TLR et un complexe compos¢ d’IRAKs et de TRAF6 est alors formé. TRAF6 agit comme une

E3 ubiquitine ligase et catalyse la formatidtine chaine polyubiquitinylée sur elle-méme. De plus, il génére
une chaine d’ubiquitines libre avec le complexe E2 ubiquitine ligaseltt®13 et Uev1A. Cette ubiquitination
active le complexe TAK1, TAB1 et TAB2/3 résultant de la phosphorylation de GIEMdel’activation du
complexe IKK. La sous-unité&B phosphorylée est dégradée et le dB5-ainsi libéré, transloque dans le noyau.
Il y régule I’expression des génes codant pour les cytokines. Simultanément, TAK1 active la cascade des
MAPKSs aboutissant a I’activation de AP1. Ce facteur de transcription induit également la transcription de
cytokines. Le LPS induit la translocation du complexe TRAM/TLR4 dans I’endosome. TLR3 est prélocalisé
dans 1’endosome ou il reconnait les ARNsS double brin. TLR3 et TLR4 actiuela voie de signalisation TRIF
dépendate. Cette voie aboutit a ’activation de NF-kB et IRF3 qui induiset la transcription des génes codant
pour les cytokines proinflammatoires et des interférons de type AFGRt RIP1 activet NF-xB alors que
TRAF3 est responsable de la phosphorylation de IRF3 par TBK1/IKK¥P1 (NAK(NF-kB-activated kinase)-
associated protein 1) et SINTBAD (Similar to NAP1 TBK1 adapter) sont essarifigtivation de TBK1/IKK-

i. L’IRF3 phosphorylé est transloqué dans le noyau pour y induire I’expression des génes des IFNs de type I.
D’apres Takeuchi et Akira, Cell, 2010
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1.3.4.2.1. La voie de signalisation dépendante de MyD88

L’adaptateur MyD88 est composé¢ d’un domaine DD (Death Domain) en plus du
domaine TIR. MyD88 est essentiel a la signalisation en aval de différents TLRs. En effet, les
enfants présentant des déficiende MyD88 souffrent d’infections bactériennes récurrentes.
La signalisation de TLR2 et TLR4 nécessite la coopération de TIRAP/Mal pour faciliter
I’interaction entre MyD88 et les TLRs activés. MyD88 interagit avec une sérine/thréonine
kinase dotée d’'un DD en N-terminal, IRAK4 (IL1R Associated Kinase). IRAK4 active
d’autres membres de la famille IRAK : IRAK1 et IRAK2 (Kawagoe et al., 2008). Les IRAKs
se dissocient alors de MyD88 et interagissent avec TRAF6 (Tumor Necrosis Factor Receptor
Associated Facto6), dont le rdle est celui d’une E3 ubiquitine ligase. Ils s’associent en
complexe avec Ubcl3 et Uevla. TRAF6 catalyse alors son auto-polyubiquitination ainsi que
la formation d’une chaine d’ubiquitines libre (Xia et al., 2009). Un complexe, composé par
TAK1 (TGF--activated kinase), TAB1 (TAK1-binding protein), TAB2 et TAB3, est activeé
par la chaine d’ubiquitines libre de TRAF6. 11 phosphoryle alors IKKB (IkB Kinase) et la
MAPK kinase 6 (MAPKKG®6). D’une part, il résulte de la phosphorylation d’IKK(, que le
complexe IKK (composé¢ d’IKKa, IKKB et NEMO (NFxB essential modulator))
phosphoryle #Ba, une protéine inhibitrice de la voie N&B. La phosphorylation d’IxB
induit sa dégradation par le systeme ubiquitine protéasome, ce qui libesB.NNF~«B se
transloque alors dans le noyau et active la transcription des genes codant pour des cytokines et
des mécanismes pro-inflammatoires (Figure 5) (Takeuchi and Akira,.20%h@jre part, la
phosphorylation de MAPKK®6 active la voie des MAPKs (Mitogen-Activated Protein Kinase),
qui est composée de trois sous-familles, les JNKs (c-Jun-N-terminal Kinase), les ERKs
(ExtracellularRegulated Kinase) et les p38. Cette activation est responsable de I’engagement
d’un autre facteur de transcription, AP1 qui cible des geénes codants pour des cytokines
(Takeuchi and Akira, 2010). Ce facteur transcriptionnel est composé des protéines Jun et Fos

qui forment des homo- ou des hétérodimeres.

1.3.4.2.2. La vae de signalisation dépendante de TRIF.
L’¢étude des souris déficientes pour MyD88 (myd88°) a mis en lumiére existence
d’une voie indépendante de MyD88. Cette voie est engagée suite a la liaison de TLR3 et
TLR4 avec leurs agonistes (ARN double brin ou LPS). Bien que ces souris aient une

diminution de I’activation de NF-kB aprés 1’injection intra-péritonéale de LPS, leur
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production d’IFNP et I’expression des génes régulés par IRF3 sont conservées (Kawai et al.,
1999) Ces études ont débouché sur la recherche d’une molécule adaptatrice impliquée dans
les voies de TLR3 et de TLR4. La molécule adaptatrice TRIF (Tir-containing adapter
inducing IFN3) s’est avérée étre impliquée dans la voie indépendante de MyD88 (Hoebe et
al., 2003).

En réponse a la stimulation par des ARNs double brin, TLR3 recrute directement
TRIF, conrairement a TLR4 qui a besoin d’un intermédiaire, TRAM (Palsson-McDermott et
al., 2009). TRIF est associé avec TRAF3 et TRAF6 a travers ses motifs TRAF-binding, en N-
terminal. TRIF contient également un motif RHIM (RIP (Receptor-interacting protein)
homotypic interaction motif), qui interagit ainsi avec RIP1 et RIP3 (Carty et al., .2006)
TRAF6 et RIP1 activent NkB alors que TRAF3 active TBK1 (TANK (TRAF family
member-Associated NF-KappaB activator)-Binging Kinase)/IKar I’intermédiaire de
NAP1 et SINTBAD. TRAF3 est ainsi responsable de la phosphorylation de IRF3 par
TBK1/IKK-i. L’IRF3 phosphorylé est transloqué dans le noyau pour y induire 1’expression
des genes des IFNs de type | (Figure 5) (Takeuchi and Akira, 2010; Tenoever et al., 2007).

En parallele, un adaptateur essentiel de la voie des TNF récepteurs est impliqué dans
la voie de signalisation de TRIF, TRADD (TNFR (TNF Receptor) associated death domain).
TRADD forme un complexe avec FADD (FAS-associated death domain containing protein)
et RIP1. Ce complexe est impliqué dans la voie de signalisation dépendante de TRIF
(Ermolaeva et al., 2008; Pobezinskaya et al., 2008piquitination de RIP1 ultérieure est un
événement essentiel dans I’activation de NF-kB qui permet a KDD d’activer la caspase 8 ou
la caspase 10 en réponse au poly | : C (Polyinosinic : polycytidylic acidh, Eafforme

clivée de ces caspases active dB-(Takahashi et al., 2006).

1.3.4.3. La signalisation de TLR2

Comme tous les autres TLRs, TLR2 peut s’hétérodimériser. Ses partenaires sont TLR1
ou TLR6. Cette aptitude résulte en la formation de poches de fixation distinctes qui facilitent
la reconnaissance des lipopeptides diacétylés et triacétylés. La fixation entre TleR2 et
lipopeptides est forte tout en étant relativement non-spécifique. Cette interaction se fait, au
niveau des LRR9 a LRR12, par les résidus hydrophobes, entre les ponts ester des acides gras
et la poche interne de TLR2. Cette conformation suffit a l'induction du signal intracellulaire
par la fixation des lipopeptides diacétylés. La reconnaissance du lipopeptide tri-acétylé par

TLR2 et I'hétérodimérisation requiérent l'interaction entre un acide gras en C-terminal du
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lipopeptide et un canal hydrophobe d’une LRR de TLR1. Pour TLR6, ce canal hydrophobe
est bloqué par deux phénylalanines ce qui I'empéche de se fixer a la troisieme acétytation d
lipopeptide (Figure 6) (Schenk et al., 2009).

Les hétérodiméres TLR2/TLR1 ou TLR2/TLR6 reconnaissent leurs agonistes. lls
engagent deux voies de signalisation, qui aboutissent a 1’activation de 1’hétérodimere pS0/p65
de NFxB (Akira and Takeda, 2004). La premiere voie est la voie MyD88-dépendante. La
deuxiéme voie nécessite I’engagement de Racl, de la PI3-K et Akt (Arbibe et al., 2000)
(Figure 7). La phosphorylation du domaine TIR de TLR2, suite a sa stimulation par son
agoniste, induit le recrutement rapide de Rac1l, ainsi que de la PI13-K. La PI3-K de type IA est
composée de deux sous-unités : la sous-unité régulatrice ¢8R sous-unité catalytique
p110. La sous-unité p85de la PI3-K porte des domaines SH2 qui lui permettent de se lier
aux motifs phosphorylés sur tyrosine des domaines TIR de TLR2 (Arbibe et al., 2000; Neel et
al., 2003; Troutman et al., 2012). La sous-unité catalytique peut se présenter sous trois
isoformes a, B ou 8. Cette sous-unité phosphoryle le PIP2 (Phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate) en PIP3 (Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate). Le domaine PH (Pleckstrin
Homology) de la sérine/thréonine kinase Akt est tres affin pour le PIP3. Ce recrutement
membranaire de Akt permet aux kinases PDPK1 (Phosphoinositide-Dependent Protein
Kinase) et PDPK2 de la phosphoryler sur ses sérines 308 et 473 (Cantley, 2002). Akt, ainsi
activée, induit la phosphorylation de la sous-unité p65 dexBIBur sa sérine 536. Cette
étape est indispensable a I’activation de NF-kB, sans pour autant influencer la translocation

nucléaire du facteur de transcription (Arbibe et al., 2000).
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Figure 6. Reconnaissance par TLR2 et réponse aux lipopeptides bactériehss protéines bactériennes sont

la cible d'acétylation sur leurs cystéines N-terminales. Dans les bactériasndpdaitif et le mycoplasme, les
lipopeptides subissent une aiéylation, alors que celles des bactéries a Gram-négatif et des mycobactéries
subissent une t&ecéylation. TLR2 forme un hétérodimére avec TLR1 ou TLR6. TLRihaanal hydrophobe

qui fixe le troisieme adtyl, ce qui lui permet de lier les lipopeptides triacétylés. Ce canal hydrophobesest ¢
dans TLR6 par la présence de phénylalanines, de maniere a ce quediinéér TLR2/TLR6 reconnaisse les
lipoptides diacétylés. Chacun de ces hétérodimeres induit une cascade d'activaiissaattcax I'induction du
systéme immunitaire inné, incluant l'instruction de la réponse mmtaie adaptative par la libération de
cytokines, de la phagocytose, et de la réponse antimicrobienne.

D'apres Schenk et al., Immunity, 2009
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Figure 7. Signalisation de TLR2 Les hétérodimeres TLR2/TLR1 ou TLR2/TLR6 reconnaissent leurs ag®enis
ce qui engage deux voies de signalisaties. voies aboutissent a 1’activation de 1’hétérodimere p50/p65 de NF-
kB. La premiéere voie est la voie MyD&8pendante. La deuxiéme voie nécessite I’engagement de Racl, de la
PI3-K et Akt. Cette voie conduit a la phosphorylation de la sous-unité p65-¢8 NF

D’apres Arbibe et al., Nature Immunol, 2000.

2. Réqulation de la réponse immunitaire innée

2.1La regulation membranaire
La membrane plasmique des cellules eucaryotes permet de participer au maintien de la
physiologie des cellules (la communication, le transport, les contacts, la transduction du
signal) (Fivaz et al., 1999; Pike, 2004, 2006; Simons and Ikonen, 1997; Simons and Toomre,
2000). Elle est composée de radeaux lipidiqgues (microdomaines constitués d'une variété de

lipides et de protéines) qui la rendent hétérogéne.
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2.1.1.Les plateformes de signalisation

Au cours des derniéres anneées, les radeaux lipidiques ont largement été étudiés et leur
réle dans le maintien de la physiologie cellulaire a été montré (Edidin, 2003; Lingwood and
Simons, 2009; Pike, 2008). Ces microdomaines membranaires sont riches en sphingolipides et
en cholestérol. Les sphingolipides interagissent avec le cholestérol dans les repliements
externes de la membrane cellulaire, ce qui induit la formation de domaines membranaires
distincts au sein méme des radeaux lipidiques. Ces régions membranaires sont extrémement
ordonnées et flottent dans la bicouche de glycérophospholipides (Dykstra et al., 2003). La
composition de ces microdomaines leur confére une résistance aux détergents non-ionigues, a
basse température (Brown and London, 1997). lls peuvent étre isolés par ultracentrifugation
dans les fractions de faible densité.

La fonction de nombreuses protéines (a ancrage GPIl, de signalisation et du
cytosquelette) est dépendante de leur assemblage dans des radeaux lipidiques, indiquant leur
réle de plateformes de signalisation (Rajendran and Simons, 2005). En facilitant la co-
localisation des protéines essentielles a la signalisation cellulaire, les radeaux lipidiques
participent & la réponse immunitaire (Henderson, 2004). Leur réle dans la transduction du
signal, suite & ustimulus se fonde sur la facilitation de la localisation de tous les composants
au niveau d'un compartiment membranaire. Cette compartimentation dans les radeaux
lipidiques prévient l'attaque de ces molécules par des enzymes défavorables. En effet, en
protégeant les protéines phosphorylées de l'action de leurs phosphatases et en formant des
complexes de signalisation, pouvant eux-mémes se réunir en de plus larges plateformes, ces
microdomaines peuvent amplifier ou moduler une signalisation, ou méme étre le carrefour de
plusieurs voies de signalisation et fonctions cellulaires (trafic vésiculaire, signalisation,
internalisation et bourgeonnement viral) (Rajendran and Simons, 2005; Zajchowski and
Robbins, 2002). Le cholestérol présent dans ces domaines joue un rble essentiel dans
I'endocytose et le trafic intracellulaire permettant l'internalisation des toxines, bactéries et
virus (Figure 8) (Lajoie and Nabi, 2007; Rajendran and Simons, 2005; Simons and Ehehalt,
2002).
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Figure 8. Réle des radeaux lipidiques dans les mécanismes cellulairés. membrane est composée de
plusieurs radeaux lipidiques, assimilés a des structures dynamiqusaentlisonstitués de PRRs ainsi que de
molécules permettant la transduction du signal. Aprées stimulation, les rdihdigues peuvent alors fusionner
et devenir de larges plagues membranaires stables. Ces plaques recrutententi exaasemble de protéines
membranaires. Les radeaux peuvent alors intervenir dans différentes fornetilteires (trafic vésiculaire,
signalisation, internalisation et bourgeonnement viral).

D'aprés Rajendran et Simons, Journal of Cell Science,.2005

Par ailleurs, les radeaux lipidiques organisent la réponse immunitaire en autorisant
cette colocalisation. Initialement étudiées dans l'immunité adaptative, ces plateformes de
signalisations ont également été impliqguées dans la réponse immunitaire innée de part leur
réle dans la formation des synapses immunologiques (Riethmuller et al., 2006; Saito and
Yokosuka, 2006; Zech et al., 2009). Dans l'immunité innée, elles participent a l'internalisation
des pathogenes et a la réponse inflammatoire (Lajoie and Nabi, 2007; Riethmuller et al.,
2006). Ces radeaux facilitent le rapprochement des PRRs avec les molécules permettant la
transduction du signal conséquente a un stimulus. Dans le cas de I'engagement des TLRs, la
composition protéique des radeaux lipidiqgues varie. Le détail de ce protéome et de ses

variants est méconnu et représente la problématique principale de notre équipe.
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Des travaux préliminaires du laboratoire ont associé diverses techniques de
protéomique afin de déterminer les protéines qui sont recrutées ou exclues différentiellement

en fonction de I'état de stimulation et de I'hétérodimére de TLR2 engagé dans des monocytes.

La structure membranaire joue un rble essentiel dans l'organisation de la réponse
immunitaire. En effet, la répartition spatio-temporelle des PRRs est indispensable a leur
activité de reconnaissance et de signalisation. Les radeaux lipidiques sont codstitués
certain nombre de récepteurs et de molécules d'adhésion ou de co-stimulation comme CD14,
CD16, CD48 et CD58. Les récepteurs sont ancrés dans les plateformes par des groupements
GPI. En revanche, en I’absence de stimulation, les autres protéines transmembranaires en sont
en général exclues (Horejst al., 1999). Cependant, la palmitoylation leur permet d'étre
compartimentées dans les radeaux lipidiques. Les récepteurs impligués dans l'immunité
posseédent une région transmembranaire dont les caractéristiques conformationnelles et
chimiques facilitent le mouvement membranaire ainsi que la localisation dans des
microdomaines riches en céramides (Bock and Gulbins, 2003; Grassmé et al., 2003). lls sont
recrutés dans les radeaux lipidiques suite & une stimulation par leurs agonistes. lls peuvent
ainsi former des complexes avec les autres protéines nécessaires a la signalisation. Les
radeaux lipidiques peuvent également recruter des protéines cytoplasmiques a condition
qu’elles aient une double acétylation (palmitoylation ou myristoylation). Des Src kinases,
comme Lyn, ainsi que certaines GTPases subissent ces modifications post-traductionnelles ce
qui leur permet d'étre recrutées dans les radeaux lipidigues en réponse a un stimulus
particulier (Koegl et al., 1994; Prior et al., 2001; Yang et al., 2010). Enfin, certaines
molécules comme les phosphoinositides PIP2 et PIP3 sont trés représentées dans ces
microdomaines ou elles participent a la transduction du signal (Lasserre et al., 2008;
Triantafilou et al., 2002; Wang and Richards, 2012).

De part leur capacité a réguler les interactions et les fonctionnalités protéiques, les
radeaux lipidiques permettent la formation d'un complexe moléculaire d'activation spécifique
du PRR (Kawai and Akira, 2006; Ozinsky et al., 2000; Trinchieri and Sher, 2007). Les TLRs
activés et dimérisés sont ainsi recrutés rapidement et transitoirement dans ces plateformes de
signalisation (Shin et al., 2008; Soong et al., 2004; Triantafilou et al., 2004; Wong et al.,
2009). De nombreuses molécules de signalisation sont ainsi activées comme la NADPH
oxydase, MyD88, IRAK1, PI3-K, Racl et les protéines chaperonnes, du type des HSPs. Tous

les éléments de la transduction du signal étant ainsi spatialement rapprochés, une réaction
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inflammatoire peut alors étre induite (Levitan and Barrantes, 2012; Shin et al., 2008; Soong et
al., 2004; Triantafilou et al., 2002). Au sein de cette plateforme de signalisation les cascades
de phosphorylations sur résidus tyrosines sont importantes. En effet, de nombreuses Src
kinases sont recrutées dans les radeaux lipidiques et la stimulation des récepteurs (comme par
de l'exoenzyme, composant dReaeruginosa est concomitante d'une augmentation des
phosphorylations sur résidus tyrosines. Cette cascade aboutit a la production de cytokines pro-
inflammatoires comme le TNE(Epelman et al., 2008).

En plus de réguler la formation des complexes protéiques, les microdomaines
membranaires modulent I’inflammation. IIs internalisent les récepteurs de I’immunité, comme
les TLRs, par endocytose. En effet, on observe que la stimulation de TLR4 induit sa
translocation, clathrine et dynamidépendante, dans 1’endosome (Tanimura et al., 2008).

TLR4 est alors dégradé par le systeme ubiquitioeasome ce qui diminue I’activation de

NF-xB (Husebye et al., 2006). Cependant, la localisation de TLR4 dans les endosomes
précoces ne conduit pas a sa dégradation mais a I’engagement de la voie TRIF/TRAM,
indépendante de MyD88 (Kagan et al., 2008}te voie est inhibée, au niveau de I’endosome

tardif, par la déstabilisation du complexe TRIF/TRAWR TAG (variant inhibiteur de
TRAM). Cette dislocation initie la dégradation de TLR4 (Sheedy et al., 2009). Le mécanisme
d’endocytose de TLR4 participe a 1’activité présentatrice d’antigénes des cellules (Figure 5)
(Husebye et al., 2006).

D'autre part les radeaux lipidiques participent a I'éradication directe des pathogénes,
non plus par leurs protéines, mais par leurs composants lipidiques. En effet, certains
pathogenesH. pylori, E. coli et C. albicang interagissent avec des sphingosines des radeaux
lipidiques a la surface des PNNs, ce qui induit la production d'ions superoxydes et de
molécules participant au chimiotactisme (Yoshizaki et al., 2008). La déstabilisation des
radeaux par la BICD (methylf3-cyclodextrine) est corrélée avec la diminution significative
de l'internalisation du pathogene par les cellules phagocytaires (Alfsen et al., 2001; Gilk et al.,
2013; Grassmé et al.,, 2003; Rajendran and Simons, 2005; Vieira et al., 2010). En effet,
I'interaction entre les lipides du microdomaine et le cytosquelette de la cellule module le trafic
vésiculaire, la maturation et la fusion lysosomale.

Ces plateformes de signalisation participent également au mécanisme d'apoptose. Si
elles ne sont pas stables, un pathogene comaguginosan'est plus internalisé et I'apoptose
des cellules infectées est diminuée. L'infection n'est alors plus contrélée et elle tend a induire

une production anarchigue de cytokines pro-inflammatoires, ce qui abouti le plus souvent a la
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mort du patient par choc septique (Grassmé et al., 2003; Grassme, 2000; Riethmuller et al.,
2006). Suite a la stimulation du PRR par son pathogéne, linternalisation de ce dernier

nécessite I'engagement de Src kinases. La reconnaissaRcaedaginosgpar TLR2 induit,

par exemple, I'endocytose du pathogéne par un remaniement du cytosquelette médié par
I'activation de la P13k via Lyn (Kannan et al., 2008).

Enfin, au cours de I'évolution, un certain nombre de pathogénes ont développé un
mécanisme de subversion du systeme immunitaire fondé sur [l'utilisation des radeaux
lipidiqgues comme voie d'entrée pour infecter les cellules cibles (Hartlova et al., 2010; Manes
et al., 2003; Riethmuller et al., 2006). Les pathogénes intracellulaires tendent a envahir la
cdlule par une voie clathrine-indépendante, ce qui leur évitent la dégradation lysosomale. lIs
se créent alors leurs vésicules, s’offrant ainsi un environnement favorable a leur réplication.
lIs peuvent donc interférer avec les voies classiques de signalisation aboutissant a I'éradication

des pathogénes (Gatfield and Pieters, 2000).

2.1.2.Les partenaires extracellulaires

Les TLRs peuvent interagir avec des @aires afin d’augmenter ’efficacité de la
reconnaissance et de [I’initiation de la réponse. En effet, des récepteurs solubles
extracellulaires favorisent la reconnaissance des PAMPs par les TLRs (CD14, LBP ou MD2)
(Frey et al., 1992; Kelley et al., 2012; Ranoa et al., 2013). Des éléments extracellulaires
peuvent exercer un rdle inhibiteur sur I’inflammation telles que des formes solubles des
récepteurs et des co-récepteurs (CD14, TLR4 ou TLR2) qui entrent en compétition avec leurs
homologues membranaires (Figure 9). Ces formes solubles sont produites par des
monocytes/macrophages et inhibent leur sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (comme
le TNFa), en réponse a un stimulus (Frey et al., 1992; Kelley et al., 2012; Raby et al., 2009;
Zunt et al., 2009)L’environnement extracellulaire participe également a la réponse anti-
infectieuse. La vitronectine, par exemple, est une glycoprotéine de la matrice liexdieee
qui facilite la reconnaissance des lipopeptides bactériens par le complexegJLLR2frine
(Gerold et al., 2008).
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Figure 9. Régulateurs solubles des TLR4.es formes solubles des TLRs représentent les premiéres lignes de
blocage de la signalisation. Par exemple, les TLR2 membranaires et solubles peuiemau méme ligand.
L’interaction du TLR2 membranaire avec sagoniste initie ’activation de la signalisation dépendante de
MyD88 qui aboutit a ’expression des geénes inflammatoires. Dans le panneau de gauche, le TLR2 soluble peut
entrer en compétition avec la forme membranaire. Il prévig@si 1’interaction entre la forme membranaire de
TLR2 et son ligand, ce qui blogue la signalisation en aval. Dans lepame droite, MD2 et CD14 sont les co-
récepteurs nécessaires a la reconnaissance du LPS par TLR4 et a ’activation des facteurs de transcription de la
famille de NFxB. Le TLR4 soluble peut interagir avec MD2 et inhiber la formation du tswepl LR4/MD2,

ce qui bloque la signalisation en aval. BBkuton’s tyrosine kinase ; TRAF, Tumor-necrosis factor-Receptor-
Associated Factor ;6TRIF, TIR domain-containing adaptor protein inducing interferon befRAM, TRIF-
Related Adaptor MoleculéRAK, Interleukine-1 receptor associated kinase

D’apres Liew et al, Nature Reviews Immunology, 2005.

2.1.3.Les partenaires transmembranaires

La régulation de I’inflammation peut également Se faire au niveau membranaire du fait
de la grande diversité des récepteurs. L’invasion de l’organisme par un pathogeéne peut
engager plusieurs TLR$ls peuvent interagir entre eux ou avec d’autres PRRs comme la
dectine, les récepteurs du complémentiajn&vec des récepteurs inhibiteurs. Leurs actions
peuvent se conjuguer vers une explosion de la réponse inflammatoire (Fan and Cook, 2004;
Foster et al., 2007).’engagement des voies MyD88 dépendante et indépendante aboutit par

exemple a une augmentation de la production de cytokines pro-inflammatoires (Bagchi et
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Herrup 2007). Le partenariat entre la dectine 1 (CLR reconnaissant les parois fongiques par
leur composant majoritaire, fe1-3-glucane) et TLR2 (Brown et al., 2003; Ifrim et al., 2013)
facilite la résolution d’une infection fongique (commeC. albicang. En revanche, les PRRs
peuvent se réguler mutuellement dans un phénoméne de tolérance lors d’une infection
secondaire (Fan and Cook, 2004; Foster et al., 20@7)hénomene est di a I’inhibition de
I’expression ou de I’activité de protéines modulatrices, comme IRAK1. Cependant, il induit

une diminution de la réaction inflammatoire sans moduler la défense anti-microbienne
(Tsukada et al., 2007; Turner et al., 2009). Ce phénoméne est utilisé comme un mécanisme de
subversion par un certain nombre de pathogéenes cdvhmaberculosis(Simmons et al.,

2010).

