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INTRODUCTION

L’organisme est constamment exposé aux agressions microbiennes, parasitaires et
environnementales. L’immunité est un systéme complexe qui participe au maintien de
I’intégrité en assurant la défense contre les agressions grace a la détection et la mise en place
de mécanismes protecteurs. Il est ainsi primordial pour les acteurs de I’immunité de faire la
distinction entre le Soi et le non-Soi, mais également entre une situation menacante ou non
pour I’organisme. Le systéme immunitaire peut étre artificiellement subdivisé en deux parties.
D’une part I’'immunité innée, qui représente 1’ensemble des mécanismes mis en place
immédiatement, agissant comme premicre barricre de défense face au danger. D’autre part
I’immunité adaptative, plus tardive, qui aboutit a des effecteurs hautement spécifiques du

micro-organisme et au développement de la mémoire immunitaire.

L’immunité innée est caractérisée par deux composantes. Une composante cellulaire
comprenant les cellules dotées de la capacité a phagocyter les micro-organismes
(macrophages, polynucléaires neutrophiles [PNN]), les cellules sentinelles (mastocytes), les
cellules présentatrices d’antigenes (cellules dendritiques) assurant ’activation de I’immunité
adaptative, les cellules cytotoxiques naturelles (natural killer, NK) et des cellules lymphoides
innées (innate lymphoid cells, ILC) régulatrices de 1’état inflammatoire de 1’organisme. A cela
s’ajoute une composante humorale regroupant les molécules cytotoxiques du complément, les
molécules de la phase aigué de ’inflammation, les cytokines, les peptides antimicrobiens et
les opsonines. Ces acteurs ont pour fonctions (i) d’établir une barriére physico-chimiques
réduisant I’acces aux agents infectieux, (i1) de détecter les agents étrangers ou les signaux de
danger via les récepteurs de I’immunité innée, (iii) de recruter les cellules immunitaires innées
effectrices, (iv) de mettre en place I’inflammation et (v) d’initier la maturation du systeme

immunitaire adaptatif.

A. Les récepteurs de I’'immunité innée

A la fin des années 1980, Charles Janeway propose dans un article clé ses théories
concernant I’activation du systéme immunitaire au cours de ’invasion des micro-organismes
pathogenes [1]. Selon I’auteur, des structures moléculaires invariantes exprimées par les
micro-organismes pathogenes seraient reconnues par des récepteurs présents sur les cellules
immunitaires innées. Cette reconnaissance permettrait d’activer I’expression de molécules de

co-stimulation et jouerait un role important dans 1’activation de I’immunité adaptative. Il fut



le premier a utiliser les termes pattern recognition receptors (PRR) et pathogen-associated
molecular patterns (PAMP).

Désormais, il est établi que les especes microbiennes (bactéries, mycétes, parasites ou
virus), expriment des motifs moléculaires (microbe-associated molecular patterns, MAMP)
géneralement essentiels a leur survie, déetectées par les PRR. Ces récepteurs ne sont pas
restreints a la reconnaissance des micro-organismes via les MAMP, puisqu’ils sont également
capables de détecter les signaux de danger cellulaire (danger-associated molecular patterns,
DAMP), reliant ainsi les récepteurs de I’'immunité innée a la détection de stress cellulaires ou
a la protection contre le développement de tumeurs [2]. La détection des MAMP par les PRR
induit la production de cytokines inflammatoires, de chimiokines, d’interférons (IFN), et de
molécules antimicrobiennes ainsi que le recrutement et I’activation de cellules de I’immunité
comme les macrophages ou les PNN. Parallélement, la stimulation de la signalisation des
PRR permet la maturation des cellules dendritiques, participant a 1’activation de I’immunité

adaptative [3].

Ces trente derniéres années ont permis d’approfondir les connaissances sur les mécanismes
moléculaires de ’immunité innée. La découverte des PRR, de leurs ligands et des différentes
fonctions qu’ils exercent démontre un large éventail de mécanismes assurant la détection
d’une infection ou d’un dysfonctionnement cellulaire. La multiplicité des MAMP détectés par
les PRR permet de palier aux mécanismes d’échappement microbiens qui peuvent contourner
la signalisation immunitaire d’une famille de récepteurs, mais difficilement de plusieurs types
de PRR [3]. La diversité des récepteurs et de leur localisation permet ¢galement d’établir une

réponse spécifique du micro-organisme.