Par ailleurs I’action des TLRs peut croiser avec celle des récepteurs du complément
(Hajishengallis and Lambris, 2011). Cette association, qui amplifie la production de cytokines
pro-inflammatoires (TNE&, IL13, IL6), implique surtout les TLRs engageant la voie MyD88-
dépendante et le C5aR (Zhang et al., 2007). Ces deux voies peuvent également se réguler
mutuellement. D’une part, CR3 augmente la quantité de PIP2 membranaire en activant ARF6,
ce qui induit le recrutement de TIRAP/Mal et active la voie de signalisation en aval de TLR2.
D’autre part, la stimulation de TLR2 engage la voie de la PI3-K, ce qui augmente I’affinité du
CRS3 pour son ligand (Harokopakis and Hajishengallis, 2005; Kagan and Medzhitov, 2006;
Sendide et al., 2005).

D’autres récepteurs de I'immunité innée, connus pour leurs rdles de modulateurs
négatifs, peuvent également inhiber la réponse inflammatoire, comme TRAILR, le récepteur
de TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand), SIGIRR (Single ImmunoGlobulin
ILLIR-Related molecule), ST2 (interleukin 1 receptor-like 1) ou RP105 (Radioprotective
Protein 105KDa) (Figure 10). TRAILR est identifié pour son rble apoptotique dans les
cellules tumorales. Des études menées dans des modéles tmaitihsont montré une
meilleure clairance virale (cytomégalovirus) ainsi que 1’augmentation de la production de
cytokines pro-inflammatoires, en réponse a la stimulation des macrophages par des agonistes
de TLR2, TLR3 et TLR4. Par ailleurs, le lien est réciproque car la stimuldidun de ces
TLRs induit une augmentation de la production de TRAIL (Diehl et al., 2004). SIGIRR est un
récepteur qui possede un domaine TIR. Contrairement aux autres récepteurs composés de ce
domaine, il ninitie aucune voie de signalisation en aval. Il peut cependant séquestrer MyDS88,
ce qui régule négativement la voie de signalisation en aval des TLRs (Gong et al., 2010; Wald

et al., 2003). ST2 est connu pour étre un régulateur négatif de la voie de signalisation en aval
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de TLR2, en séquestrant MyD88 et Mal/TIRAP ou en bloquant la dégradatiaB d8rint

et al.,, 2004; Buckley et al., 2011; Takezako et al., 2006). RP105 posséde une structure
homologue a celle des TLRs mais il a perdu un des domaines TIR. De maniére similaire a
I’hétérodimére TLR4/MD2, RP105 forme un complexe avec MDI1. Des études in vitro ont

montré que les deux hétérodimereexpriment dans les mémes types cellulaires et
interagissent directement, ce qui diminue I’affinit¢ du LPS pour TLR4/MD2. MD?2 étant un
corécepteur de TLR2, RP105 peut également inhiber sa signalisation en aval (Tiada et a
2008).

TLRZ, TLR4
TRAILHA or TLR2
ST2L
olGIF‘ﬂ
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Figure 10. Représentation de la régulation des TLRs par des modulateurs transmembranairelsa
signalisation en aval des TLRs peut étre contrélée par des régulateurs astoaesnbrane. ST2L (interleukin

1 receptor-like 1) interagit avec MyD88 et Mal. Il séquestre les composants dmille fdes facteurs de
transcription NF<B dépendants de MyD88 et activés par TLR2, TLR4 et TLR9. SIGIBRgle
ImmunoGlobulin IL1R-Related molecule) se fixe sur TLR4 et IRAK etmtdps voies de signalisation en aval.
ST2L et SIGIRR n’affectent pas les voies de signalisation des TLRs indépendantes de MyD88. TRAIL-R (TNF
Related Apoptosis-Inducing Ligande®ptor) supprime I’activation de la famille des facteurs de transcription
NF-xB en aval des TLRs. Il semble stabiliseBlet bloquer sa dégradation ce qui lui permet de réguler les voies
dépendantes et indépendantes de MyD88.

D’apres Liew et al, Nature Reviews Immunology, 2005.

Certaines bactéries engagent des récepteurs membranaires inhibiteurs leur permettant
de détourner la réponse inflammatoire afin de survivre. C’est ainsi que le récepteur
transmembranaire CEACAML reconnait les protéines de surfaces bactériennes (uspal et opA)

ce qui inhibe la signalisation en aval de TLR2 (Slevogt et al., 2008).
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2.2 La régulation intra-cytoplasmique

2.2.1.Les r@ulateurs intracellulaires

Comme dans la régulation membranaire de la voie TNF-«B, les TLRs peuvent
interagir avec d’autres récepteurs de I'immunité. Dans ce cas, les récepteurs sont des
récepteurs solubles, les NLRs. Par exemple, I’inflammasome NALP3 intervient en aval de
certaines voies de signalisation des TLRs. En effet, en aval de la stimulation de TLR4, il
participe a la maturation de la pro-fklet IL13 et donc a I’activation de la caspase 1
(Giamarellos-Bourboulis et al., 2009)’autres voies de signalisation, en aval de TLR7 et de
TLR2/TLR6, aboutissent également a une activation de la caspase 1 par le mécanisme de
I’inflammasome mais indépendamment de MyD88, Tirap/Mal ou TRIF (Kanneganti et al.,
2006a, 2006b; Kleinnijenhuis et al., 2009; Yamamoto et al., 2004). Les NODs et les TLRs ont
une molécule commune a leurs voies de signalisation, la kinase RICK (Receptor-Interacting
serine/threonine Kinase). Les récepteurs pourraient amplifier mutuellement le produit de leur
signalisation (Fritz et al., 2006; Tada et al., 2005).

Afin d’éviter les dommages hyper-inflammatoires, les voies de signalisation en aval
des TLRs doivent étre activées de maniére transitoire. Elles sont donc composées de
nombreux immuno-modulateurs solubles (Figure 11). lls agissent essentiellement au niveau
de la formation du complexe d’activation, suite a la reconnaissance du signal de danger par
les TLRs, ou de la cascade de phosphorylations (Liew et al., 2005). Parmi eux, IRAKM
inhibe la dissociation du complexe IRAK1/IRAK4, ce qui favorise la tolérance endotoxique
(Kobayashi et al., 2002)RAK?2 posséde de nombreux variants basés sur 1’épissage du géne.

Certains d’entre eux sont dépourvus de région DD, ce qui inhibe I’activation de NF-«xB de

facon dose dépendante. TOLLIP (Toll Interacting Protein) est recrutée dans le complexe
membranaire d’activation par le PIP3 membranaire. Elle interagit alors avec TLR2 ou TLR4

et bloque la voie d’activation de NF-xB dépendante de MyD88 (Capelluto, 2012). MyD88s

eg un variant d’épissage de MyDS88. Il séquestre MyD88 en s hétérodimérisant, ce qui bloque
spécifiquement 1’activation de NF-xB au niveau d’IRAK1 (Jeong and Lee, 2011).
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Figure 11. Représentation de la régulation des TLRs par des modulateurs intracellulagelLes voies de
signalisation en aval des TLRs sont finement régulées par des régulatmlogenes. TRIAD3A induit
I’ubiquitination et la dégradation de certains TLRs alors que MyD88s a des fonctions antagdaidMg®88.

Les protéines inhibitrices telles que SOCS1 (Suppressor Of Cytokine SignallilgAKM, TOLLIP (Toll-
Interacting Protein), IRAK2c et IRAK2d supprimesélectivement les fonctions de IRAK en ciblant les voies de
signalisation en aval des TLRs. La PI3-K (Phosphatidylinositol 3-Kingsg)le négativement les voies de
signalisation en aval de certains TLRs. A20 dé-ubiquitine TRAF6 et affecteoles de signalisation
dépendantes et indépendantes de MyD88. NOD2 peut inhiber la signalisation da @2 en supprimant
I’activité de la famille des facteurs de transcription NF-kB.

D’apres Liew et al, Nature Reviews Immunology, 2005.

2.2.2.Les cascades de phosphorylations
Le transfert de I'information des récepteurs jusqu’aux facteurs de transcriptions
nécessite une séquence d’activité enzymatique. Les enzymes les plus fréquemment associées

a la régulation de la défense anti-infectieuse sont les protéines kinases (Manning et al., 2002;
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Murphy et al., 2012). Les résidus ciblés par ces enzymes sont les sérines, thréonines et
tyrosines. Les phosphorylations de ces résidus ne sont pas exclusives. Leur équilibre permet
la régulation de I’activité enzymatique des intermédiaires de la signalisation. Il est intéressant

de noter que les phosphorylations sur serines/thréonines sont plus fréquentes que celles sur
tyrosines. Ces dernieres sont pourtant indispensables a la signalisation dans la réponse
immunitaire innée (Murphy et al., 2012; Nag and Chaudhary, 2009).

Des études expérimentales ont montré que les phosphorylations sur TLR2, TLR3,

TLR4 et TLRS sont essentielles a 1’initiation des éveénements de signalisation en aval. Les
tyrosines 616 et 761 sont les clés de la signalisation activatrice de Ilf@B en aval de
TLR2, alors que les 759 et 858 le sont pour TLR3. La kinase essentielle en aval des TLRs est
la PI3-K. La sous-unité p85 se fixe aux résidus tyrosines phosphuiglésn domaine SH2.
Les deux tyrosines de TLR2 sont essentielles au recrutement de la PI3-K alors que seule la
tyrosine 759 est indispensable a TLR3. Certains des résidus tyrosines de TLR4 et TLR5 sont
aussi indispensables a ce recrutement, comme la tyrosine 798 de TLR5 et les tyrosines 674 et
680 de TLR4Carpenter and O’Neill, 2009).

Des travaux complémentaires ont montré I’implication des modifications post-
traductionnelles des molécules adaptatrices comme TIRAP/Mal ou MyD88. Mal est requise
en aval de TLR4 et TLR2. Elle est sujette a de hombreuses modifications. Elle possede un
domaine de fixation au PIP2, qui la localise dans la membrane plasmique ou elle peut agir
avec MyD88. Elle induit la phosphorylation de la Bt tyrosine kinase (Btk). Ses
tyrosines 86, 106, 159 et 187 sont essentielles a la liaisons a Btk et a 1’activation de NF-«xB
(Carpenter and O’Neill, 2009). La protéine MyD88, quant a elle, posséde un domaine reconnu
par les SH2 en C-terminal. Des études sur TLR4 et TLR5 ont montré que la phosphorylation
de ce motif « YXxM » permet le recrutement de la sous-unité p85 de la PI3-K, qui participe

alors a I’activation de NF-xB en aval de la signalisation (Laird et al., 2009; Rhee et al., 2006).

2.2.2.1. Les tyrosines kinases
Dans les cellules de I'immunité innée, les premieres étapes de phosphorylation sur
tyrosine sont a I’origine de fonctions anti-infectieuses telles que la phagocytose. En effet, la
chaine FcR est une molécule adaptatrice s’associant aux récepteurs dépourvus de domaine
ITAMs comme les FcRs (Fc receptor) et la dectine 2. Elle leur permet d’initier la transduction

du signal (Sanchez-Mejorada and Rosales, 1998; Sato et al., 2006). Les tyrosines kinases
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peuvent étre des récepteurs a activité tyrosine kinase (RTK) ou des protéines tyrosines kinases
(PTK) cytoplasmiques. Ces récepteurs sont des protéines transmembranaires composées d’un

domaine a activité tyrosine kinase ddeasompartiment cytoplasmique et d’un domaine de
reconnaissance du ligand dans le milieu extracellulaire. L’interaction du ligand avec son
récepteur induit une dimérisation de deux RTKs, leur phosphorylation et leur activation. Cette
phosphorylation activatrice a surtout pour cible les tyrosines de motifs consensus tels que les
domaines ITIMs (Immunoreceptor tyrosine based inhibition motifs) ou ITAMs
(Immunoreceptor tyrosine based activation motifs). Ces sites consensus phosphorylés sur
tyrosine présentenilus d’affinité pour de nombreux partenaires intracytoplasmiques, eux-

mémes impliqués dans la signalisation (Abram and Lowell, 2007; Verbrugge and Meyaard,
2005). Les kinases agissent donc rarement de maniére isolée. Le plus souvent, elles sont au
ceeur de réseaux complexes d’autres kinases, de récepteurs, de protéines adaptatrices et de

facteurs de transcription. La régulation de ce réseau est basée sur la localisation des
partenaires et leur capacité a interagir. En effet les kinases peuvent posséder des domaines du
type SH2 (Src Homology 2), SH3, PH (Pleckstrine Homology) ou GPI. Ces domaines
interagissent respectivement avec les motifs phosphorylés sur tyrosines (ITIMs, ITAMSs), les
motifs riches en prolines, les régions membranaires riches en PIP3 ou les radeaux lipidiques
(Manning et al., 2002).
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Figure 12. Représentation schémtique de I’implication des PTKs cytoplasmiques utilisant des
adaptateurs contenant des domaines ITAMs, dans la voie de signalisation activatricees immuno-
récepteurs, les récepteurs hémi-ITAM « C-type lectin » et les récepteuimmainitaires peuvent utiliser des
adaptateurs contenant des domaines ITAM et des tyrosines kinases cytoplasbh@guesnuno-récepteurs
classiques engagent des molécules de signalisation, directement coupddapiateurs FcRou a DAP12,
grace aux modifications de charge des résidus transmembranaires (« + » stikla figure). Ces immuno-
récepteurs sont composeés de protéines de la superfamille des immunogtofrdimme FcR, PIR-A (Paired-
immunoglobulin-like receptor) ou TREM (Triggering Receptor ExpressedVyeloid cells)) ou les CLRs
(comme la dectine 2, Mincle, MDL-1 (Myeloid DAP12-associating Lectin)). Lesptéars peuvent utiliser
leurs adaptateurs spécifiques de la signalisation. Les CLRs, par exempldes séquences ITAM-like
assemblés avec leur queue cytoplasmique (comme la dectine 1, CLEC2 (C-tyfie-like receptor 2) et
CLEC9A). Cette séquence differe par le résidu tyrosine (« Yxxxlusx« Yxxx| ») distal et non par celui
(« YXXL ») localisé au niveade la tyrosine proximale. Cette modification rend la tyrosine distale supatélns

la signalisation, d’ou la désignation de ces récepteurs comme étant des molécules « hémi-ITAM ».
Contrairement aux RRIIA, qui possedet une séquence ITAM dans leur queue cytoplasmique, les FcR
nécessitent des adaptateurs comme leyFtRDAP12. L’association entre ces récepteurs et les molécules
adaptatrices est encore peu décrite. Elle est représentée parurMalgré les différences dans I’initiation des
voies de signalisation spécifiques de chacun des récepteurs, les événaémérdasixgqui succedent a leur
engagement sont similaires. Leefpiére étape implique I’activation des Src kinases, représentées par « SFK »,

qui sont ancrées a la membrane par leurs sites d’acétylation N-terminaux. Les Src kinases phosphorylent les
adaptateurs ITAM, impliqguant le recrutement de la Syk kinase, qui pbode alors de nombreux autres
substrats comme les molécules d’échafaudage (SLP76 (Lymphocyte cytosolic protein 2), LAT (raft-associated
linker for activation of T cells) ou NTAL (Non-T cell Activating Linkgr)qui recrutent des molécules de la
famille de Vav pour initier la réponse. La fonction de Syk est essentielle pour I’activation de la PI3-K, qui génére

du PIP3 membranair Ce lipide sert de point d’ancrage aux kinases de la famille des Tec. Les membres de la
famille des Tec kinases contribuent a la phosphorylation des protéines d’échafaudage. Ces trois kinases
cytoplasmiques participent a la voie de signalisation dépenda calcium, a ’activation des MAPK et a
I’activation de NF-kB. Syk et les Src kinases induisent I’activation d’autres kinases (FAK/Pyk2). Elles
participent & la polyérisation de 1’actine, dépendante des voies Rho/WASP, (Wiskott-Aldrich syndrome
proten) et a ’origine des mouvements du cytosquelette des cellules de I’immunité innée indispensables aux
mécanismes d’adhésion, de migration et de dégranulation.

D’apreés Lowell, Cold Spring Harbor Perspectives in Biology, 2010.
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Par exemple, dans I’immunité innée, la signalisation en aval des TLRs est
conditionnée par les cascades de phosphorylations sur tyrosines. Trois familles principales de
kinases sont impliquées, la famille des Src kinases, celle de Syk (Spleen tyrosine Kinase)-
Zap70 (70 kDa Zeta-chain Associated Protein) et celle des Tec (Tyrosine kinase Expressed in
hepatocellular Carcinoma).

La famille des Src kinases est composée de huit membres contre cing pour les Tec et
deux, pour les Sylap70. Les cellules de I’immunité innée n’expriment que quatre des Src
kinases (Hck, Fgr, Lyn et Src), Syk et trois des Tec (Btk, Bmx et Tec) (Figure 12). De
maniére générale, les kinases tendent & agir séquentiellement dans la signalisation avec les Src
kinases qui agissent en amont et les Tec en aval de la voie (Lowell, 2010; Melcher et al.,
2007). Ces kinases ont été décrites comme étant les premieres molécules impliquées dans la
signalisation, en aval des récepteurs de I’immunité innée. Des études utilisant des inhibiteurs
spécifiques et des souris déficientes ont démontré leur role fondamental dans la défense de
I’hote et les conditions inflammatoires (Ingley, 2012; Lowell, 2010; Okutani et al., 2006)
Dans certains cas, ces kinases jouent un réle clair et direct dans la signalisation activatrice ou
inhibitrice de I’immunité innée. Dans d’autres cas, leur role peut étre plus indirect comme
dans la modulation de la réponse aux cytokines (IL1, IL6, IL12 eta)Ngui influence la
signalisation des TLRs (Chu and Lowel, 2005; Lowell, 2010; Meng and Lowell, 1997). Ces
kinases sont responsables des phosphorylations et des activations directes d’autres tyrosines
kinases cytoplasmiques, en particulier celles de la famille des Tec, FAK/Pyk2 (Focal adhesion
kinase 1/ Protein-tyrosine kinase 2-beta) et moins directement les Syk-Zap70. Les
mécanismes d’activation des Src kinases en aval des TLRs restent encore méconnus. En effet,
I’activation de TLR9 induit la phosphorylation de Hck et Lyn, ce qui favorise le recrutement
et la phosphorylation d’autres kinases (Syk, Pyk2). Cette signalisation est nécessaire a la
migration des cellules et a la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (Sanjuan, 2006). De
la méme maidre, Lyn est recrutée en aval de I’activation de TLR4, ce qui active Lyn et Pyk2.
Ce mécanisme joue un role essentiel dans I’internalisation de P.aeruginosapar les cellules
épithéliales (Kannan et al., 2006, 2008). Les Src kinases peuvent aussi agir en aval des TLRs
par les petites protéines G. En effet, I’activation de NF-xB en aval de TLR4 et TLR9 implique
la phosphorylation de la Rho GTPase Vavl (Figure 12) (English et al., 1997; Stovall et al.,
2004).

Les voies de signalisation dans lesquelles les Syk kinases sont impliquées, sont

beaucoup plus restreintes que celles des Src kinBBessont activées par 1’engagement de
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leurs SH2 par les domaines ITAMs. Syk est la seule kinase impliquée dans la voie de
signalisation dépendante des Src kinases. Néanmoins, les blocages des Src kinases ou de Syk
n’ont pas le méme phénotype car Syk est aussi impliquée dans des voies indépendantes des
Src kinases (Lowell, 2010). Cette protéine est un médiateur reconnu de la voie de
signalisation en aval du BCR. Comme pour les Src kinases, son rble exact en aval des TLRs
n’est pas totalement €élucidé. Cependant, il est clair qu’elle est activée aprés la stimulation de
TLR4 et de TLRY et qu’elle participe a ’activation de NF-kB. Son implication dans la voie de
signalisation d&\NF-kB passe par la régulation de la voie de la PI3-K (Figure 12) (Arndt et al.,
2004, Lee et al., 2009; Sanjuan, 200&) blocage de Syk et 1’utilisation de souris déficientes
pour ette kinase ont montré qu’elle est impliquée dans la régulation de la production d’IL10,
IL12 et TNFa (Chaudhary et al., 2007).

Trois des membres de la famille des Tec kinases sont exprimés dans les macrophages,
Btk, Tec et Bmx. Des analyses fonctionnelles des macrophages associées a des études
biochimiques ont montré 1’implication de ces kinases dans 1’inflammation. Des études
d’inhibition de ces kinases, associées a celles menées sur des souris déficientes, ont montré
gue cette famille est impliquée dans la signalisation en aval de TLRs. En effet, Btk possede un
domaine PH qui I’adresse a la membrane. De plus, elle interagit avec la région TIR de TLR2,
TLR4, TLR6, TLR8 et TLR9 de la méme maniére que MyD88 et Mal. Btk peut alors
s’associer a IRAK1 et initier la voie de la F3-En aval de I’engagement de TLR2 ou de
TLR4 par son agoniste, Btk est essentielle a ’activation de NF-xB et donc a la production de
cytokines pro-inflammatoire®oyle et al., 2007; Horwood et al., 2003; Jefferies and O’Neill,
2004; Liljeroos et al., 2007; Melcher et al., 2007; Tan et al., 2013).

2.2.2.2. Les tyrosines phosphatases

L’état de phosphorylation d’une protéine est régulé par ’action antagoniste des
protéines tyrosines kinases (PTKs) et des protéines tyrosines phosphatases (PTPs). Cette
action permet d’empécher une activation continue des partenaires de la signalisation et donc
d’éviter ’emballement de la réponse immunitaire. Les PTPs se situent généralement dans
I’environnement membranaire. Certaines sont transmembranaires et d’autres sont
cytoplasmiques, vésiculaires ou nucléaires mais toutes régulent la signalisation (Hendriks et
al., 2013; Tiganis and Bennett, 2007). Toutes les PTPs posseédent un site catalytique
spéecifique de motifs consensus ainsi que des sites régulant leur localisation ou leur activité, a

leurs extrémités N et C-terminales. Comme les PTKs, les PTPs possédent des domaines SH2,
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SH3 et GPI, en plus des domaines de fixation a ’ADN. Leurs sites d’action sont donc les
meémes que ceux des PTKs. L’action des PTKs et des PTPs est agoniste autant qu’antagoniste.
En effet, les Src kinases phosphorylent les motifs ITIMs ou ITAMs, ce qui initie le
recrutement des PTPs qui peuvent alors potentialiser ou inhiber la signalisation (Daéron et al.,
2008; Mustelin et al., 2005).

Dans les voies de signalisation des TLRs, de nombreux signaux inhibiteurs sont
médiés de cette maniére. Les domaines ITIMs phosphorylés paemende point d’ancrage
pour des phosphatases comme SHP1 ou SHIP1, qui modulent alors la signalisation en
déphosphorylant leurs substrats (Lowell, 2010). SHIP1 est une inositol 5-phosphatase qui
régule le niveau de PIP3 membranaire, produit par la PI13-K, en le reconvertissant en PIP2. De
cette maniere, en aval de TLR2, cette phosphatase inhibe la transactivaiérkBeainsi
que la production de cytokines pro-inflammatoires dépendantes de la voie de la PI13-K (Figure
13) (Strassheim et al., 2004). La PTP SHP1 jowedie inhibiteur sur ’activité de NF-xB et
des MAPKs. Elle bloque ainsi la production de cytokines pro-inflammatoires en aval de
TLR4. Cependant, elle se lie aussi a IRAKI1 et I’inhibe, ce qui favorise la production d’IFNs
de type Ivia RIG1 ou la voie de MyD88 (An et al., 2008). SHP1 semble également exercer un
role de régulateur négatif en aval de TLR2. Cependant, dans cette voie de signalisation elle est
recrutée sur le domaine ITIM de CEACAM1, ce qui lui permet de déphosphoryler la sous-
unité p85 de la PI&: et donc d’inhiber sa voie (Figure 13) (Cuevas et al., 2001; D’ Ambrosio
et al., 1995; Nagaishi et al., 2006; Scharenberg and Kinet, 1996; Slevogt et al., 2008).

SHP1 possede deux domaines SH2 qui lui confére la capacité a se fixer aux motifs
possédant des résidus tyrosines phosphorylés (lvashkiv, 2009; Wang et al., 2010b). En plus de
ces deux domaines, cette phosphatase est constituééomaine catalytique et d’une queue
C-terminale. Les modifications post-traductionnelles (phosphorylation sur sérines ou sur
tyrosines)de cette queue régulent 1’activité de la phosphatase (Ma et al., 2011; Poole and
Jones, 2005) (Figure 14). Dans les cellules hématopoiétiques, les SHPs sont exprimées dans le
cytosol et parfois dans le noyau (Craggs and Kellie, 2001; Yang et al., 2002b). SHP1 peut étre
recrutée a la membrane psarégion C-terminale, qui est composée de six acides aminés
« SKHKED ». Elle semble permettre son interaction avec les phospholipides et des protéines
de ces microdomaines membranaires comme CD3 et CD5 (Fawcett and Lorenz, 2005; Kosugi
et al., 2001; Sankarshanan et al., 2007).
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Figure 13. Représentation schématique des voies iblifirices, dans les cellules de ’immunité innée,
utilisant les ITIMs ou les ITAMs inhibiteurs. A gauche, sont situés les récepteurs inhibiteurs classiques qui
portent des domaines ITIMs sur leur queue cytoplasmique. Commedepteurs activateurs, ils peuvent
interagir avec des protéines de la superfamille des immunoglobulines ou desl@sRécepteurs inhibiteurs
sont souvent engagés en méme temps que les récepteurs activateurs, bien qu’ils reconnaissent des classes
distinctes de ligands. Les domaines ITIMs de ces récepteurs sonttgoliesphorylés par des Src kinases. Cela
aboutit au recrutement de PTPs ou de lipide phosphatases (comme SHBHP), qui régulent négativement

la signalisation en déphosphorylant leurs cibles. SHIP, convertit diredtéenBiP3 en PIP2 alors que SHP1
déphosphoryle les résidus tyrosines de motifs consensus comme Ies.ITA&s récepteurs inhibiteurs et
activateurs agissent de maniére concomitante. A droite, sont représentégpésurécportant des domaines
ITAMs inhibiteurs. Leurs voies en aval sont connues pour étre engagées fiaisdes de faible affinité entre
les récepteurs et leurs agonistes. Elles impliquent la phosphorylation partielmmdgeas ITAMS« ~P ») des
protéines adaptatrices comme kcB® DAP12. Cette phosphorylation incompléte induit le recrutement de
SHP1/2 & la place de Syk, ce qui engage une réponse analogue a celle olserléevdie ITIM classique.
Dans cette nouvelle voie, lorsque la liaison entre le récepteur et son agoniste effineeda voie de
signalisation engagée en aval est activatrice.

D’apres Lowell, Cold Spring Harbor Perspectives in Biology, 2010.
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Figure 14. Représentation schématique de la région C-terminale de SHP3HP1 est composé de deux
domaines Src-Homolog¥-(SH2) et d’une région catalytique (PTP). La région C-terminale porte deux sites
d’adressage nucléaire ainsi que deux résidus tyrosines et un résidu sérine phosphorylables.
D’apres Poole et al., Cell Signaling, 2005.
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Figure 15. Représentation schématique de l'auto-régulation de SHPile SH2 en N-terminal est en orange,
le SH2 C-terminal est en rouge et le domaine PTP est en magenta. Les astésgsestent les résidus du site
actif. Le ligand est en vert. Le SH2 N-terminal bloque le site actif du domained®idPune conformation
refermée. La fixation du ligand aux domaines SH2 induit un changedeeobnformation, résultant en la
libération du domaine PTP. La rotation du SH2 C-terminal repositionnbanalogue N-terminal et expose |
site actif du domaine PTP.

D’apres Wang et al., J Cell Biochem, 201 1.

Les modéles murins présentant des mutationptpe6 sont plus susceptibles aux
pathologies inflammatoires, a l'auto-immunité et aux affections pulmonaires (Croker et al.,
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2008). Comme toutes les PTPs, SHP1 est impliquée dans le maintien ou le retour de cellules
hématopoiétiques a I'état de repos. Pour éviter des déficits immunitaires, I'activité de SHP1
doit étre régulée. Parmi les méthodes de régulation de SHP1, I’'une d’entre elles implique une
autorégulation basée sur la conformation des deux SH2 (Barford and Neel, 1998). Ces
domaines forment des liaisons de charges avec le site catalytique, empéchant ainsi I’acces au

substrat. Dans cette conformation, le site de liaison des domaines SH2 est rendu plus
accessible. La fixation de ces domaines sur une protéine cible entraine un changement de

conformation qui libére le site catalytique (Wang et al., 2011; Yang et al., 2002a) (Figure 15

D’autres mécanismes de régulation peuvent étre impliqués dans la modulation de
I’activité phosphatase de SHP1: les phosphorylations de la partie C-terminale. Cette région
porte deux sites d’adressage nucléaire ainsi que deux résidus tyrosines et un résidu sérine
phosphorylables (Figure 14). La phosphorylation de la tyrosine 536, outre sa fonction
d’interaction avec la protéine adaptatrice Grb2, est un signe d’activation précédent a
I’interaction de SHP1 avec les protéines G (Bouchard et al., 1994; Lorenz et al., 1994; Ma et
al., 2011; Yang et al., 1998)es deux tyrosines participent a la potentialisation de ’activité
(Zhang et al., 2002). En ce qui concerne la phosphorylation sur la sérine 591, elle&st due
I’action de PKC et plus spécifiqguement de ses isoforenesd. Suite a I’activation cellulaire,

PKC phosphoryle SHP1 sur sa sérine 591 ce qui diminue significativement et transitoirement
I’activité phosphatase de cette derniére (Brumell et al., 1997; Jones et al., 2004; Lorenz et al.,
1994; Poole and Jones, 2005) (Figurg 16
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Figure 16. Représentation de la modulation de Pactivité de SHP1 par ses N et C-terminaux. L’activation
cellulaire, par de nombreux récepteurs, peut induire 1’activation ou ’inhibition de la fonction phosphatase de
SHPL1. Bien que le mécanisme varie entre les types cellulaires, SHP1, a son état basal uest conformation
refermée inactive. Suite a I’interaction des domaines SH2 avec un motif phosphorylé sur tyrosine, comme les
ITIMs ou ITAMs, la phosphatase s’active. On peut noter une nuance. Dans certains modeéles,1’état basal,
SHP1 est en complexe avec des motifs phosphorylés en tyrosine et ellecesttida®. Dans ce cas de figure,
I’activation du récepteur induit I’inhibition de la phosphatase. Bien que peu détaillé, le mécanisme d’inhibition

de SHP1 repose sur la phosphorylation de sa sérine 591 par uneepkotage.

D’apres Poole et al., Cell Signalling, 2005.
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2.2.2.3. Le role des protéines a motifs ITAM/ITIMs

De nombreux adaptateurs possédent des domaines ITIMs ou ITAMs qui recrutent des
PTKs ou des PTPs, ce qui module la signalisation en aval des TLRs (Lowell, 2010). Parmi
eux, DAP12 et FciRont été identifiés comme participant a la régulation de I’'immunité innée
(Hamerman et al., 2009; Ivashkiv, 20083 s’associent a des récepteurs comme les FcRs, les
B intégrines et les TREMs. Ils dirigent la signalisation de 1’inflammation sur une molécule
clé, CARDO9. Elle forme un complexe, avec Bcl10 et Maltl (Mucosa Associated Lymphoid
Tissue Lymphoma Translocation protein 1), qui contrble la production de cytokines en aval
des voies d’activation des MAPKs et de NF-kB (Lowell, 2010).

Les motifs ITAMs de DAP12, reconnus par Syk, sont essentiels a la fonction
inhibitrice de I’adaptateur. En effet, des études menées in vivo, montrent que la production de
cytokines promflammatoires, suite a 1’engagement des TLRs, est plus importante chez les
souris déficientes pour DAP12 ou Fciue chez les sauvages (Chu et al., 2008; Hamerman et
al., 2005).

2.2.3.L’ubiquitination

L’ubiquitination est un mécanisme de modification post-traductionnelle. Comme les
cascades de phosphorylation, elle joue un réle dans la signalisation en aval des PRRs.
L’ubiquitine se lie aux résidus lysines des protéines selon trois étapes impliquant trois
enzymes E1, E2 et E3. Le site de ’'ubiquitination est primordial dans le débouché de la
modification : activatrice (lysine 63) ou inhibitrice (lysine 48). Ce marquage conduit a la
dégradation de la molécule par le protéasome. Ce mécanisme de dégradation est essentiel a la
régulation de I’inflammation. En effet, la quantité de TLRs est maintenue et renouvelée grace
a ce mécanisme. La voie de signalisation TRAF6 est activée par I’auto-ubiquitination de la E3
ligase. IRAK1 est ubiquitinylée par les Pellinos. IRAK1 interagit alors avec IRAK4 e
phosphoryle les Pellinos, qui peuvent alors ubiquitiner TRAF6. A20, inhibe 1’activité des E3
ligases comme TRAF6, ce qui bloque la voie d’activation de 1’inflammation (Carpenter and
O’Neill, 2009).
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2.3La régulation génétique

2.3.1.NF-xB : chef d’orchestre de I’inflammation
Tous les membres de la famille des protéiN€s«<B, RelA (p65), RelB, c-Rel, p50

(précurseur de pl105), p52 (précurseur de pl00) et Relish ont conservé leurs domaines de
fixation a I’ADN et de dimérisation, appelés RHR (Rel homology region). lls leur conférent la
possibilit¢ de s’homo- ou s’hétérodimériser. RelB et c-Rel contiennent un domaine de
transactivation Germinal (TAD), qui leur permet d’activer I’expression des génes cibles.

p50, p52 et Relish portent un long domaine ankyrine (ARD) sur leur C-terminal, & la place du
TAD. Ce domaine ne peut pas activer I’expression du gene cible lorsqu’il est sous forme
d’homodimére (Napetschnig and Wu, 2013). Une des sous-unités les plus étudiées est p65.
Elle est couramment associée a p50 (Dyson and Komives, 2012). En plus de sa structure
primaire ses modifications post-traductionnelles jouent un rdle essentiel dans la régulation de
sa fonction. L’autre sous-unité emblématique tlF-xB est la sousmité p50. Lorsqu’elle est
associée a la sous-unité pl05, le complexe est indcti€ontraio, la formation d’un
complexe entre p50 et une sous-unité Rel a une activité transcriptionnelle, grace au domaine
TAD de cette derniére. Etonnement, un homodimere de p50, dépourvu de TAD, peut avoir
une fonction activatrice ou répressive sur I’expression des genes. Cette activité est due au
recrutement de co-activateurs transcriptionnels, comme Bcl3 ou HDAC1 (Cristofanon et al.,
2008).

La famille du facteur de transcription Eucaryote fB-fégule I'expression d'une large
variété de genes, eux-mémes impligués dans de nombreux processus comme l'inflammation,
la croissance cellulaire et la différenciation. Ce facteur de transcription est activé en réponse a
divers stimuli comme les cytokines, les pathogénes, les dommages cellulaires ainsi que les
conditions de stress. L'activation des protéines de la famille deB\ést finement régulée
car une activation inappropriée peut étre a l’origine de phénomeénes d'auto-immunité,
d'inflammation chronique et de divers cancers (Courtine, 2010). Dans les cellules non-
stimulées, NF<B est lié & une protéine inhibitricasB. La liaison de ces deux partenaires,
masque le NLS (Nuclear Localization Signal) du facteur de transcriptionB\&-séquestre
le facteur de transcription dans le cytoplasme. Il ne peut alors ni se transloquer, ni se fixer a
I’ADN (Napetschnig and Wu, 2013). L'activation de la signalisation deB\Est initiée par

un stimulusextracellulaire reconnu par des récepteurs. Ces derniers initient une cascade de
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signalisation qui aboutit a I'activation d'IKK. Celui-ci phosphoryle alorgBedssocié a NF-

kB. kB libére le facteur de transcription et est dirigé vers le protéasome pour y étre dégradé.
Le dimére, ainsi libéré, est transporté dans le noyau ou il se fixe a ses séquences cibles et
active la transcription des genes (Napetschnig and Wu, 2013). Le facteur de transcription se
fixe sur les régions promotricaB3 de I’ADN, ou il recrute des co-répresseurs ou des co-
activateurs dans un seul complexe, I’enhanceosome. Il permet une régulation spécifique des

genes de I'immunité (Leung et al., 2004). Apres des études sur des modeles murins déficients
pour chacun des genes de la famille des facteurs de transciifiaB, les phénotypes
obtenus ont suggéré que chague membre de la famille Rel a une fonction biologique propre
(Gerondakis et al., 2006l.’hétérodimere le plus décrit et le plus représenté dans les cellules

de I’'immunité innée est p65 (RelA)/p50.

2.3.1.1. La sous-unité Rel A

En ce qui concerne la sous-unité p65, elle est impliquée dans la régulation critique de
I’apoptose médi¢e par TNFa au cours de I’embryogénese. En effet, I’inhibition de la voie de
signalisation de TNé& permet de mener le ddeppement embryonnaire a terme alors qu’il
était stoppé précocement chez les squBls”. Cependant, on constate une surmortalité post-
natale ayant essentiellement des causes infectieuses (Alcamo et al., 2001; Beg et al., 1995;
Doi et al., 1999). La sous-unité RelA a ainsi un effet protecteur, pour les macrophages et les
lymphocytes (T et B) vis-ais de I’apoptose médiée par le TNFa (Breg and Baltimore, 1996;
Prendes et al., 2003). Elle est aussi impliguée dans la mort cellulaire en réponse a la
reconnaissance de I’ADN double brin par TLR3 (Ringelhan et al., 2012). Cette sous-unité est
aussi indispensable a la génération des organes lymphoides secondaires dont sont dépourvues
les sourisrela’ et tnfr’~ (Alcamo et al., 2001). Par ailleurs, p65 peut exercer un rdle pro-
apoptotique en potentialisant 1’expression du géne FAS (Liu et al., 2012) L’importance de
cette sous-unité, dans la réponse anti-infectieuse, a été montrée dans des études cliniques. En
effet, dans la phase initiale pro-inflammatoire du sepsis, le diméere p65/p50 est responsable de
la transcription des génes pro-inflammatoires dans les PBMCs (Peripheral Blood
Mononuclear Cell), ce qui est associé a un mauvais pronostic pour ces patients (Arnalich et
al., 1999; Ghosh et al., 1998; Yoza et al., 2006).

La sous-unité RelA subit des modifications post-traductionnelles du type

phosphorylation ou acétylation. La sous-unité p65 posséde au moins huit sites de
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phosphorylation. Parmi eux, la sérine 276 et la sérine 536 sont des marqueurs fonctionnels de
I’activité canonique de NF-xB. La sérine 276 est essentielle au déplacement du répresseur
transcriptionnel, HDAC1 (histone destylases 1), et au recrutement du co-activateur
transcriptionnel, CBP/p300 (CREB (c-AMP Response Element-Binding pyroBanding

Proteir) (Haybaeck et al., 2009; Vermeulen et al., 2003; Zhong et al., 1998). La réponse a une
stimulation par du LPS et du TNFnduit la phosphorylation sur cette sérine. La sérine 536

est localisée dans le domaine de transactivation de p65. Sa phosphorylation résulte de
I’activité de IKK1, IKK2, IKKi (IKKe) et RSK (p90 ribosomal S6 Kinase). L’activité de p65

varie alors selon la kinase impliquée dans la phosphorylation de ce résidu sérine (Adli, 2006;
Perkins, 2004; Sakurai, 1999). En effet, la sérine 536 est essentielle a de multiples fonctions
de p65 (translocation nucléaire, durée de I’activité transcriptionnelle, taux de dégradation)
(Lawrence et al., 2005; Mattioli et al., 2004; Sasaki, 2005 ailleurs, 1’acétylation des

lysines participe a la liaison a I’ADN et a I’optimisation de la transcription (Chen and Greene,

2004; Jamaluddin et al., 2007; Zhong et al., 1998). Un autre mécanisme de régulation de la
transcription est fondé sur la dégradation de la sous-unité p65, par le systeme ubiquitine-
protéasome (Tanaka et al., 2007). Les dimeres deBNBent recrutés différentiellement en
fonction de 1’adéquation des génes cibles avec la cinétique de 1’inflammation (Adib-Conquy

et al., 2003; Saccani et al., 2000).

2.3.1.2. La sous-unité p50

Son hétérodimére, p50, a un rdle critique dans la prolifération lymphocytaire, la
production d’anticorps, 1’activité immunosuppressive de I’IL10 et la réponse immunitaire
innée. En effet, les modéles murins déficients pour p50 sont plus susceptibles aux infections a
L. monocytogenesS. pneumoniaeu E. coli et elles produisent moins de IL4, IL5, IL10 et
IL13 (Cao et al., 2006; Carmody et al., 2007; Das et al., 2001).

L’activité transcriptionnelle des dimeres de NF-xB, notamment du p50/p50 est
modulée par I’interaction de membres de la famille IxB. Ce dimére peut interagir avec Bcl3,
qui inhibe 1’expression génique en stabilisant la liaison de cHF-kB inactif avec I’ADN
(Carmody et al., 2007). Sa liaison avec CBP lui permet de transcrire des genes codant pour le
mécanisme anti-inflammatoire comme IL10 (Cao et al., 2006)teraction avec IkB( leve
I’inhibition de I’expression des génes pro-inflammatoires, exercée par 1’homodimeére.

Cependant, cette molécule potentialise leur répression lorsqu’elle se fixe a 1’hétérodimere

59



Régulation de la réponse immunitaire

p50/p65 (Motoyama et al., 2004).a synthése d’IkBNS (nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer in B cells inhibitor, dedta)induite par 1’IL10. Elle favorise la
liaison p50/p50 aux sites promotew ct inhibe la synthése de I’IL6 (Hirotani et al., 2005).

2.3.2.Les modifications épigénétiques

La régulation de I’expression des génes de I'immunité innée, comme le reste du
génome, implique des modifications épigénétiques. Elles sont chimiques, héritables et
réversibles. Sans introduire de mutation dans la séquence d’ADN, elles induisent une
variation de I’expression d’un ou plusieurs geénes (modification du phénotype sans
modification du génotype) aboutissant par exemple, a des modifications de la régwdation d
l'inflammation ou a une susceptibilité au sepsis (Medzhitov and Horng, 2009; Wen et al.,
2007; Xu et al., 2009Elles ont pour origine celles des histones et la méthylation de I’ADN
(Musselman et al., 2012).a méthylation de I’ADN joue un role clé dans la régulation de
I’expression génique chez les Eucaryotes. Bien qu’héritables, les profils de méthylation de
I’ADN génomique et de I’ADN mitochondrial peuvent étre modifiés par la différenciation
cellulaire, les maladies et I’influence de I’environnement. Les modifications des histones
(phosphorylations, méthylations, ubiquitinations, sumoylations et ribosylations) sont
localisées sur leur région N-terminale. Elles sont responsables de la régulation de la
condensation de 1I’hétérochromatine, et donc, de la répression génique (Rando, 2012).

Celles de la chromatine permettent également de réguler négativement la réponse
inflammatoire. Le meilleur exemple de la dualité de ce phénoméne se retrouve dans le

mécanisme de tolérance au LPS des macrophages (Ciarlo et al., 2013; Foster et al., 2007).

2.3.3.Les micros ARNs

Les micros ARNs (miARNs) sont de petits ARNs non-codants qui inhibent
I’expression post-traductionnelle des génes. Au cours des derniéres années, certaines études
ont montré leur implication dans la régulation des phénotypes des monocytes/macrophages
(Graff et al., 2012). lls agissent en inactivant les molécules de signalisation ou la stabilité des
cytokines en aval de I’engagement des PRRs. Plusieurs miARNs ont été mis en évidence dans
la régulation des voies de signalisation en aval de TLR2, TLR4 et TLR5. En effet des
MIARNs comme le miR146, le mil55 et le mil25a inhibent respectivement IRAK1/TRAF6,
IKK1/IKKe et le TNF (Baltimore et al., 2008)D’autre part, les miR29b et miR125b
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inhibent 1’expression d’un régulateur négatif de la voie NF-kB, TNFAIP3 (Tumor Necrosis
Factor, Alpha-Induced Protein 3) (Graff et al., 2012).

3. Variabilité de la réponse anti-infectieuse

L’invasion de I’organisme par un agent infectieux peut aboutir a des tableaux cliniques
de sévérité variable. De nombreux facteurs, dépendant du pathogéne et de [I’hote,
conditionnent la sévérité des phénotypes cliniques et biologiques observés. Une réponse pro-
inflammatoire exacerbée peut aboutir a des 1ésions tissulaires et aux défaillances d’organes
observées dans le choc septique (Annane et al., 2005; Hotchkiss and KarlA2063)éme,
I’amplification de la réponse anti-inflammatoire risque d’entrainer une immunodépression
secondaire et I’apparition d’infections nosocomiales (Angus et al., 2001; Annane et al., 2005;
Boldrick et al., 2002; Grimaldi et al., 2011; Hotchkiss et al., 2013; Pene et al., 2012; Vianna
et al., 2004). Depuis le séquencage du génome humain, de nouveaux outils regroupés sous le
nom de «omique, se sont développés et permettent aux chercheurs d’appréhender les
mécanismes qui sousadent la variabilité de la réponse de 1’hote au pathogene (Narjoz et al.,
2010) L’objectif est de mieux comprendre les tableaux cliniques, d’identifier les patients a
risque d’infection sévére ou d’évolution défavorable, et a terme de personnaliser les

traitements (Figure 17).

Plusieurs facteurs susceptibles d’influencer le pronostic du patient ont été identifiés:

- les facteurs liés au pathogeéne et a I’efficacité potentielle des traitements anti-infectieux
(virulence du pathogene, antibiothérapie adaptée, résistance au traitement, site de
I'infection et charge bactérienne ou virale) (Casadevall and Pirofski, 2003; Hornef et
al., 2002).

- les facteurs liés a I'hdte et & son environnement : age, immunodépression, insuffisance
cardiaque, cirrhose, cancer (Angus et al., 2001; Annane et al., 2005; Sutherland and
Walley, 2009; Vianna et al., 2004)

- dysrégulation des réponses immunitaires innée et adaptative

- des facteurs génétiques (Dahmer et al., 2005; Holmes et al., 2003; Kellum et al., 2007,
2007; De Maio et al., 2005).
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Figure 17. Approches de diagnostic et pronostic des pathologieses pathologies sont le produit de
modifications post traductionnelles des protéines, de variations dans leur stabdiééchangements dans leur
compartimentation. Elles peuvent avoir des causes génétiques héritées ites.indu compréhension de
I’origine de ces phénotypes physiopathologiques devrait permettre, a terme, d’améliorer les soins et de les
personnaliser.

D’apres Savaryn et al., Genome Medicine, 2013 & U.S. National Library of Medicine.

En effet, le rble des facteurs génétiques influencant la susceptibilité et la gravité du
sepsis a été exploré au cours de ces derniéres années (Dahmer et al., 2005; Holmes et al.,
2003; Kellum et al., 2007, 2007; De Maio et al., 2005). De nombreux polymorphismes
génétiquesaffectant la reconnaissance du pathogéne ou 1’organisation de la réponse
inflammatoire ont été associés avec une augmentation de la susceptibilité ou de la sévérité du

sepsis (Brenmoehl et al., 2007; Henckaerts et al., 2009; Lorenz et al., 2004)

3.1. Variabilité de la réponse immune liée au pathogene
La reconnaissance des bactéries est un phénomene complexe qui nécessite la
participation coordonnée de plusieurs TLRs (Fan and Cook, 2004; Foster et al., 2007). Ainsi,
la reconnaissance & pneumoniaemplique TLR2, TLR4 et TLR9 (Van der Poll and Opal,
2009). Celle deP. aeruginosaimplique TLR2, TLR4et TLR5 (Ramphal et al., 2008)
L’engagement de TLRs distincts est conditionné par les différents PAMPs présentés par le
pathogeéne, mais également par l’importance de I’inoculum ou le temps passé depuis

I’infection. De récents travaux ont ainsi montré que dans un modéle murin de pneumonié&a
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pneumoniag TLR4 et TLR2 jouent un réle complémentaire dans la reconnaissance et la
clairance bactérienne (Wieland et al., 2010). A faible inoculum, la réponse anti-bactérienne
est surtout dépendante de TLR4 alors que TLR2 est indispensable dans les étapes tardives de

I’infection lorsque I’inoculum augmente (Wieland et al., 2010).

3.2La variabilité liée a I’hote

Plusieurs pathologies sont dues a des polymorphismes déja caractérisés par diverses
études. Un polymorphisme génétique est une variation de séquence du génome dont la
fréquence est supérieure a 1% dans la population générale (Burton et al., 2005). Les
polymorphismes sont de deux types :

1. Les polymorphismes de répétition : lls représentent des répétitions en tandem de
minisatellites hypervariables (une séquence de 10 a 30 nucléotides répétée 3 a 30 fois)
et de microsatellites (une séquence de 2 a 10 nucléotides répétée 10 a 60 fois). Ces
marqueurs spécifiques des régions non codantes sont uniformément répartis dans tout
le génome.

2. Les polymorphismes de séquence : lIs représentent des variations isolées dues a des
substitutions, insertions ou délétions de un a plusieurs nucléotides. Les substitutions
d’un nucléotide (SNP, Single Nucleotide Polymorphism) peuvent étre dans des
régions codantes ou non codanfees SNPs fonctionnels font 1I’objet d’études car ils
modifient la fonction ou la quantité de protéine. lls sont composés de variations de
nucléotides dans les régions codantes aboutissant a la substitution d’un acide aminé
par un autre et modifiant structurellement ou fonctionnellement la protéine
(Guttmacher and Collins, 2005). Les SNPs des régions non codantes peuvent
également étre fonctionnels s’ils sont dans des régions participant a la transcription ou
d’épissage de I’ADN ainsi que dans celles modifiant la traduction ou la demi-vie de
I’ARNm. Les SNPs peuvent avoir plusieurs loci dans un méme chromosome, ils sont

donc héritables et forment des haplotypes.

Il peut s’avérer nécessaire de détecter les marqueurs des pathologies avant les premiers
symptdémes ou précocement dés leurs apparitions (Boehm, 1989; El-Sagheer and Brown,
2012; Eshaque and Dixon, 2006; Gholami et al., 2013; Luhken, 2012; Nielsen and Egholm,
1999; Olivier, 2005; Romppanen, 2005; Shouten et al., 2002; Syvanen, 1999; Tsongalis et al.,

2001; Vester and Wengel, 2004). En effet des études genétiques ont montré que la présence
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d’un polymorphisme peut étre associée a un phénotype, comme I|IRAK1l avec une
prolongation de la durée de la ventilation mécanique chez les patients septiques (Toubiana et
al., 2010) ou le génotypELR2-1350T/Qqui a un effet protecteur sur les infections sévéres du
tractus urinaire (Cheng et al., 2013)n certain nombre de pathologies comme les cancers ou
les maladies génétiques sont encore associées a des mutations inconnues sur un ou plusieurs
génes (Hoshino et al., 2012; Ozcelik et al., 2012; Zhang et al., 2012).