A Theure actuelle, plus de 50 PRR ont été décrits chez I’Homme. Ils sont classés en
fonction de leur structures ou de la nature du ligand qu’ils reconnaissent : les nucleotide
oligomerization domain (NOD)-like receptors (NLR), les retinoic acid inducible genes (RIG)
I-like receptors (RLR), les nouveaux senseurs cytosoliques de I’ADN, les C-type lectin
receptors (CLR) et les Toll-like receptors (TLR).



I. Les NOD-like receptors

Les premiers PRR cytosoliques décrits furent les NLR. Ces récepteurs représentent la
famille la plus étendue puisqu’il existe 22 membres chez I’Homme, 34 chez la souris et
peuvent représenter plus de 200 récepteurs chez 1’oursin [4]. Comme les autres familles de
PRR, les NLR ont été initialement décrits comme reconnaissant des composants microbiens,
mais des études ont relié I’activation des NLR a d’autres activités biologiques. En effet de
récentes publications associent certains membres des NLR (i) a la régulation de
I’inflammation, (ii) au controle de la présentation des antigénes aux acteurs de I’immunité
adaptative, (iii) a la mortalité cellulaire, (iv) a la détection de changement métabolique et (v)

au développement embryonnaire [4].

La structure des NLR consiste en un domaine d’interaction protéine/protéine en N-
terminal, un domaine NOD responsable de 1’oligomérisation, et enfin un domaine riche en
leucine (leucine-rich repeat, LRR) en C-terminal. Cette famille est subdivisée en 4 groupes en
fonction de la nature de leur domaine d’interaction protéine/protéine : un domaine de
transactivation pour les NLRA, un domaine BIR (baculoviral inhibition of apoptosis protein
repeat) pour les NLRB, un domaine CARD (caspase recruitment domain) pour les NLRC et
un domaine PYD (pyrin domain) pour les NLRP (Tableau 1) [4].

NOD1 et NOD2 ont été les NLR les plus étudiés. Par leur détection de composés du
microbiote intestinal et leur expression a 1’interface hdte/microbiote, ils sont liés au contrdle
de la flore microbienne et de I’homéostasie intestinale. Ces récepteurs reconnaissent des
structures simples formant la paroi des bactéries. NOD1 reconnait ainsi le composant du
peptidoglycane des bactéries a Gram negatif (iE-DAP, glutamic acid-diaminopimelic acid) et
NOD?2 celui des bactéries a Gram positif (MDP, muramyl dipeptide). La déficience de NOD2
est associée au développement de maladies chroniques de I’intestin comme la maladie de
Crohn a cause d’un défaut de controle des composants de la flore intestinale et des pathogénes
entériques [4, 5]. Aprés reconnaissance de leurs ligands, les NOD1 et NOD2 activent la
signalisation des voies NF-xB (nuclear factor-kappa B) et MAPK (mitogen-activated protein
kinases).

La stimulation des autres NLR permet I’assemblage de I’inflammasome, complexe
protéique cytosolique qui permet I’activation de la caspase-1. Ainsi activée la caspase-1

exerce une activité cystéine-acide aspartique protéinase qui permet le clivage des précurseurs



protéiques (pro-interleukine [IL]-1p et pro-IL-18) en IL-1B et IL-18 matures. NLRC4, en
association avec NAIP (NLR family, apoptosis inhibitory protein) pour la détection de son
ligand, la flagelline, est capable de directement interagir avec le domaine CARD de la
caspase-1. NLRP1 et NLRP3 neécessitent le recrutement de la molécule adaptatrice ASC
(apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD) contenant un domaine PYD et
un domaine CARD pour interagir avec la caspase-1. Des études récentes sur les NLRP

suggérent 1’existence de trois nouveaux inflammasomes. En effet la co-expression de NLRP6,

NLRP7 et NLRP12 avec ASC activerait la caspase-1 [4].