Les avancées dans la compréhension du lien entre I’expression génique et le
phénotype ont conduit a de nombreuses études épidémiologiQues. part, elles ont
souligné I’importance des facteurs génétiques humains dans la susceptibilité aux infections
graves. D’autre part, elles ont montré des différences ethniques dans la susceptibilité a un
pathogene sévissant dans un méme environnement, ce qui suggéere que ce phénomeéne aurait
des bases génétiques (Frodsham, 2004; Hill, 1998; Stead et al., 1990). Par ailleurs, une étude
prospective sur 100 ans, menée aux Etats-Unis, a souligné une prédisposition génétique a la
sévérité des infections K. influenzae(Albright et al., 2008). De plus, des études sur des
fratries jumélaires ont montré une augmentation de la susceptibilit¢ d’un individu a une
infection si son jumeau monozygote a déja été atteint (Casselbrant ML et al., 1999; Chang et
al., 1996; Christensen et al., 2010; Comstock, 1978). Enfin, des études épidémiologiques ont
analysé I’importance des facteurs génétiques par rapport aux facteurs environnementaux

(Peterson et al., 2008; Sgrensen et al., 1988).
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Figure 18. Effet des variants génétiques sur la susceptibilité aux infectionBans le cas des maladies
mendéliennes, des alléles rares sont a 1’origine de phénoménes marqués. Sur ce principe, plus le variant est
commun dans la population, moins il a d’effet. Cette approche est trés courante dans les études GWA (Genome
Wide Association). Il existe des pathologies en dehors de ces schémasallgldewvariants trés rares dans la
population et avec peu d’effet qui sont donc extrémement difficiles a identifier ; ii) des alléles communs a
I’origine de phénoménes facilement identifiables et influengant la réponse aux pathologies courantes.

D’apres Manolio et al., Nature, 2009.

Cette implication des facteurs génétiques dans la susceptibilité aux infections a aussi
été miseen évidence par 1’étude de déficits immunitaires monogéniques et héréditaires, dits
classiques. lls conférent une susceptibilité, des la petite enfance, a des germes peu virulents
qui conduisent a des infections graves et récurrentes. Par ailleurs, il existe des déficits non
classiques ne rendant le sujet sensible qu’a un seul type de germe (Bustamante et al., 2008).

Ces preédispositions mendéliennes sont rares mais elles présentent un phénotype clairement
identifiable (Figure 18) (Manolio et al., 2009). Les facteurs environnementaux peuvent
augmenter le facteur de risque génétiqgue dans des pathologies multifactorielles complexes et
hétérogénes (Figure 18) (Manolio et al.,, 2009). Ces pathologies sont souvent le fruit de
variants plus ou moins communs a l’origine de faibles phénomeénes. Ces prédispositions
géneétiques non-mendéliennes sont des polymorphismes génétiques, qui représentent des

facteurs de risque ou de gravité.
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3.3.La variabilité a I’origine des phénotypes complexes

La survie des patients aux infections graves nécessite une réponse immunitaire
appropriée (Xiao et al., 2011). Par une approche transcriptomique, les différences entre les
patients ayant subi des complications et ceux sans complication ont été étudiées. Quel que soit
le stimulus initial (polytraumatisme, brdlure, endotoxémie a faible dose), les variations
observées entre les deux populations sontugnignt d’ordre quantitatif et concerne 80% des
leucocytes. En effet, ces observations confirment I’hypothése de « I’inflammation non-
résolue » selon laquelle, les patients & phénotype complexe destinés a succomber a leurs
pathologies engagent les mémes processus genetiques que les patients qui se rétablissent. La
différence réside dans le degré et la durée de la réponse inflammatoire aigue (Nathan and
Ding, 2010) En effet, la transition de I’inflammation aigiie a celle chronique est associée a
une augmentation du risque de mortalité (Davidson et al., 2011). Ces variations extrémes sont
tres finement régulées et reproductibles selon les agressions initiales. Contrairement au dogme
admis (Xu et al.,, 2009; Zhang et al., 2Q10)s variations a 1’origine des phénotypes
complexes concernent les genes impliqués dans les mécanismes pro- et anti-inflammatoires
de I’'immunité innée comme de I’immunité adaptative. Le niveau basal d’expression génique
apres les variations initiales est retrouvé entre 7 et 14 jours apres 1’agression primaire pour les
patients sans complications. En revanche, il faut attendre prés de 28 jours chez les patients a
phénotype complexe. Chez ces derniers, dans les étapes précoces, la régulation positive des
genes de I’'immunité innée est concomitante d’une régulation négative de ceux de I’immunité
adaptative. Des anomalies portant & la fois sur I'immunité innée et adaptative expliquent donc
les phénotypes complexes, notamment inflammatoires (Xiao et al., 2011).

Depuis la définition du syndrome de réponse inflammatoire systémique (SIRS), la
complexité des casedepsis a été étudiée d’un point de vue protéomique et génomique. Les
connaissances ainsi développées ont permis de mieux appréhender 1) le controle de I’infection
par la régulation de I’immunité adaptative via I’immunité innée et par la modulation des
molécules essentielles a 1’interaction entre les monocytes/macrophages et les lymphocytes
ainsi que ii) la complexité de la réponse immunitaire a une infection ou a des dommages
tissulaires (Figure 19) (Salomao et al., 2012). Aprés des études génétiques, le mécanisme de
régulation négative a été décrit comme étant le pilier dans I’issue du sepsis. Un modele bi-
phasique a été proposd est composé d’une phase inflammatoire suivie d’une phase anti-
inflammatoire. Cette phase amiilammatoire, a [’origine du phénoméne d’immuno-

suppression, semble aboutir a des dérégulations majeures retrouvées chez les patients
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septiques. En effet, d& le cas des patients n’ayant pas résolu la primo-infection, la
diminution des cytokines priflammatoires et [’activation de I’immunité adaptative

induisent une réponse inefficace face a la persistance du pathogene et peuvent étre a 1’origine

d’une aggravation du pronostic. Ce phénomene est observé chez les patients succombant aux
pathologies septiques (Hotchkiss and Karl, 2003; Hotchkiss et al., 2013). Les études
génétigues comparant les patients septiqgues a ceux traumatiques sans sepsis ont permis de
révéler des variations dans 1’expression de pres de 3000 genes en réponse au LPS. Parmi eux,
84 sont impliqgués dans la signalisation des TLRs (Salomao et al., 2012). Ces genes
appartiennent a deux groupes: i) les genes de tolérance codant pour les cytokines pro-
inflammatoires et la régulation de la présentation des antigenes et ii) les genes de non-
tolérance codant pour les facteurs anti-inflammatoires et les effecteurs anti-microbiens.

De maniére intéressante, dans le cas des patients avec les pathologies les plus séveres
(sepsis sévere et choc septique), des études ont montré que les génes de la signalisation des
TLRs sont peu surexprimés voire réprimés (Figure 20). Des genes et des protéines différents
sont donc activés ou réprimés chez des patients dont le tableau clinique est celui d'une

infection, d 'un sepsis ou d'un choc septique (Salomao et al., 2012).
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Figure 19. Reconnaissance bactérienne et réponse inflammatoire durant le sep#s.Activation de la
réponse cellulaire dans les stades précoces de I’infection. B. Amplification de la réponse inflammatoire induisant
I’activation des lymphocytes et le recrutement des PNNs. C. Retour a I’homéostasie post-infectieuse.

D’apres Salomao et al., Schock, 2012.
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Figure 20. Voie de signalisation des TLRs dans les PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear €ll) de patients septiques (A),en sepsis sévére (Bpu en choc
septique (C) comparés a des patients sainkes genegnrouge sont surexprimés (changeme), ceuxenbleu sont réprimés (changemen?) et ceuxenblancne
subissent pasle variation significative (changement 2). Chez les patients avec les pathologies les plus séveres (sepsis etétiéoe septique), les génee la
signalisation des TLRs tendent a étre réprimés.

D’aprés Salomacetal., Schock2012
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4. L’identification de composants du cluster mokculaire d’activation

La variabilité de la réponse aritifectieuse est dépendante de 1’expression génique et
de la régulation protéique mais aussi de la localisation et des complexes protéiques ainsi que
de la protéoforme. Par leur composition, les plateformes de signalisation membranaires
permettent aux protéines de former des clusters transitoires facilitant 1’intervention des
différents modulateurs de la signalisation en aval des TLRs, notamment dgD{iR®&a et
al., 2003; Horejsi et al., 1999; Rajendran and Simons, 2005). En effet, deux travaux
significatifs ont montré que TLR2 et ses molécules de signalisation sont recrutés
transitoirement dans les radeaux lipidigues de monocytes stimulés avec des lipopeptides
(Soong et al., 2004; Triantafilou et al., 2002).

A travers la combinaison de techniques de protéomique différentielle, le laboratoire a
caractérisé le protéome des radeaux lipidiques de monocytes suite a leur stimulation par des
agonistes de TLR2 (Toubiana, 2010). Une approche par 2D-DIGE (Two Differential Gel
Electrophoresisla permis 1’étude de la cinétique d’inclusion/exclusion protéique et des
modifications postraductionnelles subies différentiellement suivant 1’état d’activation
cellulaire(Figure 21). L’analyse par un logiciel permet de faire une quantification relative de
I’intensité des spots et de déterminer lesquels seront prélevés pour étre identifié par MS (Mass
Spectrometry). Du fait des propriétés des radeaux lipidiques qui induisent une perte de
rendement lors des études sur gel, il a été nécessaire de compléter 1’é¢tude du recrutement
protéique par une approche « off-gel’iTRAQ (isobaric Tags for Relative and Absolute
Quantification). Cette approche complémentaire a pedidentifier 72 protéines recrutées
et/ou phosphorylées. Le lien de ces protéines avec la signalibiiieB a été analysé par
Ingenuity® (Ingenuity System, Redwood City CA), permettant ainsi de mettre en évidence
deux protéines d’intérét: la tyrosine kinase Lyn et I’enzyme Inosine monophosphate

déshydrogénase Il (IMPDHII) (Figure 22).
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Figure 21. Approche d’¢électrophorése bidimensionnelle. A. Exemple de gel obtenu par 2D-DIGE digitalisée.
Ce gel contient des protéines de deux conditions différenciées par le ma@ytage Cy5. Le Cy2 est le
standard interne (mélange a quantité égale des échantillons des deux conditions.étadigety ainsi scannés
sont analysés avec le logiciel DeCyderB. Représentation graphique, par DeCYdedes variations
guantitatives de IMPDHII en fonction des conditions de stimulation (NS, thmoitée ; Pam3, stimulée avec le
lipopeptide tri-acétylé Pam3) de lignées monocytaires (THP1).
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Figure 22. Représentation d’un réseau de la signalisation TLR2 - NF-kB par Ingenuity®. IMPDHII et SHP1
ont été intégrées dans le réseau de signalisation NHRB par I’utilisation d’une base d’extraction
bibliographique. IMPDHII, SHP1 (PTPN6), TLR2, et NB-sont encadrées de rouge.

4.1Lyn : fonction, structure et régulation
Parmi les PTKs identifiées, Lyn a été choisie pour son role de régulateur essentiel a
différents niveaux de la réponse immunitaire. Comme de nombreuses études 1’ont suggéré, la
Src kinase Lyn est associée aux microdomaines membranaires. Ces mémes travaux ont mis en
lumiére son réle dans la régulation de la signalisation en aval des TLRs.
Comme toutes les Src kinases intracellulaires associées aux membranes, Lyn porte des
signaux d’adressage : un site de myristoylation et un (des deux sites possibles) de

palmitoylation dans sa région N-terminale (Resh, 1999). Lyn est également composée de
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domaines favorisant les interactions entre protéines (SH2 et SH3) ainsi que d’une région a

activité kinase (Figure 23) (Boggon and Eck, 2004).

pY397

Lyn O—UN-SH3- SH2 P Kinase l
pPY508

pY32

Figure 23. Représentation schématique de I’architecture de Lyn et des motifs phosphorylés sur tyrosines
qui sont essentielsLyn est canposée d’un domaine SH2, d’un domaine SH3, d’un motif proline (« P») et d’un
domaine a activité kinase. Elle subit des modifications post-traductionnaefigsstoylation (bleu marine),
palmitoylation (cyan) et des phosphorylations sur résidus tyrosinegaects (vert) ou inhibitrices (rouge)).
D’apres Ingley, Cell communication and signaling, 2012.

Lyn a deux polymorphismes issus des variations d’épissage de son exon 2, LynA
(56KDa) et LynB (53KDa). Chacun de ces variants ne différent que de 20 acides aminés dans
les régions de palmitoylation et de myristoylation (Hibbs et al., 1995a; Yi et al., 1991).

Sous sa forme active, Lyn est phosphorylée en C-terminal par Csk (C-terminal Src
kinase), ce qui crée un site de fixation pour son propre domaine SH2. De plus, le domaine
SH3 de Lyn peut interagir avec son propre domaine riche en proline, qui est situé entre le
domaine SH2 et le domaine a activité kinase (Ingley, 2QT23tivation de Lyn implique la
déphosphorylation de la tyrosine 508, en C-terminal, par CD45 et une PTP, SHP2 (Futami et
al., 2011; Wang et al., 2002). Lyn peut aletsutophosphoryler sur sa tyrosine 397 ce qui
conduit a la formation d’une protéine hyperactive (Xu et al., 1999). Cette modification post-
traductionnelle modifie [’accessibilité aux domaines SH2 et SH3. En effet, la boucle
d’activation/désactivation de Lyn est contrélée par son interaction avec des adaptateurs
moléculaires ou des protéines chaperonnes spécifiques de chaque compartiment cellulaire
(Brdicka et al., 2000; Ingley, 2009; Ingley et al., 2006; Kawabuchi et al., 2000). Dans le cycle
d’inactivation de Lyn, les PTPs SHP1 et SHP2 peuvent déphosphoryler la tyrosine
hyperactivatrice, ce qui régule négativement cette enzyme (Somani et al., 2001).

Parmi les fonctions de Lyn en aval des PRRs et notamment des TLRs, elle est
impliquée dans la phosphorylation de MD2, suite a ’engagement de TLR4 dans les lignées
cellulaires de HEK293 (Gray et al., 2011Lyn participe a I’internalisation TLR2-dépendante
de P.aeruginosapar les cellules de 1’épithélium alvéolaire (Kannan et al., 2006). Enfin, en
aval des TLRs, Lyn peut exercer deux fonctions antagonistadFsgB, en activant ou en
réprimant son activité transcriptionnelle dans les monocytes/macrophages (Keck et al., 2010;

Sanjuan, 2006).
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Dans I'immunité adaptative, Lyn est aussi caractérisée pour sa capacité a réguler
positivement, comme négativement, les voies de signalisation des BCRs, par la modulation de
I’activité PI3-K (Hawkins et al., 2006). Lefonctions antagonistes de Lyn sur ’activation des
cellules de I’immunité dépendent du type cellulaire, du stade de différenciation cellulaire, du
type de récepteurs impliqués aussi bien que de 1’état d’activation de 1’enzyme et de ses
partenaires. Toutaess données conduisent a penser que I’activité de Lyn est conditionnée par

le contexte.

4.2.IMPDHII : fonction, structure et inhibition

L’inosine monophosphate déshydrogénase (IMPDH) est présente sous deux
isoformes : IMPDHI et IMPDHII. Chacune est encodée par son propre gene, eux-mémes
respectivement localisés sur les chromosomes 7 et 3. Les ADNs complémentaires de chacune
des isoformes encodent pour des protéines de la méme taille (514 acides aminés) avec 84%
d'identité de séquence (Natsumeda et al., 1990). IMPDHI est constitutivement présente dans
différents types cellulaires, comme les leucocytes, les érythrocytes et les lymphocytes, alors
que IMPDHII est exprimée dans les cellules stimulées, en phase proliférative, en phase de
croissance ou en phase de différenciation (Bremer et al., 2007; Jain et al., 2004). De
nombreuses études se sont intéressées au eIMBDHII dans la prolifération des
lymphocytes T et B qui dépend principalement de la syntti@swvode guanine (Simoneau
et al., 2008). Cette activité enzymatigdépendante du NADH, permet 1’oxydation de I'lMP
en XMP. Elle est limitante dans la synthé&senovode Guanosin&-triphosphate (GTP) et
deoxiGuanosine-8tiphosphate (dGTP), nucléotide essentiel a la synthése d’ADN et d’ARN
(Figure 24A) (Colby et al., 1999). La fonction de IMPDHII dans la signalisation des cellules
de I'immunité innée est encore peu décrite (Ignoul and Eggermont, 2005; Jonsson and
Carlsten, 2002)Bien que son réle d’immuno-modulateur de la défense anti-virale dépendante
de TLR7 dans les macrophages murins ai été identifié (Lee et al., 2006), son implication dans

la défense anti-bactérienne est encore peu connue.
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Figure 24. Représentation de IMPDHII.A. Rble des IMPDHs dans la synthasenovode purine. B. Schéma
d'organisation de IMPDHII. IMPDHII posséde deux domaines CBS. Elle slgsit modifications post-
traductionnelles du type phosphorylations (boules rouges) et acétylations (botdgk ver

D’apres Gu et al., JCI, 2010 et Human Protein Reference Database, ID : 00895.

La déshydrogénase présente une organisation sous forme de tétramére. Chaque
monomere est composé de deux domaines : un domaine catalytique et un petit domaine
flanquant constitué des deux sous-domaines cystathighsymthase (CBS) (Figure 24B)
(Colby et al., 1999). La région portant les domaines CBS, sans lien avec la fonction
catalytique productrice de GTP de IMPDHII, est un trans-régulateur négatif de la synthese
d'adénine nucléotide (Pimkin and Markham, 2008; Pimkin et al., 2009).

La structure du site actif permet de créer des interactions non-covalentes entre le
ribose de la poche IMP et I'anneau pukné’inosine. Au cours de la réaction, l'intermédiaire
XMP crée une liaison covalente avec la cystéine 331 ainsi que de nombreuses liaisons
hydrogenes entre I'anneau purine du substrat et le site actif (Figure 25). Le XMP forme des
liaisons hydrogenes avec la tyrosine 411 et la sérine 329 (Sintchak and Nimmesgern, 2000)
Ces résidus sont donc essentiels a 1’activité productrice de XMP de I’enzyme. La liaison a son
produit fait passer IMPDHII d'une conformation ouverte a une conformation fermée (Figure
26) (Nimmesgern et al., 1996). En effet, la fixation &8P ou du XMP diminue
radicalement la protéolyse subie par la région comprise entre les résidus 412 et 441, ce qui
traduit de ce changement de conformation. Les avancées technologiques ont permis
d'identifier que la stabilité de la structure de IMPDHII est assurée par des liaisons hydrogenes
entre quatre molécules d'eau conservées et quatre acides aminés essentiels du site actif dont la
cystéine 331 et la tyrosine 411. La conformation est alors défavorable a la fixation du ligand

et du cofacteur, mimant celle en présence des inhibiteurs (Bairagya et al., 2011).
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Figure 25. Modéle du site actif de IMPDHII. Un IMP est fixé sur la boucle en C-terminal du tonneau du
domaine catalytique. La cystéine 331 du site actif, les poches de fixatioubsinas (IMP) et du cofacteur
(NAD) et le rabat du site actif sont identifiés.

D'aprés Sintchak et Nimmesgern, Immunopharmacology, 2000.

G -
[MPDHII

E«IMP E-XMP*

*NAD* (closed)

Figure 26. Changement de conformation de IMPDHILIMPDHII est préférentiellement dans la conformation
ouverte ce qui induit une grande affinité de la poche de I'enzyme poligaach
D'apres Hedstrom, Chemical Reviews, 2009.

Cette déshydrogénase est la cibke molécules comme 1’acide mycophénolique
(MPA) (Shu and Nair, 2008). Le MPA est un inhibiteur incompétitif dont la forme active est
le Mycophenolate mofetil (MMF, Cellcept ®). L'isoforme IMPDHII est environ quatre a cing
fois plus sensible au MPA que l'isoforme IMPDHI (Carr et al., 1993; Futer et al., 2002; Jain et
al., 2004; Langman et al., 1996; Vannozzi et al., 2004). Le MPA agit sur le complexe lorsque
IMPDHII n'est pas associée a son cofacteur, le NAD. Le groupement hydro-phénolique du
MPA forme des ponts avec la thréonine 333 et la glutamine 441, ce qui remplace la molécule
d'eau assurant la conversion de l'intermédiaire du XMP en son produit final (Sintchak et al.,
1996). Le MPA maintient ainsi I'enzyme dans une conformation intermédiaire, liée au XMP
et refermée (EMC Medicine, 2012; Jonsson and Carlsten, 2002; Nimmesgern et al., 1996;
Novartis Pharmaceuticals Corporation, 2013). L'efficacité de cet inhibiteur a été prouvée dans
la prévention des rejets de greffe aigus (Kaufman et al., 2004; Zhang et al., 2009). Son mode
d’action est d’induire des changements conformationeddMPDH liée au GDP aboutissant a
la formation d’agrégats. En revanche, cette drogue n’agit pas sur la forme IMPDH-GTP (Ji et
al., 2005).
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Objectifs

L’initiation et I’organisation de cette réponse immunitaire innée nécessitent
I’intervention des récepteurs Toll (TLRs), et leur coopération avec de multiples protéines
formant un complexe multimoléculaire dans les radeaux lipidiques (Soong et al., 2004;
Triantafilou et al., 2006)Parmi elles, un certain nombre d’enzymes et molécules adaptatrices
participent a la régulation positive ou négative des voies de signalisation engagées (Ghosh
and Hayden, 2008; Triantafilou et al., 2002). La réponse immunitaire, ainsi engagee, est
coordonnée par le facteur de transcriptidfR-kB. Cette mise en ceuvre coordonnée de
I’immunité peut cependant étre déséquilibrée par la perte de régulation précise ou par des
facteurs génétiques influencant les molécules de signalisation. Par des techniques de
protéomique différentielle, nous avons récemment identifié deux protéines recrutées a la
membrane aprés engagement de TLR2, la tyrosine kinase Lyn et I’enzyme IMPDHIL
L’objectif principal de ce travail a été de caractériser le réle de ces deux potentiels régulateurs
dans la variabilité de la réponse immunitaire innée.

Plus précisément, nous avons tenteé :
1) d’identifier le role de la tyrosine kinase Lyn dans les mécanismes de signalisation
cellulaire et dans la réponse inflammatoire apres engagement de TLR2
2) de caractériser I’implication de IMPDHII dans la régulation de 1’activation de NF-kB
3) d’identifier le réle d’un variant commun de IMPDHII, IMPDHII-3757T/C dans la
séverité du choc septique chez les patients admis en réanimation (Partenariat avec le

service de Réanimation médicale de I’Hopital Cochin).
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Lyn controls the Pl 3-kinase pathway to NF«B activation after

stimulation of Toll-like receptor 2
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IMPDHII Protein Inhibits Toll-like receptor 2-mediated Activation

of NF«B
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IMPDHII : inhibiteur de la voie NReB en aval de TLR2

2.1 Role de IMPDHII dans les mécanismes d’activation de TLR2

Les TLRs sont essentiels a l'initialisation de l'inflammation et & I'engagement de la
réponse immunitaire. Cependant une amplification de la boucle de régulation de leurs voies
de signalisation peut induire une activation immunitaire excessive associée a une réponse
cytokinique entrainant des dommages tissulaires qui, eux-mémes, activent les TLRs
(Tsujimoto et al., 2007). Le sepsis est un syndrome clinique qui résulte d'une dérégulation du
systeme immunitaire (Hotchkiss and Karl, 2003). Le facteur transcriptionnadBNést
impliqué dans le contrdle de la transcription de genes codant pour des protéines essentielles a
la réponse immunitaire innée et adaptative. Ses régulateurs peuvent donc étre considérés

comme des cibles thérapeutiques.

Des travaux préliminaires d&duipe ont identifié 72 protéines comme étant recrutées
et/ou phosphorylées sur tyrosines, dans le complexe membranaire d’activation formé au
niveau des radeaux lipidiques, suite a la stimulation des hétérodiméres de TLR2. L’objectif de
ce travail a été “dtablir le role de I’une d’entre-elles, la déshydrogénase IMPDHII. Suite a
une stratégie fondée sur I'utilisation de modeles cellulaires humains (HEK293-TLR2, THP1-
CD14 et PBMC) et différentes techniques d’inhibition ou de surexpression de IMPDHII
(inhibiteur chimique ou siARN), les résultats peuvent étre résumés ainsi :

1. Afin de déterminer si IMPDHII est recrutée dans les radeaux lipidiques et quels types
de modifications post-traductionnelles cette déshydrogénase subit, nous avons utilisé
une approche protéomique de PIDGE et d’immunoblots. Nous avons montré que,
suite a la stimulation de TLR2, IMPDHII est recrutée dans les radeaux lipidiques ou

elle subit des phosphorylations sur tyrosine.

2. La reconnaissance des agonistes par TLR2 aboutit a 1’activation du facteur de
transcriptionNF-xB, qui initie la synthése de cytokines pro-inflammatoires. Afin de
caractériser le role de IMPDHII dans la voie d’activation de NF-xB, nous avons utilisé
une technique de géne rapporteur luciférase, permettant de mesurer ’activité de NF-
kB, puis nous avons dosé la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires comme le
TNFa. Toutes ces données suggerent que IMPDHII agit comme un régulateur négatif

de I’activité NF-kB suite a la stimulation de TLR2.
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. L’activation de NF-xB peut impliquer trois voies principales, la voie des MAPKSs,
celle de la libération d&F-«xB suite a la dégradation d’IxB et enfin celle de la
transactivation de la sous-unité p65 (Kawai and Akira, 2010). Pour identifier avec
quelle voie IMPDHII interfere, nous avons analysé les profils d’activation de chacune

par immunoblot. Nous avons montré que IMPDHII inhibe la phosphorylation

transactivatrice de la sous-unité p6SNtexB.

. La transactivation deNF-xB suite a la stimulation de TLR2 est dépendante de
I’activation de Akt (Arbibe et al., 2000)Afin de déterminer I’effet de IMPDHII sur
cette kinase, nous avons déterminé son profil d’activation par immunoblot. Nous

avons montré que IMPDHII inhibe ’activation de Akt.