Tableau 1 : Classification, structures et fonctions des NOD-like receptors humains. Les NLR sont subdivisés en 4 sous-

familles en fonction de la structure de leur domaine d’interaction protéine/protéine :
domaine BIR, domaine CARD et domaine PYD. Tableau inspiré de la revue de Motta et al. [4].

domaine de transactivation,

Groupe  Structure protéique Membres Fonctions Ligands
NLRA — CHTA  expression MHC-II IFN-y
NLRB NAIP contrdle d’infections flagelline
NLRC NOD1 NF-xB iE-DAP
NOD?2 NF-xB, autophagie, IFN-o/3 MDP
NLRC3 inhibiteur activation lymphocyte T inconnu
NLRC4 inflammasome, pyroptose flagelline
NLRC5 inflammation, expression MHC-I IFN-a/Bly
NLRX1  production de ROS, antivirale inconnu
NLRP NLRP1  élimination bactérienne (anthrax) MDP/toxine
NLRP10 migration des cellules dendritiques inconnu
~ NLRP2  régulation de NF-xB, embryogénese inconnu
NLRP3 inflammasome ATP, alun, Ply
NLRP4  embryogénése, IFN-o/f3, autophagie inconnu
—— it < NLRP5  embryogénése inconnu
NLRP6 inhibition NF-xB, inflammasome inconnu
NLRP7  embryogénése, inflammasome lipopeptides
NLRP12 inhibition NF-kB/MAPK , inflammasome  Yersinia
L NLRP14 spermatogénese inconnu
- = nNoD, llll = LrR, ¥ = Transactivation Domain, 0= CARD, /' = BIR, _ /= PYD, ? = non-défini

ATP (Adénosine triphosphate), DAP (glutamic acid-diaminopimelic acid), IFN (interféron), MDP (Muramyl
dipeptide), MHC (complexe majeur d’histocompatibilit¢é), NF-[/B (Nuclear factor-kappa B), Ply

(pneumolysine), ROS (Radicaux libres oxygénés).
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CIITA, I'unique membre du groupe des NLRA, relic 'immunité innée a I’immunité
adaptative. Son implication dans la régulation de D’expression du complexe majeur
d’histocompabilité (CMH) de type Il module la maturation de I’immunité adaptative [4, 6].

Enfin, d’autres NLR ne sont connus que pour leur action régulatrice de voies de
signalisation. C’est le cas de NLRP10, qui ne posseéde pas de domaine LRR, et qui réprime
I’activation de l’inflammasome et de I'immunité adaptative. NLRP2, NLRX1, NLRC3,
NLRCS5 et NLRP12 ont aussi été reportés comme pouvant réguler négativement la voie NF-
kB [4].

Il. Les RIG-like receptors

En 2004, deux études ont révélé I’existence de deux récepteurs cytosoliques ayant la
capacité de reconnaitre I’ARN de virus : RIG-1 (retinoic acid inducible genes) et MDAb
(melanoma differentiation-associated gene 5) [7, 8]. LGP2 (laboratory of genetics and
physiology 2), découvert peu apres, représente le troisieme membre de la famille des RLR [9].
Ces récepteurs sont exprimés par une grande variété de types cellulaires (cellules myéloides,
cellules épithéliales, fibroblastes, cellules du systeme nerveux central) et sont capables de

reconnaitre spécifiquement I’ARN viral dans les cellules infectées [10].

Les RLR sont constitués d’un domaine CTD (C-terminal domain) permettant la
reconnaissance du ligand, d’un domaine DEXD box helicase ouvrant I’ARN double brin et de

deux domaines CARD adjacents en N-terminal (excepté pour LGP2) (Figure 1) [10].

CARD DEXD box helicase CTD
N S T B A Vo Vi A .
L JLJ A NG
MDAS N C [ A N1 c
_ JUJ N N
[ YA L[]
LGP2 N =t v, t ] c

Figure 1 : Structures des RIG-like receptors : RIG-1, MDADS et LGP2. Les RLR sont composés d’une région comprenant
des domaines a activité hélicase (DExD box helicases) et un domaine C-terminal (CTD) reconnaissant le ligand. Les
récepteurs RIG-1 et MDAS possédent également un domaine CARD permettant la transduction du signal.

L’activation des RLR par I’infection virale, méne a I’interaction du domaine CARD du
RLR avec celui de MAVS (mitochondrial antiviral-signaling protein) situé au niveau de la

membrane externe des mitochondries. MAVS stimule ainsi différentes kinases nécessaires a
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I’activation des IRF (interferon regulatory factors) et de la voie NF-kB. Ces voies de
signalisation permettent finalement la production d’IFN de type I (IFN-a et IFN-f) et de type
[11 (IFN-A) responsables de I’activation de I’immunité antivirale dans les cellules infectées et
les tissus avoisinants.

RIG-I reconnait préférentiellement les ARN double brin de petites tailles (jusqu’a 1 kb)
avec la partie 5’ triphosphorylée en simple brin sur quelques nucléotides, ce qui est
caractéristique des ARN viraux. Certains ARN bactériens produits par des bactéries
intracellulaires comme Listeria monocytogenes activent également RIG-1 [11].

A la différence de RIG-1, MDAGS reconnait des ARN viraux de plus haut poids moléculaire
et est capable de reconnaitre le polyl:C (acide polyinosinique-polycytidylique), 1’analogue
synthétique de I’ARN viral. Bien que la spécificité de MDAS soit moins caractérisée que celle
de RIG-I, son implication dans la reconnaissance des infections virales est a I’heure actuelle
tres documenteée [10].

La particularit¢ de LGP2, le dernier membre de la famille des RLR, est I’absence du
domaine CARD dans sa structure. LGP2 a été décrit comme contrdlant négativement
I’activation de RIG-I et MDAS. Cependant des études récentes démontrent une activité

activatrice, notamment avec MDAGS [12].

I11. Les senseurs cytoplasmiques de I’ADN

Cette classe de récepteurs cytosoliques est représentée par de nombreux membres sans
homologies de structure mais ayant pour point commun la reconnaissance de ’ADN. Le
premier senseur cytoplasmique de I’ADN décrit fut DAI (DNA-dependent activator of IRFs),
découvert en 2007, introduisant ainsi une nouvelle classe de récepteurs innés [13]. L’ARN
polymérase III est un autre senseur de I’ADN qui collabore avec le systéme RIG-I/MAVS
[14]. De fagon remarquable I’ ARN polymérase III participe a la transcription d’ADN viral en
ARN et genere ainsi des signaux activant les RLR [14]. D’autres récepteurs ont été
caractérisés tels que LRRFIP1 (leucine-rich repeat flightless-interacting protein 1) capable de
reconnaitre I’ADN de L. monocytogenes et d’induire une réponse IFN de type 1. Le complexe
DNA-PK (DNA-dependent protein kinase) constitué de Ku70, Ku80 et d’une sous-unité
catalytique participe a la détection de I’ADN [15]. La sous-unité Ku70 a été décrite comme un
senseur de ’ADN cytosolique, et 1’activation du complexe DNA-PK permet la production
d’IFN de type III (Figure 2) [16].
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Figure 2 : Les senseurs cytosoliques de ’ADN et leurs voies de signalisation. DAI, DDX41, DNA-PK, IFI16 et cGAS
reconnaissent I’ADN et activent STING qui lui méme permet I’activation de TBK 1 nécessaire a la phosphorylation d’IRF3 et
a ’expression des IFN de type I. Le récepteur LRRFIP1 active I’expression de I’[FN de type I par I’intermédiaire de la 3-
caténine. La RNA pol III (ARN polymérase III) transcrit I’ADN cytosolique en ARN qui sera reconnu par RIG-1. DHX9 et
DHX36 reconnaissent I’ADN cytosolique et permettent la synthése d’IFN de type I. AIM2 et IF116 activent I’inflammasome
via la caspase-1. Schéma provenant de la revue de Pandley et al. [17].

En paralléle, la découverte de la molécule adaptatrice STING (stimulator of interferon
genes), essentiel a I’expression d’IFN-f suite a la stimulation directe par des virus a ADN, a
permis de mieux comprendre le mode de fonctionnement des récepteurs cytosoliques de
I’ADN [18, 19]. En effet, non seulement STING est nécessaire a la signalisation en aval de
différents senseurs cytosoliques de I’ADN, mais il a été¢ décrit récemment comme pouvant
reconnaitre directement les messagers secondaires bactériens que sont les dinucléotides
cycligues (CDN) [20]. En 2013, le groupe de Chen découvrit un analogue des CDN
bactériens synthétisé par la cGAS (cyclic guanosine monophosphate-adenosine
monophosphate [cGAMP] synthase) et activant la voie STING (Figure 2). cGAS est capable
de détecter I’ADN cytosolique microbien puis de former le cGAMP, trés proche
structurellement des CDN bactériens, qui active directement STING [21]. Cette voie a aussi
une importance dans la communication cellulaire du tissu infecté car le cGAMP produit par
les cellules infectées peut étre transféré aux cellules voisines et directement induire la
réponse IFN antivirale via STING [22].
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La famille des DEXD box helicases comporte également des membres capables de
reconnaitre I’ADN cytosolique. DHX9 et DHX36 furent les premiers proposés comme ayant
cette capacité. DHX9 est décrit comme important pour la production de TNF (tumor necrosis
factor) et d’IL-6 via la voie NF-kB aprés une stimulation avec de I’ADN microbien
synthétique. Suite au méme type de stimulation, DHX36 stimule la production d’IFN-a via la
signalisation IRF7 [23]. Depuis d’autres membres de cette famille ont été caractérisés tel que
DDX41 capable de reconnaitre I’ADN viral et le virus de I’immunodéficience humaine (VIH)

et d’induire une réponse antivirale en recrutant STING [24].