. L’activation de Akt est dépendante de son recrutement membranaire a proximité de la

PI3-K activée (Liljeroos et al., 2007; Strassheim et al., 2004gtivation de la PI3-K
implique son recrutement dans le complexe moléculdiietivation, au niveau de

TLR2. Afin de déterminer si IMPDHII est aussi recrutée dans ce complexe et y
modifie le recrutement de la PI13-K, nous avons pratiqué des co-immunoprécipitations
sur des lysats cellulaires. Nous avons montré que IMPDHII est recrutée dans ce

complexe sans altérer celui de la PI13-K.

. Afin de déterminer si IMPDHII diminue la quantité de PIP3, produit de la PI3-K, nous
avons ¢tudi¢ le recrutement membranaire d’Akt. Nous avons donc transfecté une
protéine de fusion composée du domadhhe d’Akt et de la GFP, puis nous avons

étudié sa localisation cellulaire par microscopie confocale. Nous avons donc montré
que IMPDHII régule négativement le recrutement membranaire d’Akt ce qui suggere

un role inhibiteur sur 1’activité de la PI3-K.

. SHIP1 est une phosphatase qui inhibe 1’activité de la PI3-K en déphosphorylant le
PIP3 (Strassheim et al., 2004). Afin de déterminer si IMPDHII régule cette
phosphatase, nous avons utilisé des immunoblots pour analyser le profil d’activation.

Nous avons montré que IMPDHII inhibe la voie de transactivation de p65 en amont de
la PI3-K, indépendamment de SHIP1.

. L’activité de la PI3-K dépend de la phosphorylation sur tyrosine de ses deux sous-

unités (al-Shami et al., 1997). Afin de déterminer si IMPDHII module le profil de
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tyrosine phosphorylation de la PI3-K, nous avons utilisé les révélations
d’immunoprécipitations sur des immunoblots. Nous avons ainsi montré que IMPDHII
inhibe la phosphorylation sur tyrosine de la sous-unité régulatrice de la PI3, p85

sans modifier celle de la sous-unité catalytique, p110.

9. La phosphatase SHP1 est connue pour étre impliquée dans la régulation de I'immunité
innée en inhibant la PI3-K par la déphosphorylation de la sous-unité(f8&vas et
al., 2001; Hajishengallis et al., 2008; Slevogt et al., 2008). Afin de déterminer si
IMPDHII interfere avec la voie de la PI3-K par SHP1, nous avons mh&aativité
luciférase dans des cellules HEK293-TLR2 transfectées avec un plasmide codant pour
SHP1 et traitées avec du DMSO et du MPA. Ces données suggérent que IMPDHII

régule la voie d’activation de la PI3-K en amont, par SHP1.

10.Afin de déterminer comment IMPDHII interagit avec SHP1, nous avons co-
immunoprécipité les partenaires a partir de lysats de cellules traitées avec du DMSO
ou du MPA. IMPDHII et SHP1 interagissent constitutivement et sans altération de ce

profil dans les conditions d’inhibition de IMPDHII.

11.Afin de mieux appréhender I’interaction entre IMPDHII et SHP1, nous avons voulu
vérifier si IMPDHII modifie I’activit¢é de SHP1. Nous avons donc immunoprécipité
SHP1 dans les lysats de THRikubées avec du MPA ou du DMSO. L’activité
phosphatase été quantifiée en mesurant 1’absorbance a A = 410nm. Ces données

suggerent que IMPDHII contribue a ’activation de SHP1, suite a la stimulation de

TLR2.

12.L’activité de SHP1 dépend des changements de conformation induit par 1’interaction
de ses domaines SH2 avec des motifs phosphorylés sur tyrosine, comme les domaines
TIR de TLR2 (Barford and Neel, 1998; Wang et al., 2011; Yang et al., 2002b). Par
technique d’immunoblots, nous avons montré que SHP1 est recrutée dans les radeaux
lipidiques suite a la stimulation de TLR2. Afin de déterminer si IMPDHII module
I’interaction entre SHP1 et TLR2, dans un premier temps, nous avons déterminé, par
microscopie confocale, la localisation de SHP1 et de TLR2 dans des THP1 traitées au
MPA ou au DMSO. Nous avons ainsi observé que la stimulation de TLR2 induit une
colocalisation de SHP1 et de TLR2, facilitée par IMPDHII. Dans un deuxieme temps,

nous avons co-immunoprécipité les deux partenaires depuis des lysats de cellules
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incubées avedu DMSO ou du MPA. Nous avons montré que l’interaction entre
TLR2 et SHP1, n’est pas régulée par IMPDHIL

13.L’activité de SHP1 dépend de I’équilibre entre les phosphorylations activatrices, sur
tyrosines, et les inhibitrices sur sérines. Nous avons utilisé des immunoprécipitations
pour étudier les profils de phosphorylation sur tyrosines et sur sérines. Suite a
I’incubation des THP1 dans du MPA, nous avons montrgue 1’inhibition de IMPDHII
ne modifie pas le profil de phosphorylations sur résidus tyrosines mais augmente
celles des résidus sérines. Ces données suggerent que IMPDHII protege SHP1 de son

inhibition.

Ce travail introduit de nouvelles perspectives dans le réle de IMPDHII dans
I’immunité innée. Nos résultats révélent le role inhibiteur de IMPDHII sur le facteur de
transcriptionNF-xB en régulant négativement la voie de la P13-K/Akt par SHP1. lls soulevent

néanmoins des questions sur la mécanistique de I’inhibition par IMPDHII.

1. Par quels mécanismes IMPHII favorise-telle I’activité immuno-modulatrice de
SHP1 en aval de TLR2 ?

Ce traail a montré que I’action de IMPDHII sur SHP1 n’est pas dépendante de la
stabilité de leur interaction, mais implique une modification du profil de phosphorylations sur
sérines. Des études ont montré que ces sérines phosphorylations de SHP1 inhibent son activité
phosphatase (Jones et al., 2004; Poole and Jones, BAPR)HII peut moduler I’activation
de SHP1 par un intermédiaire, non encore identifié, contenant des motifs ITIMs ou ITAMs.
En effet, I’activation de SHP1 requiert son interaction avec des motifs phosphorylés sur
tyrosines (Hamerman et al., 2009; Poole and Jones, 2005). De nombreuses molécules
transmembranaires ou cytosoligues comme CEACAM1 ou IRAK1 contiennent des ITIMs
(Abu-Dayyeh et al., 2008; Slevogt et al., 2008). De plus, certains récepteurs, comme les
B intégrines, couplés avec des adaptateurs contenant des domaines ITAMs, interférent avec la
signalisation en aval des TLRs (Hamerman et al., 2009; Wang et al., 2010b; Waterman and
Cambier, 2010). Il est intéressant de noter que des molécules, comrentégrines
interagissent avec la famille des PKCs. Certains des membres de cette famille de kinases
phosphorylent SHP1 sur ses résidus sérines inhibiteurs (Abram and Lowell, 2007; Brumell et
al., 1997; Jones et al., 2004; Poole and Jones, 2005).
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2. IMPDHII posséde-t-elle des résidus essentiels a son réle inhibiteur sur I’ activité

du facteur de transcription NF«B ?

Pour sa fonction productrice de purines, IMPDHIlI comporte plusieurs domaines et
résidus essentiels (http://www.uniprot.org/uniprot/P1336®lby et al., 1999; Nimmesgern
et al.,, 1996; Pimkin and Markham, 2008; Pimkin et al., 2009; Sintchak and Nimmesgern,
2000). Ces résidusptamment les tyrosines et les sérines, lui permettent d’interagir avec les
protéines de son environnement (http://elm.eu.org/cgimodel.py?fun=smartResult&userld=nN
ZYTQWOOXEXP&EXPECT_CUTOFF=100&r=1&bg=0n). En revanche, les résidus
essentiels a son role inhibiteur dans la signalisation TLRE-xB sont encore inconnus.
Parmi les protéines avec lesquelles IMPDHII peut potentiellement interagir, quatorze sont
également des partenaires de SHP1, dont trois possedent des domaines SH2. IMPDHII
semblant agir sur la signalisation en aval de TLR2, par le biais de SHP1, il serait intéressant i)
de connaitre les sites de IMPDHII essentiels a son activité sur la voie TLR2 et sur le contréle
de ’activité de NF-xB et i1) de déterminer s’ils sont associés a une modification de I’activité

phosphatase de SHP1.

3. A DPéchelle clinique, y a-t-il des polymorphismes de IMPDHII associés a un
phénotype infectieux particulier ?

IMPDHII joue un réle de régulateur négatif dans la voiediBFdépendante de TLR2
NF-kB est associée a la gravité clinique au cours du sepsis (Arnalich et al., 2000; Hotta et al.,
2007) A I’échelle humaine, IMPDHII a surtout fait 1’objet d’études portant sur son réle dans
I’immunité adaptative et son implication en tant que cible de I’acide mycophénolique, dans le
rejet de greffe rénale (Gu et al., 2000; Pazik et al., 2011). Il serait intéressant de connaitre
I’impact de IMPDHII dans les mécanismes de défense innée anti-infectieuse. De récentes
études ont décrit plusieurs polymorphismes génétiquésBBHII avec un impact plus ou
moins important sur son activité. Ces polymorphismes ont été principalement étudiés en
pharmacogeénétique a travers les variations inter-individuelles observées dans le rejet de greffe
(Shah et al., 2012; Sombogaard, 201D}erait intéressant d’étudier le role potentiel de ces

polymorphismes dans la gravité du sepsis.
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Toll-like receptor 2 (TLR2) plays an essential role in innate
immunity by the recognition of a large variety of pathogen-as-
sociated molecular patterns. It induces its recruitment to lipid
rafts induces the formation of a membranous activation cluster
necessary to enhance, amplify, and control downstream signal-
ing. However, the exact composition of the TLR2-mediated
molecular complex is unknown, We performed a proteomic
analysis in lipopeptide-stimulated THP1 and found IMPDHII
protein rapidly recruited to lipid raft. Whereas IMPDHII is
essential for lymphocyte proliferation, its biologic function
within innate immune signal pathways has not been established
yet. We report here that IMPDHII plays an important role in the
negative regulation of TLR2 signaling by modulating PI3K
activity. Indeed, IMPDHII increases the phosphatase activity of
SHP1, which participates to the inactivation of PI3K.

Toll-like receptors (TLRs)" play an essential role in innate
immunity by recognizing invading microorganisms through
conserved pathogen-associated molecular patterns. The bind-
ing of microbial ligands to TLRs elicit a sequence of molecular
events leading to the activation of transcription factors such as
nuclear factor kB (NF-kB) that control the organization of the
proinflammatory response (1, 2). Among the 10 TLRs involved
in human antimicrobial defense, TLR2 is characterized by its
wide repertoire of recognized pathogens (3, 4) and its ability to
heterodimerize with TLR1 or TLR6 to bind diacyl or triacyl
lipopeptides, respectively (5, 6).
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These preformed heterodimers are recruited to membrane
microdomains or lipid rafts where they contribute to the con-
stitution of a molecular cluster essential to downstream signal
transduction (7, 8). In immune cells such as monocyte/macro-
phages, the TLR2 activation cluster includes the adaptor pro-
tein myeloid differentiation factor 88 (MyD88) upstream of a
cascade of protein kinases that ultimately lead to the activation
of MAP kinase pathways, phosphorylation of IxB, and nuclear
translocation of NF-xB (1, 2). TLR2-mediated activation of
NF-«B requires phosphorylation of its p65 subunit through a
second pathway that involves Rho-GTPase Racl, phosphoino-
sitide 3-kinase (PI3K), and AKT (9-13).

Because prolonged or excessive activation may result in
excessive inflammation, tissue injury septic shock, and multiple
organ failure (14), TLR activation is fine-tuned through com-
plex interactions with negative regulators. Signaling proteins
that inhibit TLR signaling include IRAKM, ST2, SIGIRR,
SOCS1, TANK, tumor suppressors CYLD and A20 (14 -18). Of
note, they all interact with components of the NF-kB canonical
activation pathway. We characterized the proteome of lipid
rafts following stimulation of TLR2 by lipopeptides to identify
new proteins involved in TLR2 signaling. Following an Ingenu-
ity (Ingenuity Systems, Redwood City, CA) analytic output of
differentially regulated proteins focused on NF-«B signaling
pathways, we found that inosine monophosphate dehydrogen-
ase Il (IMPDHII), a rate-limiting enzyme for GTP de novo syn-
thesis, is a negative regulator of TLR2-mediated NF-«B activa-
tion and is recruited and phosphorylated in lipid rafts. We
report that IMPDHII inhibits NF-«B transactivation via the
activation of SHP1 phosphatase, which in turn negatively reg-
ulates PI3K activation. This study provides the first evidence for
a negative role of IMPDHII in TLR2 signaling.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Reagents and Cell Culture—We used the human monocyte
cell line THP1 stably transfected with human CD14 and human
embryonic kidney (HEK) 293 cells stably transfected with TLR2
(HEK293-T2). HEK293-T2 cells were maintained in low glu-
cose Dulbecco’s modified Eagle’'s medium (DMEM) supple-
mented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS),
HEPES (10 mm), 1-glutamine (2 mu), penicillin (100 units/ml),
and streptomycin (100 pm). THP-1-CD14 cells were cultured
in RPMI 1640 supplemented with 10% heat-inactivated FBS,
HEPES (10 mm), L-glutamine (2 mm), penicillin (100 units/ml),
and streptomycin (100 pm).
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Human peripherical blood mononuclear cells (PBMCs) were
isolated from healthy volunteers using a discontinuous 33/66%
Ficoll gradient (GE Healthcare). PBMCs were washed in RPMI
medium and then incubated in RPMI 1640 medium containing
and 10% FBS. Cells were incubated in low attachment plates
(Corning) for stimulation studies with synthetic lipopeptides.

Pam3-Cys-KKKK (Pam3; EMC Microcollections) mimics
the bacterial triacyl component after ligation to the het-
erodimer TLR-1/2. Pam2-Cys-FEPPPATTT (Pam2; EMC
Microcollections) mimics bacterial diacyl lipoprotein after liga-
tion to the heterodimer TLR-2/6. LPS (Sigma-Aldrich), agonist
of TLR4, and flagellin (Salmonella typhimurium flagellin; Invi-
voGen, San Diego, CA), agonist of TLR5, were also used. Myco-
phenolic acid (MPA; Sigma-Aldrich) was used in vitro at a
sufficient dose to induce inhibition of IMPDHII as described
previously (19-21) and to induce inhibition of NF-«B activ-
ity with a minimum cell death (<5%). LY-294002 and
guanosine were obtained from Sigma-Aldrich.

Protein G-agarose was from Sigma. Polyclonal anti-p85 was a
kind gift from Dr. Tamborini, Cochin Institute. Polyclonal anti-
IMPDHII and anti-SHP1 were purchased from Santa Cruz Bio-
technology (Santa Cruz, CA). Polyclonal antibodies to phos-
pho-Akt (Ser-473), Akt, phospho-p65 (Tyr-536), p65,
phospho-p38, phospho-Erk, phospho-Sap/Jnk, Erk, Sap-Jnk,
1kB, P-SHIP-1, and SHIP-1 and monoclonal antibody p38 were
obtained from Cell Signaling (Danvers, MA). Monoclonal anti-
body to FLAG was from Sigma. Monoclonal antibodies against
amino acid 800-1139 of human p110 isoforms and antibodies
against SHP1, TLR2, and Racl were from Santa Cruz Biotech-
nology. Anti-phosphotyrosine (4G10 clone) and anti-phospho-
serine (4A4 clone) antibodies were obtained from Upstate Bio-
technology Inc. (Charlottesville, VA).

Preparation of Lipid Raft Proteins and Two-dimensional
Electrophoresis—Lipid rafts isolation is based on their resis-
tance to Triton X-100 detergent (detergent-resistant mem-
brane). THP1 cells (1 X 10°) were lysed at 4 °C in 1.4 ml of MES
buffer saline (MBS) (25 mm MES, 150 mm NaCl, and 1 mm
EDTA, pH 6.5) containing 1% Triton X-100 (Sigma), 1 mm
sodium vanadate, and protease inhibitor mixture (Sigma) and
homogenized 10 times with a Dounce homogenizer. The
homogenates were then mixed with an equal volume of 85%
sucrose/MBS and transferred to Ultracentrifuge tubes. The
samples were overlaid by 4 ml of 30% sucrose/MBS and 2 ml of
5% sucrose/MBS. The gradients were centrifuged at 250,000 X
gat4°C for 16 h in a Beckman SW 41 rotor (Beckman L-80
Ultracentrifuge). 12 fractions (833 ml each) were collected from
the top; fractions 2—4 were pooled as detergent-resistant mem-
brane fractions. To concentrate lipid rafts, the pooled fractions
were diluted four times in a HEPES buffer without NaCl (25 mm
HEPES, 1 mm EDTA, and 1 mm PMSF, pH 6,5) and ultracentri-
fuged at 140,000 X g for 1 h at 4 °C in a SW 41 Beckman rotor.
After centrifugation, the resulting pellets were homogenized
for 1 hat4 °Cin 120 ul of UTCD buffer (8 M urea, 2 M thiourea,
4% CHAPS detergent, and 50 mm dithiothreitol) and then cen-
trifuged. Supernatants were collected, and proteins were pre-
cipitated with a 2-D Clean-Up Kit (GE Healthcare). Pellets were
solubilized in 100 ul of UTCD buffer without DTT, and the
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protein concentration was determined using a Bradford assay
(Bio-Rad).

Four duplicates of each condition (namely, samples of lipid
rafts from nonstimulated, Pam2-stimulated, and Pam3-stimu-
lated THP1) were used for two-dimensional difference gel elec-
trophoresis (DIGE) analysis. 50 ug of each sample were alter-
natively labeled with Cy3 and Cy5 CyDyes™" Fluor minimal
dyes (GE Healthcare) according to the manufacturer’s instruc-
tions. The internal standard, prepared by combining equal por-
tions of each of the samples used for the study, was labeled with
Cy2. Two-dimensional gel electrophoresis was performed with
pH 4-7 IPG strips (24 ¢cm, GE Healthcare) at 20°C using
IPGphor3 (GE Healthcare) for a total of 100 kV/h. After equil-
ibration the IPG strips were placed onto homemade polyacryl-
amide gels (8-18%), and electrophoresis was done at 20 °C in
the EttanDalt II system (GE Healthcare) at 4 watts/gel for 30
min then 18 watts/gel for ~5 h (until the bromphenol blue dye
front reached the bottom of the gel). We performed all electro-
phoresis procedures in the dark. The Cy2, Cy3, and Cy5 com-
ponents in each gel were imaged individually using a Typhoon
9400 variable mode imager (GE Healthcare). The images were
scanned using optimal excitation/emission wavelength for each
DIGE Fluor (Cy2, 488/520 nm; Cy3, 532/580 nm; Cy5, 633/670
nm). Spot detection, relative quantification of spot intensity,
and statistical evaluation were carried out with DeCyder 7.0
software (GE Healthcare). Protein spot fold changes =+1.4 or
=—1.4 were set as thresholds. Spots with a Student’s ¢ test p
value of less than 0.05 in a comparison of log-standardized
abundance values of Pam2- or Pam3-stimulated lipid raft sam-
ples versus nonstimulated samples were retained for protein
identification.

For two-dimensional electrophoresis gel multiplexed stain-
ing and Western immunoblotting, 80 ug of proteins for each
condition were resolved by two-dimensional electrophoresis
using pH 4-7 IPG strips (7 ¢cm, GE Healthcare). The first
dimension was preformed at 20 °C using the IPGphor system
(GE Healthcare) for a total of 6 kV/h, and then equilibrated
strips were inserted onto 11% polyacrylamide gels (Mini Pro-
tean I, Bio-Rad) in the second dimension. Two-dimensional
gels were either stained or transferred onto nitrocellulose
membrane. For multiplexed staining, two-dimensional electro-
phoresis gels were fixed in a mixture of 50% ethanol and 10%
acetic acid three times for 30 min. Afterward, gels were washed
three times for 10 min in ultra-pure water and stained for 1 h
with Pro-Q Diamond as recommended by the manufacturer
(Molecular Probes, Invitrogen). Phosphoproteins were visual-
ized by gel scanning with a Typhoon 9400 Imager (GE Health-
care). Afterward, a SYPRO Ruby (Bio-Rad) total protein stain
was performed. For Western analysis, nitrocellulose mem-
branes were blocked for 1 h using blocking buffer (20 mm Tris,
150 mm NaCl, pH 7.5, 0.5% Tween 20, 1% BSA). Membranes
were probed overnight at 4 °C with anti-IMPDHII antibodies,
washed three times in washing buffer (20 mm Tris, 150 mm
NaCl, pH 7.5, and 0.5% Tween 20), and probed with HRP-con-
jugated secondary antibodies. Immunopositive proteins were
visualized using ECL+ (GE Healthcare) as directed by the
manufacturer.
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Identification by Mass Spectrometry (MS)—Spots of interest
were excised in a Coomassie Blue-colored gel following differ-
ential analysis. Spots were first destained twice with a mixture
of 100 mm ammonium bicarbonate (ABC) and 50% acetonitrile
(ACN) for 45 min at 22 °C and then dried using 100% ACN for
15 min. Protein spots were then reduced with 25 mm ABC con-
taining 10 mm DT for 1 hat 60 °C and then alkylated by 55 mm
iodoacetamide in 25 mm ABC for 30 min in the dark at 22 °C.
Gel pieces were washed twice with 25 mm ABC; finally they
were shrunk with 100% ACN for 15 min and dried using 100%
ACN for 10 min. Bands were completely dehydrated after 1 h at
60 °C. Gel pieces were incubated with 13 pl of sequencing grade
modified trypsin (Promega, Madison, W1; 12.5 ug/ml in 40 mm
ABC, 10% ACN, pH 8.0) overnight at 40 °C. After digestion,
peptides were washed with 30 ul of 25 mm ABC, shrunk with
100% ACN, and extracted twice with a mixture of 50% ACN, 5%
formic acid. Extracts were dried using a vacuum centrifuge
(Eppendorf). Peptides were then desalted using C18 ZipTips
(Millipore) with two elutions, first with 50% ACN, 5% formic
acid and then with 80% ACN, 5% formic acid. Pooled elutions
were left to dry at ambient temperature. For MS and MS/MS
analysis, peptides were redissolved in 4 pl of a-cyano-4-hy-
droxycinnamic acid (5 mg/ml in 50% ACN, 0.1% trifluoroacetic
acid). 1 pl of each sample was spotted directly onto a MALDI
plate (Applied Biosystems, Foster City, CA). Sample analysis
was performed using a MALDI-TOF-TOF 4800 mass spec-
trometer (Applied Biosystems). Spectral acquisition and pro-
cessing was performed using the 4000 Series Explorer software
(Applied Biosystems) version 3.5.28193 in positive reflectron
mode at fixed laser fluency with low mass gate and delayed
extraction. External plate calibration was performed with four
calibration points spotted onto the four corners of the plate
using a mixture of five external standards (PepMix 1, LaserBio
Labs, Sophia Antipolis, France). Peptide masses were acquired
in steps of 50 spectra for the range of 900 to 4000 Da. MS
spectra were summed from 500 laser shots from an Nd-YAG
laser operating at 355 nm and 200 Hz. After filtering of tryptic,
keratin, and matrix contaminant peaks, up to 15 parent ions
were selected for subsequent MS/MS fragmentation according
to mass range, signal intensity, signal to noise ratio, and absence
of neighboring masses in the MS spectrum. MS/MS spectra
were acquired in 1 kV positive mode, and 1000 shots were
summed by increments of 50. Database searches were carried
out using Mascot version 2.2 (Matrix Science, London, UK) via
GPS Explorer software (Applied Biosystems), version 3.6, com-
bining MS and MS/MS interrogations on human proteins from
the SwissProt data bank. The search parameters were as fol-
lows: carbamidomethylation was used as a variable modifica-
tion for cysteins and oxidation as a variable modification for
methionines. Up to one missed tryptic cleavage was permitted,
and a mass accuracy tolerance of 30 ppm for precursors and 0.3
Da for fragments was used for all tryptic mass searches. Positive
identification was based on a Mascot score above the signifi-
cance level (i.e. <5%). The reported proteins were always those
with the highest number of peptide matches. Under our iden-
tification criteria, no result was found to match to multiple
members of a protein family.
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Two-dimensional Data Analysis—Protein lists of differen-
tially expressed proteins in lipid rafts were analyzed using the
Ingenuity Pathways Analysis application (IPA, Ingenuity Sys-
tems). Proteins that interacted with the NF-«B canonical path-
way were selected for further functional analyses.

Transfection—HEK293-T2 cells were transfected with
NF-«kB-responsive luciferase reporter (5X NF-«B-Luc, 40 ng)
and B-galactosidase (40 ng) plasmids (Promega) to measure
luciferase activity. Luciferase assays were done using the Lucif-
erase Assay System (Promega) according to the manufacturer’s
instructions. Luciferase activity was normalized to B-galacto-
sidase to standardize transfection efficiency. Wild type
IMPDHII and the negative dominant form of PI3K regulatory
subunit p85 (DP85N) were subcloned in pCMV6 vector; the
GFP-Akt-PH construct was a kind gift from Dr. G. Bismuth
(22). cDNA for wild type SHP1 subcloned into the pJ3 vector
was from Addgene (Cambridge, MA). All constructs were con-
firmed by DNA sequencing. These constructs were transiently
transfected using Lipofectamine Plus (Invitrogen). IMPDHII
and SHP1 siRNA SMART pools ON-TARGETplus and the neg-
ative control siRNA Nontargeting Pool were obtained from
Dharmacon (Logan, UT). Transient transfection of siRNA con-
structs was done using Lipofectamine 2000 (Invitrogen)
according to the manufacturer’s protocol.

Western Blotting and Immunoprecipitation Assays—Cells
(1.10°) stimulated or not with Pam?2 or Pam3 were washed three
times in PBS and then solubilized in a buffer containing 25 mm
Tris, pH 7.5, 150 mm NaCl, 1 mm EDTA, 5 mm MgCl,, 10%
glycerol, 1 mm sodium vanadate, 1 mm DTT, protease inhibi-
tors (Roche), and 1% Nonidet P-40. Protein extracts were solu-
bilized for 5 min at 100 °C in Laemmli buffer (65 mm Tris, pH
6.8, 20% glycerol, 5% B-mercaptoethanol, 0.01% bromphenol
blue, and 2% SDS). Proteins were separated by SDS-PAGE and
transferred to a nitrocellulose membrane (Bio-Rad). Mem-
branes were incubated in TBS-Tween (10 mm Tris, pH 7.5, 150
mm NaCl, and 0.1% Tween 20) and 5% low-fat milk for 2 h to
saturate nonspecific sites and then in specific antibody over-
night at 4 °C. The membranes were then washed with TBS-
Tween and incubated with secondary antibody for 1 h at room
temperature. In some experiments, mouse TrueBlot (1:1,000,
Cliniscience Laboratories, Montrouge, France) was used as the
secondary antibody for enhanced chemiluminescence to avoid
immunodetection of immunoglobulins. Proteins were revealed
with a chemiluminescent kit according to the manufacturer’s
instructions (Amersham Biosciences).

A Rac PBD (p21-binding domain) pulldown assay was real-
ized as described (Benard, Bohl, Bokoch, 1999). Briefly, lysates
(600 pg) from HEK293-T2 cells incubated with MPA and stim-
ulated with Pam3 were incubated with recombinant GST-PBD
beads. Rac-GTP was observed by immunoblot with anti-Rac
antibodies.

Protein extracts obtained from THP1 and HEK293-T2 cells
were quantified with a BCA colorimetry assay (Pierce) using a
SMARTSpec 3000 spectrometer (Bio-Rad). Regarding immu-
noprecipitation assays, cell lysates (300-500 ug) were incu-
bated at 4 °C with 3 pg of primary antibodies for 2 h and then
incubated with protein G-agarose beads (Roche). Inmunopre-
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cipitates were washed three times with lysis buffer and then
incubated with Laemmli buffer at 95 °C for 10 min.

Immunofluorescence Staining and Confocal Microscopy—
293-TLR2 cells (12.10%/ml) were plated in their culture
medium on glass coverslips (BD Biocoat; Bedford, MA) and
incubated at 37 °C for 1 day. Cells were transfected with an
Akt-PH construct and then starved for 20-24 h before the
experiment in basal culture medium. For IMPDHII inhibi-
tion experiments, 293-TLR2 cells were co-transfected with
pCMV6-IMPDHII or preincubated for 120 min with MPA (10
M) before the TLR2 agonist Pam3 was added. Cells were then
washed in PBS, fixed with 4% paraformaldehyde, and washed
with 0.1 m glycine.

THP1-CD14 cells (1 X 10°) were seeded on 6-well dishes and
starved for 20 h before stimulation with Pam3. Cells were then
washed in PBS, fixed with 4% paraformaldehyde and then
washed with 0.1 m glycine. Cells were then permeabilized with
PBS, 1% BSA containing 0.05% saponin for 20 min and labeled
with anti-TLR2 and anti-SHP1 antibodies for 1 h at room tem-
perature. Cells were subsequently incubated with Alexa Fluor
488 and Alexa Fluor 594 anti-mouse and anti-rabbit secondary
antibodies for 30 min. Cells were washed with PBS and
mounted on slides. All images were obtained using a confocal
Leica DMIRE2 microscope and analyzed using Image] 1.40
software.

Assay of Kinase and Phosphatase Activities—PI3K activity
was assayed with a PI3BK ELISA kit (Echelon Biosciences, Salt
Lake City, UT) according to manufacturer’s instructions. In
brief, cell lysates were prepared, and PI3K was immunoprecipi-
tated with antibody against the p85« subunit and incubated
with phosphatidylinositol 4,5-diphosphate (PI(4,5)P,). The
reaction products were incubated with a PI(3,4,5)P, detector
protein and then added to a PI(3,4,5)P;-coated microplate for
competitive binding. A peroxidase-linked secondary detec-
tion reagent and colorimetric detection were used to detect
PI1(3,4,5)P, detector protein binding to the plate. The colori-
metric signal was inversely proportional to the amount of
PI(3,4,5)P; produced by PI3K activity.

SHP1 activity was assayed as described (23). THP1 cells (15 X
10°) were starved for 20 h and incubated or not with MPA
before stimulation with Pam3. Cells were lysed in a lysis buffer
without any phosphatase inhibitors. Proteins (800 pg) were
immunoprecipitated with 3 ug of anti-SHP1 mouse monoclo-
nal antibody and incubated for 2 h with agarose beads. Immu-
noprecipitates were washed twice with lysis buffer and then
twice with a phosphatase buffer (50 mm HEPES, pH 5.0, 6.25
mmMm EDTA, and 12.5 mum dithiothreitrol). The reaction was ini-
tiated by the addition of 25 mMm para-nitrophenyl phosphate for
30 min at 30 °C. The reaction was stopped by the addition of
0.6 ml of 1 N NaOH, and sample absorbances were measured at
410 nm.

Measurement of Cytokine Production—The IMPDHII activ-
ity of THP1 and HEK293-T2 cells (10°/ml) was inhibited by
MPA or siRNA, and cells were stimulated by Pam3. Concentra-
tions of TNFa in culture supernatants were determined by
ELISA according to the manufacturer’s protocol (R&D Sys-
tems, Minneapolis, MN).
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Statistical Analysis—Continuous variables were represented
as means = S.D. Statistical comparisons were assessed using
the Student’s ¢ test (for comparison between two groups) or
one-way analysis of variance with Tukey’s post hoc test (for
multiple groups). p values < 0.05 indicated statistically signifi-
cant differences.

RESULTS

IMPDHII Is Recruited to Lipid Rafts following TLR2 Stimula-
tion and Subjected to Post-translational Modifications—Syn-
thetic lipopeptides Pam2 and Pam3 initiate effective immune
response after specific recognition by TLR2/6 and TLR2/1,
respectively, by inducing the formation of a signaling cluster
within lipid rafts (4, 7). To characterize the molecular compo-
sition of the signaling cluster following TLR2 stimulation, we
used a proteomic approach to identify proteins recruited to or
excluded from lipid rafts 5 min after stimulation of TLR2 with
Pam3 or Pam2. Rafts were isolated from THP1 cells; the pro-
teome of the lipid rafts was compared between TLR2-stimu-
lated and control cells. Among the spots revealed by two-di-
mensional DIGE analysis as differentially expressed following
Pam2 or Pam3 stimulation, IMPDHII was found theoretically
to interact with the NF-kB canonical pathway in an Ingenuity
analysis (data not shown). The levels of IMPDHII in lipid rafts
of THP1 cells increased 1.7-fold after stimulation of TLR2/
TLR1 or TLR2/TLR6 with Pam3 or Pam2 (Fig. 14). To confirm
the recruitment of IMPDHII to lipid rafts, we performed an
immunoblot on THP1 lipid rafts obtained from the solubiliza-
tion of low density fractions (2-3 and 4) in a sucrose gradient
(Fig. 1B, upper panel). IMPDHII levels in the lipid rafts fraction
increased significantly 5 min after stimulation of THP1 cells
with Pam2 or Pam3 and remained high for up to 30 min (Fig. 1B,
lower panel). Two-dimensional gel analysis facilitates the iden-
tification of post-translational modifications.

To determine whether IMPDHII was subjected to post-
translational modifications within lipid rafts following TLR2
stimulation, we used a polyclonal anti-IMPDHII antibody to
perform an immunoblot after two-dimensional separation of
lipid raft proteins isolated from THP1 stimulated with Pam3.
As shown in Fig. 1C, TLR2 stimulation induced a change in the
isoelectrophoretic mobility of IMPDHII, suggesting that post-
translational modifications of this protein are associated with
its recruitment in lipid rafts. As phosphorylation results in
changes to the isoelectric profile of proteins and because
IMPDHII contains serine and tyrosine phosphorylation sites,
we investigated whether IMPDHII is phosphorylated upon
TLR2 stimulation. In-gel staining with a ProQ Diamond dye
specific for phosphorylated proteins revealed spots that showed
a significant increase in their phosphorylated forms following
TLR2 stimulation with Pam2 and Pam3. Mass spectrometry
analysis enabled us to identify IMPDHII as one the proteins that
undergoes phosphorylation after TLR2 stimulation (Fig. 1D,
upper panel). To determine the nature of these phosphoryla-
tions, we performed immunoprecipitation of protein extracts
with an anti-IMPDHII antibody and submitted the immuno-
precipitates to immunoblotting with anti-phosphotyrosine
antibodies. As shown in Fig. 1E, stimulation of THP1 cells with
TLR2 agonists induced tyrosine-phosphorylation of IMPDHIIL
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FIGURE 1. IMPDHII is recruited to lipid rafts following TLR2 stimul,

e — —

and is subjected to post-translational modifications. A, left panel,image of one

gel selected from the 12 gels realized for two-dimensional DIGE analysis. This gel contains lipid rafts proteins prior to (Cy3, green) and following a 5-min
stimulation with Pam3 (Cy5, red). Cy2 is an internal standard and corresponds to a 1:1 ratio of unlabeled proteins from both groups. Right panel, DeCyder relievo
presentation of the identified IMPDHII spot volume in control, Pam2-, and Pam3-stimulated THP1 cells. Gels were analyzed by DeCyder software, and statistics
were generated for up-regulated and down-regulated proteins such as IMPDHIL. B, confirmation of two-dimensional DIGE findings by immunoblotting. THP1
cells were stimulated with Pam2 or Pam3 (100 ng/ml) and lysed with 1% Triton X-100. Lipid rafts were isolated by ultracentrifugation (fractions 2-4), and lipid
raft proteins were subjected to SDS-PAGE. IMPDHII was revealed by immunoblot in lipid rafts. C, lipid rafts were isolated from THP1 cells stimulated with Pam3
(100 ng/ml) for 5 min and subjected to two-dimensional electrophoresis. Two-dimensional gels were then transferred onto nitrocellulose membranes and
subjected to immunoblot with anti-IMPDHII antibodies. D and E, phosphorylation changes following stimulation of TLR2 by lipopeptides. D, lipid raft phos-
phoprotein profiles of nonstimulated and stimulated (Pam3, 5 min) THP1 were viewed on a two-dimensional gel using in-gel staining with ProQ Diamond.
Total protein stain of lipid rafts was performed with SYPRO Ruby. Here is a “zoom” view of a two-dimensional gel, centered on one spot identified by MALDI-TOF
as IMPDHII (circles). E, THP1 cells were stimulated with Pam3, and cell lysates were immunoprecipitated with 3 g of IMPDHII monoclonal antibodies.
Tyrosine-phosphorylated proteins were then visualized by immunoblot with anti-phosphotyrosine antibodies (4G10 clone). /B, immunoblot; NS,

nonstimulated.

IMPDHII Inhibits NF-kB Activity following TLR2 Stim-
ulation—Stimulation of TLR2 initiates a cascade of signaling
events that leads to activation of NF-«B. To investigate whether
IMPDHII plays a role in the TLR2-dependent activation of
innate immune responses, we used a gene reporter assay to
measure NF-«B activity in HEK293-T2 stimulated with Pam2
or Pam3 in the presence or absence of MPA, the chemically
noncompetitive inhibitor of IMPDHII Stimulation with either
Pam?2 or Pam3 resulted in a 3— 4-fold increase in NF-«B activity
(Fig. 2A4). Inhibition of IMPDHII with MPA further increased
NF-«B activity in a significant and dose-dependent manner in
the stimulated cells (Fig. 2, A and B), indicating that IMPDHII
negatively regulates NF-«B activity under physiological condi-
tions. The addition of guanosine in the cell media before stim-
ulation reversed the potentiating effect of MPA on NF-«B
activity. To confirm that IMPDHII negatively regulates NF-«B
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activity, we transfected HEK293-T2 with a siRNA targeting
IMPDHIL As shown in Fig. 2C, extinction of IMPDHII signifi-
cantly increased TLR2-mediated NF-«B activity. Conversely,
overexpression of IMPDHII inhibited NF-«B activity following
TLR2 stimulation and reversed the effects of MPA (Fig. 2D).
NF-«B activation following stimulation of TLR2 leads to the
synthesis of proinflammatory cytokines such as TNFa (2, 24).
To determine whether inhibition IMPDHII modifies cytokine
expression, we measured the amounts of TNFa excreted by
THP1 or HEK293-T2 cells following Pam?2 and Pam3 stimula-
tion. THP1 cells incubated with MPA and HEK293-T2 trans-
fected with 16 ng/ml siRNA specific for IMPDHII were com-
pared with control cells. As shown under control conditions,
the stimulation of THP1 and HEK293-T2 by Pam2 and Pam3
induced a significant increase in TNFa excretion (Fig. 2, E and
F). Inhibition of IMPDHII by either MPA or IMPDHII-specific
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FIGURE 2. IMPDH Il inhibits NF-«B activation following TLR2 stimul A-D, in vitro NF-kB-driven luciferase activity in HEK293-T2 cultures after stimu-

lation for 6 h with Pam2 (200 ng/ml) or Pam3 (1 png/ml). HEK293-T2 cells were co-transfected with 5X «kB-luciferase promoter gene plasmid (40 ng/ml) and
B-galactosidase expression vector (40 ng/ml). Cells were stimulated with either Pam2 or Pam3 for 6 h following a 2-h incubation with 10 M MPA (A) or various
concentrations of MPA (B). NS, nonstimulated; Guo, guanosine (50 um) added to the cell media 2 h before stimulation. HEK293-T2 cells were stimulated with
Pam3 (1 ng/ml) following a 24-h transfection with various concentrations of siRNA targeting IMPDHII (C) or with pCMV6.IMPDHII expression vector (250 ng/ml)
(D). IMPDHII expression was quantified by immunoblot (/B) using anti-IMPDHII antibody. Control conditions correspond to DMSO, non-interfering scramble
siRNAs, or empty pCMV6 vector. NF-«B luciferase activity was rationalized upon p-galactosidase expression. Results are expressed as arbitrary units (RLU,
relative luciferase units) corresponding to “-fold activation.” Data are the means * S.D. representative of three independent experiments. E and F, TNFa
secretion following TLR stimulation. THP1 cells were incubated with MPA (10 um) and stimulated with TLR2, TLR4, or TLRS agonists (£). TNFa concentrations
were measured by ELISA in the supernatants of cells incubated with 10 um MPA or DMSO following a 24-h stimulation with Pam2 (200 ng/ml), Pam3 (1 ng/ml),
LPS (1 ng/ml), or flagellin (5 g/ml). HEK293-T2 cells were transfected with IMPDHII siRNA or nontargeting scrambled siRNA (16 ng/ml) for 36 h and then were
stimulated with Pam2 (200 ng/ml) or Pam3 (1 ug/ml) for 24h (F). TNFa concentrations were measured in cell supernatants. Control conditions correspond to
DMSO or non-interfering scramble siRNAs. Data are the means + S.D. representative of three independent experiments. Group comparisons were assessed
using Student’s t test or analysis of variance with post hoc test. ¥, p < 0.05; **, p << 0.01; control versus each treated group (HEK293-T2 treated with MPA, siRNA
targeting IMPDHII, or pCMV6.IMPDHII expression vector).

siRNA increased TNF« excretion in the media regardless of the
agonist used. We also evaluated the effect of IMPDHII inhibi-
tion on TLR4- and TLR5-mediated release of TNFa. In THP1
cells stimulated with LPS or flagellin, the inhibition of
IMPDHII by MPA did not increase the levels of TNFa in the
culture media (Fig. 2E), suggesting that IMPDHII is a TLR2-
specific negative regulator of NF-«B activity.

In addition to activation of NF-«B, stimulation of TLR2 ini-
tiates the signaling events that lead to the activation of MAP
kinases (2). Investigating the role of IMPDHII in MAP kinase
activation after stimulation of TLR2, we used immunoblot-
ting to study the phosphorylation of Erk, Jnk, and p38 in

23324 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

HEK293-T2 and THP1 cells stimulated by Pam3 (Fig. 3A4).
Whereas stimulation of TLR2 induced phosphorylation of
MAP kinases, IMPDHII inhibition by MPA or siRNA did not
modify MAP kinase activation, suggesting that IMPDHII does
not play any role in the TLR2-dependent activation of this path-
way. Altogether, these data suggest that IMPDHII acts as a neg-
ative regulator of TLR2-stimulated NF-«B activity.

IMPDHII Inhibits Phosphorylation of p65—Stimulation of
TLR2 activates a MyD88-dependent signaling pathway that
results in the nuclear translocation of NF-«B subunits after
phosphorylation degradation of IkB. To test whether IMPDHII
interfere with this MyD88-dependent pathway, we analyzed the
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FIGURE 3. IMPDHII does not interfere with MAP kinase activation pathways. A, HEK293-T2 were transfected with IMPDHII siRNA (16 ng/ml) for 36 h and
stimulated with Pam3 (1 pg/ml). Cell lysates were subjected to SDS-PAGE, and phosphorylation of Erk and Jnk was quantified by Western blot. B, THP1 were
pretreated with MPA (10 um) for 2 h and stimulated with Pam3 at different time points. Phosphorylation of Erk and p38 were evaluated by Western blot with
specific antibodies. Results are representative of two independent experiments.
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FIGURE 4. IMPDHII inhibits NF-kB transacti A, quantification of IkB expression by Western blot. Left panel, HEK293-T2 cells were transfected with
siRNA targeting IMPDHII (16 ng/ml) for 36 h. Cells were then stimulated with Pam3 (1 ng/ml), lysed, and subjected to SDS-PAGE. The kinetics of IxB degradation
following stimulation was observed by Western blot with anti-IkB antibodies. Right panel, THP1 cells incubated or not with MPA (10 uwm) for 2 h were stimulated
with Pam3 and lysed, and IxB degradation was observed by Western blot. B-E, phosphorylation of the p65 subunit of NF-«B. IMPDHII activity of HEK293-T2 cells
(B) and THP1 monocyte cells (C) was inhibited using siRNA targeting IMPDHII (16 ng/ml) and MPA (10 pm), respectively. Cells were stimulated with Pam3 (1
pg/ml), lysed, and subjected to SDS-PAGE. Controls correspond to non-interfering scramble siRNAs or DMSO. The phosphorylated form of p65 (P-p65) and the
expression of p65 were visualized by Western blot with anti-phospho-p65 (Ser-536) and p65 antibodies. D, PBMCs were incubated with MPA or DMSO for 2 h
and then stimulated with Pam3, lysed, and subjected to SDS-PAGE. The phosphorylated forms of p65 and total p65 were visualized by Western blot.
E, HEK293-T2 cells were transfected with pCMV6.IMPDHII (250 ng/ml) or pCMV6 empty vector (250 ng/ml) and stimulated with Pam3 (1 ug/ml) 36 h after
transfection. P-p65, p65, and IMPDHII expression were visualized by Western blot. Densitometry quantification of P-p65 was performed using ImageJ software
and normalized with the densities of total p65 for each stimulated condition. Results are representative of three independent experiments.

patterns of IkB degradation by immunoblot in HEK293-T2 and
THP1 cells stimulated with Pam3. In both cell types, IkB
decreased following Pam3 stimulation (Fig. 44). Neither trans-
fection of siRNA targeting IMPDHII nor exposure to MPA
modified the decrease of IkB expression, suggesting that
IMPDHII does not prevent IkB degradation. As TLR2 stimula-
tion activates a Rac1/PI3K-dependent pathway that is crucial to
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transactivation of NF-«B (9), we assessed the effect of IMPDHII
inhibition on this pathway. We used immunoblotting to study
the phosphorylation of p65 on serine 536 in Pam3-stimulated
HEK293-T2 cells transfected with siRNA interfering with
IMPDHII or control scrambled siRNA. In HEK293-T2 cells, the
engagement of TLR2 induced phosphorylation of p65 between
10 and 60 min (Fig. 4B). Inhibition of IMPDHII expression with
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A, THP1 cells were incubated with MPA for 2 h and then stimulated with Pam3 (1

pg/ml). Cells were lysed and subjected to SDS-| PAGE. Phosphorylation of Akt (P-Akt) on serine 473 was evaluated by Western blot. Control conditions
correspond to cells incubated with DMSO. Densitometry quantification of P-Akt was performed using ImageJ software and normalized with the densities of
total Akt for each stimulated condition. 8, dose dependence of Pam3-stimulated Akt activation (30 min) in THP1 cells pretreated for 2 h with MPA or DMSO. The
phosphorylated form of Akt and total expression of Akt was evaluated by Western blot. C, HEK293-T2 cells were transfected with siRNA targeting IMPDHII (16
ng/ml) and then stimulated with Pam3 (1 2g/ml) 36 h after transfection. Cell lysates were subjected to SDS-PAGE, and P-Akt and total Akt were visualized by
Western blot. Control conditions correspond to cells transfected with scrambled siRNA. Densitometry quantification of P-Akt was performed using ImageJ
software and normalized with the densities of total Akt for each stimulated condition. D, HEK293-T2 cells were transfected with either IMPDHII expression
vector (pCMV6.IMPDHII, 250 ng/ml) or empty vector (pCMV6, 250 ng/ml) and stimulated with Pam3 (1 pg/ml). P-Akt amounts and IMPDHII expression were

evaluated by Western blot. Results are representative of three independent experiments.

specific siRNA further increased the ratio between the phos-
phorylated forms and total expression of p65 following TLR2
stimulation. Similar results were observed in HEK293-T2 cells
stimulated with Pam2 (data not shown). Phosphorylation of
p65 was also increased in THP1 cells (Fig. 4C) and human
PBMC (Fig. 4D) incubated previously with MPA. To confirm
that IMPDHII interferes with the phosphorylation of p65, we
transfected HEK293-T2 cells with pCMV6-IMPDHII and as-
sessed the phosphorylation of p65 following TLR2 stimulation.
Overexpression of IMPDHII in HEK293-T2 cells led to a signif-
icant decrease of p65 phosphorylation, as nearly undetectable
levels of phosphorylation were observed after Pam3 exposure
(Fig. 4E), suggesting that IMPDHII inhibits NF-«kB transactiva-
tion. Finally, inhibition of IMPDHII by MPA did not increase
phosphorylation of p65 in THP1 cells stimulated with LPS (sup-
plemental Fig. 3) or flagellin (data not shown), suggesting that
the negative regulation mediated by IMPDHII is restricted to
TLR2 signaling.

IMPDHII Modulates PI3K Activation Upstream of Akt—
Transactivation of NF-«B following TLR2 stimulation depends

23326 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

upon Akt activation (9, 13). To test the effect of IMPDHII on
TLR2-mediated Akt activation, we stimulated THP1 cells with
Pam3 after incubation with the IMPDHII inhibitor MPA and
studied the phosphorylation of Akt on serine 473 using immu-
noblotting. Whereas phosphorylation of Akt was observed 10
min after stimulation of THP1 cells under control conditions,
phosphorylation occurred earlier and the intensity of Akt phos-
phorylation was stronger when IMPDHII was inhibited with 10
M MPA (Fig. 5A4). The dose dependence of Pam3-stimulated
Akt observed in control cells was much stronger in MPA-
treated cells (Fig. 5B). Similar results were obtained in Pam3-
stimulated HEK293-T2 cells in the presence of siRNA targeting
IMPDHII (Fig. 5C). Furthermore, overexpression of IMPDHII
in HEK293-T2 cells inhibited TLR2-mediated phosphorylation
of Akt (Fig. 5D).

Following stimulation of TLR2, phosphorylation of Akt
depends on the constitution of a molecular cluster involving
TLR2, PI3K, and Rac. To determine whether IMPDHII is part
of this activation cluster, we immunoprecipitated IMPDHII
within HEK293-T2 whole cell lysates. Immunoblots revealed
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FIGURE 6. IMPDHII is recruited to the TLR2-dependant activation cluster and negatively regulates PI3K activity. A, HEK293-T2 cells were stimulated with
Pam3 (1 pg/ml). Cell lysates were immunoprecipitated (/P) with 3 ug of IMPDHII antibodies, and TLR2, the p85a subunit of PI3K, or immunoprecipitated
IMPDHII was visualized by Western blot (/B). B, HEK293-T2 cells were incubated with MPA (10 um) for 2 h and stimulated with Pam3 (1 ug/ml). Cell lysates were
immunoprecipitated with 3 g of anti-TLR2 monoclonal antibody. The P85« subunit of PI3K and immunoprecipitated TLR2 were revealed by Western blot.
C, left panel, time-dependent activation of Rac was quantified by the presence of Rac-GTP detected by Rac PBD pulldown in HEK293-T2 treated with MPA or
DMSO (control cells) and stimulated with Pam3. Right panel, HEK293-T2 cells were co-transfected with siRNA targeting Rac1 or non-interfering scramble siRNA
and with 5X kB-luciferase promoter gene plasmid (40 ng/ml) and B-galactosidase expression vector (40 ng/ml). Cells were then incubated or not with MPA for
2 h and stimulated with Pam3 for 6 h; NF-«B-driven luciferase activity was measured and rationalized upon B-galactosidase expression. Results are expressed
as arbitrary units corresponding to the MPA/DMSO ratio of NF-«B activation. D, HEK293-T2 cells were transfected with a fusion protein combining GFP and the
PH domain of Akt. Transfected cells were either co-transfected with IMPDHII expression vector or incubated with MPA (10 um). Cells were then stimulated with
Pam3 (1 png/ml) and fixed with paraformaldehyde. Cell nuclei were stained with DAPI. Recruitment of the construct to the membrane was observed by confocal
microscopy for each condition. NS, nonstimulated. £, THP1 cells were incubated with MPA (10 um) or DMSO for 2 h and then stimulated with Pam3 (1 pug/ml).
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it of PI3K. A, upper panel THP1 monocyte cells were incubated or not

y

with MPA for 2 h and stimulated wnh Pam3 Lysates were immunoprecipitated (/P) with either 3 ug of anti-phosphotyrosine (P-Tyr, 4G10 clone) or anti-p85a
antibodies, and precipitates were then immunoblotted with p85« or P-Tyr antibodies. Densitometry quantification of the phosphorylated form of p85« was
performed using ImagelJ software and normalized with the densities of precipitated p85a for each condition. Lower panel, HEK293-T2 cells were transfected
either with siRNA targeting IMPDHII or with IMPDHII expression vector. Control conditions correspond to non-interfering scramble siRNAs and empty pCMV6
vector, respectively. Cells were then stimulated with Pam3, lysed, and immunoprecipitated with 3 g of anti-phosphotyrosine antibodies (4G10 clone). The
p85a subunit of PI3K was revealed by Western blot (IB). B, upper panel, THP1 lysates were immunoprecipitated with 3 g of either P-tyrosine (4G10 clone) or
p110antibodies, and precipitates were then immunoblotted with anti-p110 or anti-4G10 antibodies. Densitometry quantification of the phosphorylated form
of p110 was performed using ImageJ software and normalized with the densities of precipitated p110 for each stimulated condition. Lower panel, HEK293-T2
cells were transfected either with siRNA targeting IMPDHII or with IMPDHII expression vector. Control conditions correspond to non-interfering scramble
siRNAs and empty pCMV6 vector, respectively. Cells were then stimulated with Pam3, lysed, and immunoprecipitated with 3 g of anti-phosphotyrosine

antibodies (4G10 clone). The p110 catalytic subunit of PI3K was revealed by Western blot. Results are representative of three independent experiments.

TLR2 and the p85« regulatory subunit of PI3K, confirming that
IMPDHII was transiently recruited to the TLR2-dependent
activation cluster after 10 min (Fig. 6A4). We then tested
whether inhibition of IMPDHII would alter the interaction
between the p85a subunit of PI3K and TLR2. As shown in Fig.
6B, preincubation with MPA does not modify the interaction
between the two molecules, suggesting that IMPDHII does not
control the recruitment of PI3K to the activation cluster (Fig.
6B). We then tested whether Rac was activated after Pam3 stim-
ulation using pulldown experiments. As expected, we observed
an early activation of Rac1 after stimulation of TLR2. This acti-
vation decreased in HEK293-T2 cells incubated with MPA (Fig.
6C, left panel) or siIMPDHII (data not shown). The hyperacti-
vation of NF-kB in MPA-treated cells persisted despite the
absence of Racl (Fig. 6C, right panel).

As phosphorylation of Akt requires activation of PI3K and
the formation of phosphatidylinositol 3-phosphate (PIP;), we
used confocal microscopy to investigate the role of IMPDHII
on PI3K activity through the recruitment of Akt to membrane-
bound PIP,. We transfected HEK293-T2 cells with a construct
encoding a fusion protein between the PH domains of Akt and

GFP and studied the translocation of Akt to the plasma membrane
after stimulation with Pam3. In control cells, Pam3 induced a tran-
sient translocation of the fluorescent probe to the plasma mem-
brane 30 min after stimulation (Fig. 6D). The inhibition of
IMPDHII activity with MPA resulted in a sustained recruit-
ment of Akt to PIP,, whereas overexpression of IMPDHII pre-
vented the recruitment of Akt to the cell membrane, suggesting
that IMPDHII negatively regulates PI3K activity (Fig. 6D). To
confirm the effect of IMPDHII on PI3K activity, we used a PI3K
activity assay to measure the formation of PIP, in Pam3-stim-
ulated THP1I cells in the absence or presence of MPA. Whereas
stimulation with Pam3 induced TLR2-dependent PI3K activity
after 5 min, the formation of PIP, was significantly increased in
MPA-treated cells at all time points (Fig. 6E). Similar results
were observed in THP1 cells stimulated with Pam2 (Data not
shown). As the levels of PIP; also depend upon its conversion to
phosphatidylinositol 2-phosphate (PIP,) by SHIP-1 (SH2-con-
taining inositol 5-phosphatase 1) (12), we studied the phosphor-
ylation profile of the tyrosine 1020 of SHIP-1 using immuno-
blotting to investigate the activity of SHIP-1 (12, 25, 26). Under
control conditions, phosphorylation of SHIP-1 increased after

PI3K was then immunoprecipitated with antibody against the p85« subunit and incubated with PI(4,5)P,. The reaction products were incubated with a
PI(3,4,5)P; detector protein and then added to a PI(3,4,5)P,-coated microplate for competitive binding. A peroxidase-linked secondary detection reagent and
colorimetric detection buffer were used to detect PI(3,4,5)P, detector protein binding to the plate. The amount of PI(3,4,5)P, produced by PI3K activity was
inversely proportional to the colorimetric signal. Data are the means * S.D. representative of three independent experiments. F, THP1 cells were incubated
with MPA (10 um) and stimulated with Pam3 (1 ng/ml). Immunoblot was assessed on lysates to evaluate the phosphorylation of SHIP-1 on Tyr-1020, reflecting
its activation state. Results are representative of two independent experiments.
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FIGURE 8. IMPDHIl interacts with SHP1, which negatively reg TLR2-mediated phosphorylation of PI3K. A, HEK293-T2 cells were transfected with
SHP1 expression vector (250 ng/ml) (upper panel) or S|RNA targeting SHP1 (16 ng/ml) (Iower panel) and stimulated with Pam3 (1 pg/ml). Cells were then
stimulated with Pam3 and immunoprecipitated with anti-phosphotyrosine antibodies (4G10 clone) (/P). The P85« and p110 subunits of PI3K were visualized
by Western blot (IB). B, HEK293-T2 cells were co-transfected with SHP1 expression vector (250 ng/ml), 5% «B-luciferase promoter gene plasmid (40 ng/ml), and
B-galactosidase expression vector (40 ng/mi). Cells were then incubated or not with MPA for 2 h and stimulated with Pam3 for 6 h; NF-«B-driven luciferase
activity was measured and rationalized upon p-galactosidase expression. Results are expressed as arbitrary units (RLU, relative luciferase units) corresponding
to “-fold activation.” C, THP1 cells were exposed to MPA (10 um) or DMSO for 2 h, Cells were then stimulated with Pam3 (1 ug/ml) and immunoprecipitated with
3 pg of anti-SHP1 or anti-IMPDHII antibodies. IMPDHII and SHP1 were detected by Western blot. Results are representative of three independent experiments.

3 min and then gradually decreased to return to baseline after
30 min (Fig. 6F). The chemical inhibition of IMPDHII by MPA
did not change the SHIP-1 phosphorylation profile, suggesting
that IMPDHII does not regulate the conversion of PIP, to PIP,.
Finally, to confirm that IMPDHII regulates TLR2-mediated
NEF-«B activation through the PI3K pathway, we tested whether
inhibition of IMPDHII still had an impact on NF-«B activity in
PI3K inhibited cells. Inhibition of PI3K activity by the chemical
inhibitor LY294002 or by overexpression of Dp85N, a negative
form of the p85 subunit, reversed the effect of MPA on TLR2-
mediated NF-«B activity (supplemental Fig. 1). Furthermore,
the increased phosphorylation of Akt observed in MPA-treated
cells was reversed by the addition of LY294002 in cell media.

IMPDHII Inhibits Tyrosine Phosphorylation of PI3K p85a
Subunit via Phosphatase SHP1—As several reports indicate
that PI3K activity depends on its phosphorylation on tyrosine
(27-29), we performed immunoprecipitation studies to test
whether IMPDHII regulates PI3K activation through changes
in the phosphorylation pattern of its subunits. In cell extracts of
THP1 or HEK293-T2 cells stimulated with Pam3, we observed
phosphorylation of p85a after 5 min. Phosphorylation was
increased by IMPDHII inhibition in THP1 (Fig. 7A, left panel).
Overexpression of IMPDHII in HEK293-T2 cells was associ-
ated with a significant decrease in tyrosine phosphorylation of
p85a (Fig. 7A). In contrast, inhibition of IMPDHII did not sig-
nificantly alter the phosphorylation pattern of the p110 cata-
lytic subunit (Fig. 7B). These data suggest that IMPDHII inhib-
its PI3BK activation through the regulation of p85a tyrosine
phosphorylation.
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Several reports indicate that SHP1 regulates the phosphory-
lation of p85a (27, 29). We first confirmed that SHP1 regulates
phosphorylation of p85a by comparing the patterns of p85a
phosphorylation in HEK293-T2 cells transfected with wild type
SHP1 or with empty vector. As shown in Fig. 84 (upper panel),
overexpression of SHP1 significantly reduced tyrosine phos-
phorylation of p85« following TLR2 stimulation. In contrast,
silencing SHP1 in HEK293-T2 cells increased the intensity of
p85a, Akt, and p65 phosphorylation (Fig. 84, lower panel, and
supplemental Fig. 2). These data confirm that the phosphatase
SHP1 is a negative regulator of PI3K-dependent activation of
NF-kB downstream of TLR2. To test whether IMPDHII inter-
feres with SHP1-dependent regulation of NF-«B activity, we
measured NF-«B activity in HEK293-T2 cells transfected with
pJ3.SHP1 and treated with DMSO or MPA. Whereas MPA sig-
nificantly increased NF-«B activity in DMSO-treated cells, over-
expression of SHP1 decreased NF-kB activity following stimula-
tion with Pam3 (Fig. 8B). Moreover, the increase in NF-kB activity
induced by pharmacologic inhibition of IMPDHII was totally abol-
ished in HEK293-T2 transfected by pJ3.SHP1. These data suggest
that IMPDHII interacts with the TLR2 signaling pathway
upstream of or at the level of SHP1. We then tested whether
IMPDHII interacted with SHP1. THPI cells incubated with
DMSO or MPA were stimulated with Pam3, and cell extracts were
immunoprecipitated with anti-SHP1 or anti-IPMDHIL Immuno-
blotting with anti-IMDHII or anti-SHP1 antibodies revealed
an interaction between SHP1 and IMPDHII between 5 and
10 min after TLR2 stimulation (Fig. 8C). Inhibition of
IMPDHII by MPA did not significantly affect the physical
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interaction between IMDHII and SHP1. Similar results were
obtained in HEK293-T2 cells (data not shown).

To further examine the interaction between IMPDHII and
SHP1 upon engagement of TLR2, we examined the impact of
IMPDHII inhibition on SHP1 activity. We immunoprecipitated
SHP1 from Pam3-stimulated THP1 cells treated with MPA or
MPA and guanosine. Then, after incubation of immunoprecipi-
tates with a chromogenic substrate of SHP1, phosphatase activ-
ity was assessed quantitatively by measuring the absorbance
(A 410 nm) and activation was evaluated as the ratio between
stimulated and unstimulated SHP1 activity. As shown in Fig.
94, equal amounts of SHP1 were immunoprecipitated under
each condition. Stimulation with Pam3 induced maximal acti-
vation of SHP1 after 10 min in control conditions. In contrast,
inhibition of IMPDHII with MPA dramatically decreased SHP1
activity (Fig. 94, left panel). The addition of guanosine in the
cell media before stimulation reversed the inhibitory effect of
MPA on SHP1 activity (Fig. 9A, right panel). Similar results
were observed in THP1 cells stimulated with Pam2 (data not
shown). These data suggest that IMPDHII contributes to the
activation of SHP1 following TLR2 engagement. The activity of
SHP1 depends upon the conformational changes induced by its
recruitment to the ITIM domains of membranous interact-
ing molecules. To check whether IMPDHII activates SHP1
through its recruitment within the TLR2 activation cluster, we
performed immunoblotting of protein extracts from TLR2-
stimulated THP1 cells treated with DMSO or MPA. As shown
in Fig. 9B, SHP1 was recruited to lipid rafts following TLR2
stimulation independently of IMPDHII activity. We then tested
whether IMDHII activity controls the interaction between
SHP1 and TLR2 within its activation cluster. Whereas confocal
microscopy studies revealed that SHP1 and TLR2 had a distinct
localization in resting cells (Fig. 9C), stimulation with Pam3
induced colocalization of these two proteins in the cell mem-
brane. Inhibition of IMPDHII by MPA did not prevent this
interaction, suggesting that the activation of SHP1 by IMPDHII
requires post-translational modifications in addition to its
recruitment within the TLR2 activation cluster. Activity of
SHP1 depends upon its phosphorylation status (30), Phosphor-
ylation of tyrosine residues in the C-terminal tail of the phos-
phatase conveys its activation, whereas phosphorylation of ser-
ine 591 is associated with decreased activity of SHP1 (31, 32).
We performed immunoprecipitation studies to investigate
tyrosine and serine phosphorylation profiles after TLR2 stimu-
lation (Fig. 9D). Whereas phosphorylation of tyrosine residues
was not influenced by inhibition of IMPDHII activity, incuba-

IMPDHII Inhibits TLR2 Signaling

tion of THP1 cells with MPA significantly increased phosphor-
ylation of serine residues. These data are consistent with
decreased SHP1 activity following inhibition of IMPDHIL

DISCUSSION

Using a proteomics approach to find novel partners in TLR2-
dependent signaling pathways, we have identified IMPDHII as
an important negative regulator of NF-«B activation. The reg-
ulation of NF-kB activity downstream of TLRs is a very complex
process that controls the balance between an appropriate
immune response to combat infection or a dysregulated path-
ological inflammation that leads to tissue damage and organ
failure. In recent years, positive or negative regulators of NF-xB
activity have been identified at almost every step of the TLR-
signaling pathways (14). Recent evidence indicates that lipid
rafts play a pivotal role in the fine regulation of the innate
immune response through various mechanisms including the
recruitment or exclusion of signaling molecules (7, 33, 34). In
contrast to a preconceived hypothesis, our proteomics strategy
provided an unbiased differential analysis of proteins recruited
in lipid rafts following TLR2 engagement, allowing for a sys-
tematic characterization of previously unidentified proteins.
We report for the first time that IMPDHII is recruited to a
TLR2-dependent membrane activation cluster within the lipid
rafts after stimulation with lipopeptides. IMPDHII decreases
NF-kB activation through increased SHP1 activity and subse-
quent dephosphorylation of the p85« subunit of PI3K, support-
ing the role of IMPDHII as a negative regulator of the PI3K/
Akt-dependent pathway of NF-kB transactivation.

IMPDHIL is a key enzyme of the de novo guanosine synthesis
through the NAD-dependent conversion of inosine mono-
phosphate (IMP) to xanthosine monophosphate (35, 36). In
mammals, the two isoforms (type [ and type 11) of IMPDH are
present as homotetramers (37). In contrast to IMPDHI, which
display ubiquitous expression, IMPDHII expression is re-
stricted to hematopoietic stem cells. IMPDHII is essential for
B- and T-cell proliferation (38, 39) and is hence targeted by
immunosuppressive therapies such as mycophenolic acid (19).
The role of IMPDHII in innate immune cells has been much
less studied. It has been suggested previously that IMPDHII
contributes to the production of TNFa and nitric oxide follow-
ing macrophage stimulation with LPS and interferon-vy through
a guanosine-dependent mechanism (40). Paradoxically, nonin-
fectious acute inflammatory syndromes with increased poly-
morphonuclear leukocyte activation have been reported in
patients treated with mycophenolate mofetil, the pro-drug of

FIGURE 9. IMPDHIl regulates phosphatase activity of SHP1 downstream of TLR2 but does not affect its recruitment the TLR2 activation cluster. A, THP 1
cells were incubated with DMSO, MPA (10 um), or MPA with guanosine (Guo, 50 um) before stimulation with Pam3. Cells were lysed in a lysis buffer without any
phosphatase inhibitors. Proteins were immunoprecipitated with 3 ug of anti-SHP1 monoclonal antibody and incubated for 2 h with agarose beads. Imnmuno-
precipitates were washed, and the reaction was initiated by the addition of 25 mm para-nitrophenyl phosphate for 30 min at 30 °C. The reaction was stopped
by the addition of 1 n NaOH, and sample absorbances were measured at 410 nm. Results were expressed as "-fold activation.” An equal amount of precipitated
proteins was controlled by Western blot (/B). Controls correspond to cells incubated with DMSO. Data are the means * S.D. representative of three indepen-
dent experiments. NS, nonstimulated. 8, THP1 cells were incubated with MPA (10 um), stimulated with Pam3 (1 png/ml), and lysed with 1% Triton X-100. Lipid
rafts were isolated by ultracentrifugation (fractions 2-4), and lipid raft proteins were subjected to SDS-PAGE. SHP1 was revealed by immunoblot in lipid rafts.
C, THP1 cells were incubated with MPA, stimulated with Pam3 (1 mg/ml), and then fixed with 4% paraformaldehyde and washed with 0.1 m glycine. Cells were
then permeabilized with PBS-1% BSA containing 0.05% saponin and incubated with anti-TLR2 and anti-SHP1 antibodies. Cells were subsequently labeled with
Alexa Fluor 488- and Alexa Fluor 594-conjugated secondary antibodies combined. Cells were washed with PBS and mounted on slides. All images were
obtained using a confocal Leica DMIRE2 microscope and analyzed using Image) 1.40 software. D, THP1 cells were incubated or not with MPA, stimulated with
Pam3, and lysed. Cell lysates were immunoprecipitated (IP) with anti-phosphotyrosine (P-Tyr, 4G10 clone) or anti-SHP1 antibodies. Immunoprecipitates were
then submitted to Western blot with anti-SHP1, anti-P-Tyr, and anti-P-Ser antibodies. The results are representative of three independent experiments.
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MPA, following kidney transplantation or systemic diseases.
Recent studies report that inhibition of IMPDHII by MPA in IL-1-
B-stimulated endothelial cells potentiates the NF-xB-dependent
production of intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1), sug-
gesting that IMPDHIL is involved in the negative regulation of sig-
nals mediated through the IL-1 receptor family. In this model,
IMPDHII prevented degradation of 1B and subsequent nuclear
translocation of the p50/p65 dimer (41). Lee et al. (42) have also
demonstrated that inhibition of IMPDHII increases TLR7-depen-
dent NF-«B activity in murine macrophages or human leukocytes.
Consistently, we found that IMPDHII is a negative regulator of
NF-«B activation and TNFa production downstream of TLR2.
The effect of IMPDHII on NF-«B activity was specific to the TLR2
signaling pathway, as inhibition of IMPDHII did not significantly
influence NF-kB activity downstream of the membrane-bound
TLR4 and TLR5 receptors. The type of TLR2 heterodimers
involved had ne impact on the inhibitory effect of IMPDHII on
NF-«B activity. Inhibition of IMPDHII activity had no effect on the
activation profiles of Jnk, p38, and Erk. Altogether, these data sug-
gest that IMPDHII has a fundamental inhibitory role in TLR2-de-
pendent signal transduction to NF-«B.

Our results indicate that the inhibitory effect of IMPDHII is
mediated through the negative regulation of PI3K activity. Sev-
eral studies have indicated that in lymphocytes and neutrophils,
PI3K activity is regulated by tyrosine phosphorylation of its
p85a subunit (27). This phosphorylation state seems, however,
tightly controlled by the tyrosine phosphatase SHP1, which has
been found to decrease phosphorylation of p85« and inhibit
human T-cell, neutrophil, and macrophage cell activation (27,
28, 43). Consistent with data demonstrating that SHP1 also
modulates PI3K activity downstream of TLR2 in human pul-
monary epithelial cells (44), we found that silencing SHP1
expression increased p85a phosphorylation and Akt-depen-
dent transactivation of p65. Our data show that inhibition of
IMPDHII increases phosphorylation of p85« through in-
creased phosphorylation of SHP1 serine residues and decreased
SHP1 activity. The mechanisms underlying the IMPDHII-me-
diated increased activation of SHP1 in our model are not com-
pletely understood. Several hypotheses can be discussed. First,
IMPDHII could modulate the activation of SHP1 through as yet
unidentified intermediate proteins, such as G-proteins, for
which activation is fully dependent on the production of GTP
(19, 45). Consistent with this hypothesis, the administration of
GTP reversed the NF-kB potentiation observed after inhibition
of IMPDHII. As expected, the activation of the Rho GTPase
Racl was sensitive to MPA. However, silencing Racl did not
prevent the MPA-induced increase in NF-«B activity following
stimulation of TLR2. Altogether, these data infer that Racl is
involved in TLR2 activation upstream of PI3K, as suggested by
Arbibe et al. (9), and that IMPDHII negatively regulates NF-xB
through PI3K independently and downstream of Racl. Other
candidates could include proteins containing immunoreceptor
tyrosine-based activation or inhibition motifs (ITAM or ITIM).
Indeed, SHP1 activation requires its interaction with phosphor-
ylated tyrosines on these motifs (30, 46). Several receptor and
non-receptor molecules such as CEACAMI (44) and TLR-sig-
naling proteins, including IRAK1, contain ITIM motifs (23).
Moreover, some receptors, such as f-integrins, coupled with
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I'TAM-containing adaptors interfere with the signaling of TLRs
(46, 47). Interestingly, molecules such as B-integrin also inter-
act with PKC (48), the kinase that phosphorylates SHP1 on
serine residues (31). Whether IMPDHII regulates an ITIM- or
ITAM-containing protein that is yet to be identified remains
unknown.

In summary, using an unbiased proteomic differential anal-
ysis of the lipid rafts content following TLR2 stimulation, we
identified IMPDHII as a novel negative regulator of NF-«B acti-
vation that contributes to the dephosphorylation of the p85«
subunit of PI3K through increased SHP1 activity. The exact
mechanism underlying the effect of IMPDHII on SHP1 activity
remains to be elucidated. These findings highlight the impor-
tance of balanced signals coordinating the inflammatory
response to infection and may help to find novel targets in the
control of TLR2-mediated sepsis.
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A chaque étape de I’infection par un pathogene, la variabilité de 1’hGte peut modifier
sa réponse et déstabiliser 1’équilibre fragile entre les mécanismes pro- et anti-inflammatoires.
L’activation anarchique de I’inflammation peut ainsi induire des dommages tissulaires et des
défaillances d’organes que 1’on retrouve dans le choc septique. Une réaction inflammatoire
insuffisante favorise, quant a elle, I’invasion des pathogenes et peut conduire a des infections
secondaires. Le développement de ces infections secondaires, dites nosocomiales, est
d’ailleurs trés fréquent chez les patients septiques en réanimation. Les travaux de Landelle et
al. ont montré que le choc septique est un facteur de risque pour les pneumonies secondaires
(Landelle et al., 2008, 2010). Ces déséquilibres peuvent avoiropi@ine i) 1’activation
préférentielle d’une voie de signalisation inadaptée, ii) des mécanismes de régulation
déficients ou iil) des variants génétiques au sein de génes modificateurs. L’objectif de ce
travail était de mieux comprendre les mécanismes de régulation des réponses dépendantes de
TLR2. Ce récepteur est impliqué dans la reconnaissance des bactéries, parasites ou
champignons. Il recrute un complexe multimoléculaire au sein des radeaux lipidiques initiant
et orientant la réponse inflammatoire. En utilisant des approches complémentaires de
protéomique, nous avons identifié les protéines recrutées dans les radeaux lipidiques et/ou y
subissant des modifications post-traductionnelles aprées engagement des hétérodimeres
TLR2/TLR1 ou TLR2/TLR6. Parmi elles, la Src kinase Lyn et la déshydrogénase IMPDHII

ont retenu toute notre attention.

Dans un premier temps, nous avons caractérisé les fonctions de ces molécules dans la
signalisation en aval de TLR2. Lyn est une Src kinase. Son implication dans les cascades de
phosphorylation sur tyrosine est essentiellement connue dans I’'immunité adaptative, ou elle
peut étre un activateur ou un inhibiteur des voies de signalisation lymphocytaires. Nos travaux
ont montré le role de régulateur positif qu’exerce la Src kinase sur la réponse pro-
inflammatoire en aval de TLR2. Lyn favorise la phosphorylation sur résidus tyrosines de la
sous-unité catalytique (p110) de la B3 ’identification de Lyn comme une molécule
indispensable dans I’activation de la voie PI3-K/Akt et du facteur de transcriptioNF-«B,
confirme I’importance des phosphorylations sur tyrosine dans la défense anti-infectieuse. Les
inhibiteurs des tyrosines kinases, initialement développés pour les thérapies anti-cancéreuses,
sont utilisés dans le traitement de nombreuses autres pathologies comme les infections sévéres
(Kontzias et al., 2012; Summy et al., 2005). Ces inhibiteurs ont fait leur preuve dans les

atteintes pulmonaires en améliorant la survie dans des modeéles expérimentaux de choc
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septique (Okutani et al., 2006). lls ont aussi un grand potentiel dans le traitement du sepsis
(David et al., 2013)La découverte de Lyn dans la réponse immunitaire innée a 1’infection
ouvre une nouvelle porte aux thérapies adjuvantes aux antibiotiques au cours du sepsis.

IMPDHII est une enzyme clé de la synthéd® novode guanine. Elle est donc
largement décrite pour son implication dans la prolifération des lymphocytes. Elle a
également une activité modulatrice dans la défensevaslit-suite a 1’engagement de TLR7
par le virus de I’hépatite C (Lee et al., 2006). Nos travaux ont souligné le role de régulateur
négatif qu’exerce cette déshydrogénase sur la réponse pro-inflammatoire induite par TLR2.

Elle inhibe I’activation de NF-xB par la voie PI13-K/Akt. La tyrosine 236 de la région 230-330

de IMPDHII intervient dans I’activation de la tyrosine phosphatase SHP1, elle-méme
permettant de moduler I’activité de NF-kB. Nous avons décrypté en partie le mécanisme par
lequel IMPDHII agive la phosphatase SHP1 a travers la libération d’une inhibition ;

PKCa est un nouvel acteur de la régulation de®au cours de 1’engagement de TLR2. En
revanche, il nous reste a mieux définir le rdle précis de IMPDHII, nhotamment a travers ses
modifications conformationnelles.

Nous avons aussi mieux compris les mécanismes par lesquels le MPA régule la voie
de signalisation de TLR2. Le MPA permet de maintenir les signaux pro-inflammatoires en
réponse a I’engagement de TLR2. Bien que dans son usage clinique, le MPA puisse
augmenter le risque d’infection en tant qu’immunosuppresseur, il semble avoir des effets
favorables sur I’immunité innée ; en effet, il favorisan vitro la différenciation des cellules
myéloides et monocytaires (Inai et al., 2000), et dans des modéles murins de sepsis, le MPA
augmente la survie, la clairance bactérienne, I’expression de IFNy et Dactivité anti-
microbienne des PNNs (Assfalg et al., 2010; Durez et al., 1999). Les inhibiteurs de IMPDHII
pourraient donc favoriser la défense anti-infectieus&re utilisés dans certaines conditions
au cours du sepsis sévere. Nous envisageons au laboratoire d’étudier I’effet du MPA sur un
modele murin d’infection a staphylocoque, agoniste spécifique de TLR2, tant au niveau de la
survie que de la réponse inflaroire et cellulaire, ainsi que sur les mécanismes d’immuno-
tolérance post-sepsis.

Par ailleursnous avons mené une étude d’association qui a permis de déterminer le
role d’un SNP de IMPDHII dans la gravité du choc septique. Un certain nombre d’études de
pharmacogénétique s’était intéress¢ aux variants de IMPDHII dans le but d’identifier une
susceptibilité particulieére au rejet de greffe (Sombogaard, 2010; Sombogaard et al., 2009). En

revanche, notre étude est, a notre connaissance, la premicre étude a s’étre intéressée a
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I’association d’un variant de IMPDHII avec la variabilité du phénotype infectieux. Un certain
nombre de SNPs a été identifié au cours de ces derniéres années. Ces facteurs peuvent
influencer la susceptibilité ou la gravité des infectionsnBjue 1’effet des polymorphismes

des récepteurs soit compensé par leur redondance, les SNPs localisés au niveau de genes de
molécules de la signalisation peuvent avoir des répercussions fonctionnelles majeures. A titre
d’exemple, le SNP IRAK1 est fortement associé a une augmentation de la gravité pulmonaire

au cours du choc septiqgue (Toubiana et al., 2010). Nos travaux menés sur le variant
IMPDHII-3757C ont souligné qu’il est associ¢ a un syndrome de détresse respiratoire aigiie

accru chez les patients septiques. Ces données suggérent que les molécules immuno-
modulatrices comme IMPDHII peuvent jouer un réle majeur dans les infections séveres
observées en pratique clinique. Il nous reste a bien caractériser les effets fonctionnels de ce

variant dans ’activité de IMPDHII et dans la modulation de la cascade inflammatoire.

En conclusion, nos travaux ont permis de mettre en lumiére le role de Lyn et de
IMPDHII dans la signalisation activatrice ddF-xB en aval de TLR2. Ces rdles de
régulateurs positifs et négatifs font de ces molécules des cibles thérapeutiques potentielles

dans I’infection grave.
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1. La recherche expérimentale

1.1l a protéomique
Outre la régulation des organismes par leur génome, le protéome (ensemble des
protéines) joue un role essentiel, notamment aux niveaux du métabolome (les métabolismes
dans leur ensemble) et du signalosome (la signalisation dans sa totalité). Les protéines et leurs
fonctions sont étudiées par une approche spécifique, la protéomique. Les outils sont fondés
sur la préparation des échantillons, éventuellement leur séparation (électrophorése bi-
dimensionnelle par exemple), leurs analyses, comme par spectrométrie de masse puis le

traitement des données par bioinformatique.

L'électrophorése a deux dimensions (2D-PAGEgst une technique qui permet de
séparer les protéines d'un échantillon en condition dénaturante selon leur point isoélectrique
puis selon leur masse moléculaire. Les protéines sont visualisées par des colorants spécifiques
(Bleu de Coomassie, nitrate d'argent, fluorescer@@g3/Cy5, ruthénium) variables selon la
sensibilité et les technologies employées ultérieureniBnpermettent d’observer, sans les
identifier, des changements dans la masse moléculaire ou la charge des protéines. Ces
variations permettent de prédire certaines des modifications post-traductionnelles. Le systeme
de difference gel electrophesis (DIGE) est une amélioration deB-PAGE utilisant le
marquage des protéines par des dérivés de cyanine (Cy2, Cy3, Cy5). Cette technique permet
de comparer les protéines de plusieurs échantillons sur un méme gel, voire d’apprécier
I’augmentation ou la diminution de protéines issues de protéomes de conditions différentes.

La spectrométrie de masse (MShécessite un spectrométre de masse qui comporte
une source, un analyseur et un détecteur (Figure Al). Il existe des variantes pour chacun de
ces éléments, ce qui donne acces a différentes approches: ascehdtote (p et
descendantetdp dowr). Les analyses protéomiques se font selon le niveau de complexité
peptide, protéine entiere, complexe multi-protéique (Compton and Kelleher, 2012). La
protéomique ascendante implique qus protéines présentes dans 1’échantillon sdent
déduites a partir des peptides identifies. La limite de cette approche est que la digestion de la
protéine en peptides entraine une perte d’information, notamment celle portée par la
conformation et les modifications post-traductionnelles (Musselman et al., 204i#yroche

descendante permet d’analyser les protéines sans digestion enzymatique préalable mais
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nécessite des protéines ou des complexes protéiques préalablement purifiés (Auffray et al.,
2013; Fenn et al., 1989; Savaryn et al., 2013; Tran et al., 2011). Cette technique peut étre
associée a d’autres méthodes d’analyse comme la cytométrie en flux, pourétude cellulaire

des déficits immunitaires par exemple (Ahlf et al., 2012; Savaryn et al., 2013; Tian et al.,

2012).

Systéme générateur de vide

. Source Analyseur 2 Gestion des
Echantillon =) dionisation =) de masse =) Détecteur = données
Electrospray Quadrupole mass filter
MALDI lon trap mass analyzer

TOF mass analyzer

Figure Al. Systéme de spectrométrie de masskeest composé d'une source avec un systeme d'ionisation, d'un
analyseur de masse, puis d'un détecteur. L'ensemble fonctiarmede.
D’apres Ameziane et al., Elsevier©, 2005

La protéomique quantitative permet d’étudier les variationsde 1’expression des
protéines. Ldabel free quantitationles MeCATSs netal-coded tagsle N-terminal labelling
le SILAC (stable isotope labeling with amino acids in cell culjuva le marquage isobarique
permettent ainsi d’analyser les différences relatives entre les protéines de plusieurs
échantillons.L’iTRAQ (isobaric Tags for Relative and Absolute Quantification) est une
technologie de marquage isobarique donnant, au final, des peptides de méme masse mais dont
les ions émis apres fragmentation sont de masses différentes (Bergmann et al., 2012; Evans et
al., 2012; Ma et al., 2008).

Outre les techniques citées précédemment, la protéomitjgedtautres approches
comme la séparation sans gels et les puces a protéines, qui peuvent étre adaptées a des études
a grande échelle sur des échantillons complexes. La séparation sans gel (MuDPIT
(multidimensional protein identification technoldggt FICAT® (isotope-coded affinity tay
remplacent I'électrophorése bi-dimensionnelle par deux colonnes d'HPLC (High Performance
Liguid Chromatography) assoei®a un spectrometre de masse (Mommen et al., 2013;
Sethuraman et al.,, 2004). Quant aux techniques des puces a protéines (SELDI-TOF MS
(Surface-enhanced laser desorption/ionisation time-of-flighy, &I (MS imaging)), elles

peuvent étre couplées a une analyse par MS.
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1.21L.a génomique

Les caracteres phénotypiques, point de départ de la génétique classique, sont le fruit de
I’action des protéines mais trahissent I’existence de génes. Le but de la génomique est de les
identifier. Pour ce faire, les techniques de séquencages ont offert de grandes perspectives dans
I’identification et la caractérisation des genes et de leurs polymorphismes. La réponse a
I’infection a tout d’abord été étudiée a travers la génétique classique, qui a permis de mieux
caractériser la reconnaissance des pathogenes a travers la découverte desdELRsret
signalisation (Hoebe and Beutler, 2008; Poltorak et al., 2000). Cependant, cette approche est
limitée dans le décryptage des phénomenes eow¥plle ’infection, qui exige de créer des
phénotypes nouveaux. C’est le role de la mutagenese, notamment celle des lignées germinales
de mammiferes, tels que les souris. Les individus ainsi obtenus perrd&itedier les génes
requis dans la résolution d’une infection, selon deux approches : la génétique « forward » et la

génétigue « reverse » (Figure A2) (Beutler, 2002; Beutler et al., 2003).

Génétique classique Génétique inverse
Génétique « forward » Génétique «reverse »

[ Phénotype peu connu ] [ Protéine de fonction inconnue }
‘ Mutation deslignées germinales E Surexpression ou mutation de géne }
Criblage des animauxavecle Examen du phénotype qui interfere
phénotype cible avec le phénotype
J

Confirmation de la transmission du
phénotype etlocalisation

Identification de la mutation et
preuve del'importance dugene

Figure A2. Applications pratiques des génétiques classique et inverde principe de la génétique classique
est fondé sur I’identification de la mutation a 1’origine d’un phénotype connu. En revanche, celui de la génétique
inverse est fondgur I’identification du phénotype induit par une protéine d’intérét.

D’aprés Beutler B, Critical Care, 2003.
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1.2.1.La génétique inverse

La génétique inverse est fondée sur I’étude de I’impact de la mutation spécifique d’un
géne sur le phénotype de l’organisme ou du type cellulaire. Cette approche requiert de
nombreux prérequis comme une grande collection de mutants ainsi que la connaissance du
génome et de son expression. Le processus d’altération du génome peut étre ciblé (extinction
de géene, recombinaison homologue) ou aléatoire (mutagenése chimique, mutagenese médiée
par transposon).

La mutagenese dirigéaepose sur la connaissance préalable du géne et de la protéine
responsable du phénotype que I’on souhaite étudier. Elle dépend essentiellement des avancées
en biologie moléculaire. Une approche expérimentale intéressante est la technique
d’interférence par ARN, qui est un processus par lequel le géne d’intérét est ciblé par des
ARNSs sens et anti-sens (Kuttenkeuler and Boutros, 2004). Cette technique est applicable sur
de multiples types cellulaires et a permis de générer de nombreux phénotypes de perte
fonction (Kuttenkeuler and Boutros, 2004; Rutz and Scheffold, 2004). En routine, les modes
d’interférence impliquent surtout 1’'usage de small interferingARNs (SiARNSs) (Dillin, 2003)
Le coté transitoire de ’effet nous permet d’étudier, sur une période prédéterminée, des
phénotypes non-vides. Pour I’observation longue d’un phénotype interférent, des techniques
exploitant des vecteurs sont utilisées comme les cassettes siARN, les vecteurs plasmidiques
(short hairpin ARN (shARN)) et les vecteurs viraux (Ogris and Wagner, 2011; Shim and
Kwon, 2010).Les modéles animaux sont de bons outils pour I’observation des phénotypes sur
des organismes entiers. lls sont générés par transgenese et par clonage (Hickman-Davis and
Davis, 2006) Il est ainsi possible d’obtenir des modeles de type knock out(extinction de
I’expression du géne d’intérét), knockin (le géne d’intérét est remplacé par un autre) et knock
down (le transgéne est un shARN) (Brown et al., 2011; Hickman-Davis and Davis, 2006;
Kass et al.,, 2013; Manis, 2007). Cependant, au vu du caractere complexe des pathologies
humaines, une approche ciblée ne permettra pas de comprendre leurs fonctionnements. Une
approche par criblage aléatoire de phénotypes d’intéréts permet d’obtenir de nouveaux acteurs
inattendus.

La mutagénese aléatoireonsiste en des mutations spontanées des lignées germinales
de type substitutiode I’ordre de la centaine de nucléotideBlles génerent I’introduction de
variation de un ou deux nucléotides codants (Nachman and Crowell, . 2000)
Physiologiguement, les changements phénotypiques résultent de mutations aléatoires qui sont

a ’origine de I’immense variabilité des phénotypes humains. Dans les souris, le niveau de
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mutation aléatoire est généralement plus grand que chez ’Homme mais un criblage est requis

pour identifier les changements de phénotype. Les problemes génétiques y sont aussi plus
faciles a détecter, c’est pourquoi, malgré leurs limites, ces modéles facilitent I’élucidation des
phénomenes. La génération de lignées germinales de modeles murins peut se faire par
plusieurs approches comme la mutagenese insertionnelle, médiée par transposon, ou la
mutagenése chimique (TILLING, Targeting Induced Local Lesions in Genomes) (Hiraga and
Arnold, 2003; Hoeller et al., 2008; Jones, 2005; Murakami et al., 2002). Par exemple, la
mutagenése chimique a permis au département d’Immunologie de La Jolla (US) de
caractériser certains des genes impliqués dans la phagocytBseeteginosala réponse a
certains PAMPs (LPS, lipide A, Cytosine-phosphodiester-guanine, Flagelline), la tolérance au
LPS, la cytotoxicité des macrophages induite par le LPS et la résistadhcaeauginosa
(Beutler et al., 2003).

1.2.2.La génétigue « forward »

La génétique classique ou génétiquebrward» est fondée sur 1’observation d’un
phénotype, suivie de l’identification de la fonction d’un géne et de son produit. La
comparaison des génomes montre que la variabilité inter-individuelle dans la défense contre
les pathogenes peut étre due a des modifications dans la séquence des acides nucléiques
(polymorphisme) ou dans ’accessibilité au geéne (épigénétique) (Alkan et al., 2011). Procéder
au criblage des genes, a la recherche de polymorphismes, requiert donc des techniques de
séquencage, de détection des mutations ou des modifications épigénétiques (Ameziane et al.,
2005). Le séquencage est une approche, a la base de toute la génétique « forward », qui
permet de lire ce code en utilisant principalement une approche enzymatique comme la
méthode Sanger (Huang et al., 2011) ou les techniques chimiques comme celle de Maxam et
Gilbert (Sikkema-Raddatz et al., 2013) I’exception de la chromatographie liquide haute
performance (HPLC) en milieu dénaturant, les techniques de détection des mutations sont
fondées sur les propriétés de migrade I’ADN sur gel (agarose, acrylamide) dénaturant ou
non-dénaturant (Brown, 2001; Casadei et al., 2001; Hawkins and Hoffman, 1999; Hestekin
and Barron, 2006; Liu and Sommer, 1994; Luce et al., 1995; Ritis, 2004; Rossetti et al., 1997;
Schoske et al., 2003; Yakubovskaya et al., 2010). Les modifications épigénétiques ont été
identifites comme étant des régulateurs de la réponse inflammatoire. Ce sont des
modifications chimiques héritables et réversibles de I’ADN sans modification de sa séquence.

Elles induisent une variation de I’expression d’un ou plusieurs genes (modification du
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phénotype sans modification du génotype) (Medzhitov and Horng, 2009; Wen et al., 2007; Xu
et al., 2009)Elles ont pour origine la méthylation de I’ADN et les modifications des histones
(Musselman et al., 2012).a méthylation de I’ADN est étudiée grace a quatre technologies :

le MeDIP-seq Methylated DNA immunoprecipitation sequenginga MethylCap-seq
(Methylated DNA capture by affinity purificatipne RRBS Reduced representation bisulfite
sequencing et 1’étude par Infinium (Infinium HumanMethylation 27 assayBock et al.,

2010; Clark et al., 2006; Darst et al., 2010; Dupont et al.,, 2004; Herman et al., 1996;
Korshunova et al., 2007; Meng et al., 2004; Ogino et al., 2006). Les modifications des
histones sont analysées en les séparantes critéres de conformations, d’encombrements et

de charges (Davey et al.,, 2002; Grun et al., 1988; Kohrer and RajBhandary, 2008;
Kouzarides, 2007; Rogakou, 1998; Shechter et al., 2007; Wysocka et al., RRD5des
modeles de prédilection dans la compréhension du contrble de la transcription et de
I’inflammation est le programme de transcription induit par le LPS (Medzhitov and Horng,

2009; Wen et al., 2007; Xu et al., 2009).

2. La recherche translationnelle

La recherche translationnelle peut étre définie comme un procédé par lequel les
avancées et les innovations scientifiques sont incorporées a la clinique. Ses principaux
objectifs sont de transposer rapidement les innovations scientifiques vers une meilleure prise
en charge du patient pour faciliter la détection précoce des maladies, les pronostics et
I’identification de cibles thérapeutiques. Dans sa forme la plus basique, elle analyse des
échantillons humains a la recherche de marqueurs de la pathologie cible (Figure A3). En effet,
les biomarqueurs sont des caractéristiques objectivement mesurables qui indiquent les
processus biologiques, pathogéniques ou pharmacologiques (Bucher HC et al., 1999). La
recherche des biomarqueurs a été associée avec une explosion des applications des
technologies de « omique » haut-débit (Figure A4).

Si I’on prend I’exemple du sepsis, de nombreux candidats pour des biomarqueurs ont
été évalués dans plus de 3000 études, cependant, leur utilité clinique est tres limitée. Le sepsis
est un syndrome complexe qui évolue rapidement. Ses conséquences dépendent de la réponse
inflammatoire de 1’hdte autant que des facteurs génétiques et environnementaux. Bien qu’il
soit impossible qun seul biomarqueur soit suffisant, 1’approche selon laquelle ils sont

validés sur un mécanisme précis a fait émerger la procalcitonine (précurseur de la cglcitonine

217



Annexes

comme un marqueur pronostic de la gravité de ’infection (Proudfoot et al., 2011; Wacker e
al., 2013).

Le transfert de la paillasse au lit du patient reste encore peu courant. En effet, les
modeles animaux précliniques sont simplistes et les propriétés physiopathologiques
inhérentes a chaque espece compliquent la généralisation des olsejusdu’a 1’espéce
humaine. Une méthode généralisée de transferts des bases scientifiques vers des thérapies

efficaces fait encore gravement défaut (Proudfoot et al., 2011).

Utilisation d’échantillons humains de biobanques.

ldentlflc.atllon Approches génomique, métabolomique, transcriptomique
dela cible et protéomique.
Sélect.ion de Utilisation de modéles humains in vivo ou ex vivo pour
la cible fairela preuve des mécanismes étudiés.

- Etudes humaines et preuve de concept

Figure A3. Le paradigme de la recherche translationnelleLe développement de médicaments implique
I’identification d’une cible par I'utilisation de technique de « omique » dans les tissus humains. Les études de
preuve de concept confirment la cible avant de valider I’efficacité de la drogue dans les études humaines.

D’apres Proudfoot et al., Current Opinion in Critical Care, 2011

Présentation Histoire clini
i o istoire clinique et examen
Diagnostic Diagnostic des biomarqueurs avec ou sans estimation
différentiel pronostique

. . Biomarqueurs pour estimer la réponse au traitement
Diagnostic Entrée dans des essais cliniques basés sur le phénotype
confirmé ou I’estimation pharmacogénomique.

Figure A4. Le r6le des biomarqueurs dans la gestion des patientis’évaluation initiale des biomarqueurs
exige une connaissance approfondie des antécédents et des examens. La vaidationastiqueurs est associée
a la confirmation du diagnostic et de ’évaluation des risques cliniques. Une fois le diagnostic confirmé, les
marqueurs pharmacogénomiques permettent d’orienter les patients vers les essais cliniques. Dans ces essais, le
phénotype est clairement défini, et les patients répondant le mieux au erditsont caractérisés afin
d’améliorer les conséquences des prochaines études.

D’aprés Proudfoot et al., Current Opinion in Critical Care, 2011.
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2.1 1L.’approche protéomique

La protéomique translationnelle a fourni de précieux renseignements qui ont ouvert de
nouvelles voies dans la compréhension des maladies et les diag@stierson and Hunter,
2006; Dendrou et al.,, 2013). Un certain nombre de variantes des approches classiques
(SISCAPA ¢table isotope standards and capture by antipeptides antifodidgltiple
Reaction Monitoring (MRM))ont permis d’analyser des échantillons complexes, comme le
sérum et les urines (Huillet et al., 2011; Keshishian et al., 2007; Whiteaker et al., 2007). L
majorité des approches protéomiques en recherche clinique ont pour but d’identifier des
biomarqueurslu sepsis et de I’inflammation (Marshall and Reinhart, 2009; Su et al., 2013).
Par exemple, des études protéomiques a grande échelle menées sur les urines de patients
septiquws ont permis d’identifier sept biomarqueurs du sepsis (selenium binding protein-1,
heparan sulfate proteoglycan-2, alpha-1-B glycoprotein, haptoglobin, lipocalin, lysosome-
associated membrane proteins-1 and dipeptidyl peptidase-4) (Su et al., 2013).

2.2 1>approche génétique

Trois approches principales permettent d’identifier les polymorphismes associés aux
pathologies : par « géne candidat », sur génome entier (Genome Wide Association (GWA)),
et sur les exons (Exome). i) La technique du « gene candidatéresse aux génes codants
pour les protéines impliquées dans le phénoméne d’intérét. Elle recherche Iles
polymorphismes qui modifient la structure, 1’expression ou [’activité des protéines
prédéfinies. Elle a ainsi identifié TLR4 comme étant le récepteur reconnaissant le LPS
(Poltorak et al., 1998)ii) L’approche sur génome entier prospecte sangriori sur
I’ensemble du génome a la recherche de polymorphismes impliqués dans le phénotype étudié.
I1 est donc nécessaire d’avoir acces a de vastes bases de données regroupant un maximum de
SNPs dans la populah cible comme HapMap. Il est ainsi possible d’intégrer des degrés de
complexité inattendus mais indispensables a la compréhension du phénotype. Elles ouvrent
des pistes a la compréhension des implications pathologiques de nouveaux facteurs
génétigues (Xavier and Rioux, 2008). Cette approche utilise les derniéres technologies dans le
génotypage, fondées sur les puces (Affimetryx et lllumina), et permettent de séquencer
plusieurs milliers de SNPs (Bush and Moore, 2012). Ces technologies ont mis en évidence des
polymorphismes associés aux maladies infectieuses et sont déja utilisées pour personnaliser

les traitements (Davila et al., 2010; Thye et al., 2010). Par exemple, en 2009, Dubinsky et al.
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ont identifié les facteurs impligués dans la réponse aux anteJMEterminant ainsi les
patients atteints d’inflammation chronique ne devant pas bénéficier de ce traitement
(Dubinsky et al., 2010)ii) L’Exome projeche crible que le faible pourcentage de génome
codant, I’exome. Il contient prét de 85% des mutations mises en cause dans les maladies
génétiques. Cette technique de séquencage a, par exemple, été utilisée pour souligner une
susceptibilité génétiqgue aux infections chroniqu® aeruginosachez les patients atteints de
mucoviscidose. Le variant faux-sens de la dynactine 4 a ainsi été associé a la susceptibilité a
des infections graves (Emond et al., 2012).

Les pathologies ayant des origines génétiques posent des problemes aussi bien au
niveau diagnostique qu’au niveau du traitement. En effet, elles reposent rarement sur une
seule mutation et leur identification reste dépendante de leur caractere de dominance ou de
récessivité. lls peuvent aussi avoir déja été associés, dans une autre étude, avec une pathologie
différente de celle diagnostiquée pour le patient. Les limites des approches « gene sandidat
et GWA sont respectivement la connaissance préalable des genes impliqués et le colt du
séquencage du génome entier pour plusieurs patients atteints de la méme pathologie. L’Exome
Project semble donc étre I’approche la plus prometteuse et la plus facile a mettre en place
dans I’étude des bases génétiques des maladies (Criqui and Baulande, 2010). Les études des
polymorphismes associés ciblent un ou plusieurs polymorphismes pour des genes spécifiques
dont les produits protéiques sont des éléments de voies de signalisation impliquées dans cette
pathologie. lls ont inclus les cytokines pro- et anti-inflammatpir@amunité innée et les
voies de la coagulation/fibrinolyse. Par le biais de ces approches, les groupes de patients
porteurs de ces polymorphismes ont été comparés avec ceux de groupes dépourvus de ces
SNPs. En I’état des choses, le polymorphisme 308A du TNFa a été associé au développement
du sepsis sévere (Barber et al., 2006; Namath and Patterson, 2009). Les études GWA ont été

utilisées pour comparer les populations de patients.
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RESUME

L’invasion de I’hote par un pathogéne induit I’activation séquentielle des réponses
immunitaires innées et adaptatives. La reconnaissance du pathogéne par des récepteurs tels
que les récepteurs de type Toll (TLRS) initie la réponse innéegpsiersur 1’activation des
lignées myéloides, la production de cytokines, de chémokines et de médiateurs pro-
inflammatoires qui contribuent a I’éradication du pathogene. L’amplification incontrdlée de la
réaction inflammatoire est délétére pour 1’organisme. Afin de mieux comprendre les
mécanismes de régulation des réponses dépendant de TLR2, récepteur impliqué dans la
reconnaissance de bactéries, parasites ou champignons, nous avons étudié la composition des
complexes multimoléculaires d’activation au sein des radeaux lipidiques. En utilisant des
approches protéomiques complémentaires, nous avons mis en évidence le réle de la Src
kinase Lyn et de la déshydrogénase IMPDHIlI aprés engagement des hétérodimeres
TLR2/TLR1 ou TLR2/TLR6. La tyrosine kinase Lyn estlispensable a 1’activation de NF-
kB aprés engagement de TLR2 et agit en phosphorylant la sous-unité p110 de la PI3-kinase
(PI3-K). IMPDHII, cible del’acide mycophénolique, est un régulateur négatif de la voie
TLR2-NF-xB. IMPDHII interagit avec SHP1 pour inhiber la phosphorylation sur tyrosine de
p8tu, la sous-unité régulatrice de PI3-K, et prévenir la transactivation deBNEnfin, nous
avons étudié le role d’un polymorphisme de IMPDHII dans la gravité du choc septique. Ces
travaux affinent la compréhension de la régulation de la réponse dépendant de TLR2 et
permettent d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques pour la prise en charge des

infections graves.

MOTS CLES : Immunité innée, TLR2, Phosphorylation des tyrosines, Lyn, IMPDHII, SHP1