D’autres récepteurs activent 1’inflammasome aprés la détection d’ADN cytosolique. C’est
le cas de Rad50 connu dans les mécanismes de réparation de I’ADN mais récemment décrit
comme pouvant induire 1’activation de I’inflammasome via le recrutement de CARDY apres
une infection virale [25]. Deux autres senseurs de I’ADN cytosolique ont été largement
¢tudiés dans I’induction de I’inflammasome. Il s’agit de AIM2 (absent in melanoma 2) et de
IF116 (interferon-j~inducible protein 16) appartenant tous les deux a la famille des PYHIN
(pyrin and HIN domain-containing protein). Ces récepteurs détectent I’ADN et recrutent ASC
via leur domaine pyrine pour finalement activer la caspase-1. IFI116 et AIM2 ont été proposés
en 2011 comme appartenant & une nouvelle famille de récepteur, les AIM2-like receptors
(ALR) [26].
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IV. Les C-type lectin-like receptors

Les CLR permettent la détection de MAMP extracellulaires de divers micro-organismes.
Ce sont des récepteurs transmembranaires capables de reconnaitre les carbohydrates comme
(i) les B-glucanes retrouves au niveau des parois des mycetes et des mycobactéries, (ii) les
mannanes exprimés par certains mycetes et bactéries. L’activation de ces récepteurs exprimés
majoritairement par les cellules myéloides, permet la mise en place de mécanismes

d’élimination microbiens et d’une réponse inflammatoire [27].

Certains CLR comme le récepteur au mannose et la langerine, induisent un mécanisme
d’endocytose des leur stimulation par leurs agonistes. Cette réponse permet notamment
I’internalisation et la gestion des antigénes par les cellules présentatrices d’antigénes. D’autres
mettent en place une signalisation aboutissant a I’inflammation. C’est le cas de Dectin-1 qui
reconnait les B-glucanes de Candida, Aspergillus, Pneumocystis et Mycobacteria, et de
CLEC-2 et DNGR-1, deux CLR proches de Dectin-1, dont les ligands sont a I’heure actuelle
peu connus [28]. Tous trois sont capables de signaler via le recrutement intracellulaire direct
de Syk (spleen tyrosine kinase) permettant 1’activation de NF-xB et la production de
cytokines inflammatoires comme le TNF et 1’IL-6.

DC-SIGN (Dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-
integrin) est un CLR humain capable de reconnaitre des structures contenants du mannose
chez de nombreux pathogenes (Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae, Candida
albican, VIH) et d’induire leur phagocytose [27].

Dectin-2 reconnait egalement des structures hautement mannosylées comme les a-
mannanes, et permet ainsi la détection des mycetes, mais aussi des extraits d’ceuf du parasite
Schistosoma mansonii. Les récepteurs de la superfamille de Dectin-2 (blood dendritic cell
antigen 2 [BDCA-2], dendritic cell immunoactivating receptor [DCAR], C-type lectin
superfamily 8 [CLECSS8] et macrophage inducible C-type lectin [Mincle]) nécessitent la
collaboration du récepteur des fragments Fc des immunoglobulines G (FcyR) pour le
recrutement de Syk et la transduction du signal [27, 29].

D’autres CLR détiennent un role régulateur de 1’activation de I’immunité innée. C’est le
cas de DCIR (dendritic cell immunoreceptor) et MICL (myeloid inhibitory C-type lectin-like

receptor) qui semblent avoir un role dans le maintien de I’homéostasie intestinale [30].
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V. Les Toll-like receptors

Parmi les PRR décrits a ce jour, les TLR ont été de loin les plus étudiés au cours de ces 20
derniéres années. Leur variété, leur expression chez un grand nombre de types cellulaires
(cellules immunitaires et structurales), leur localisation extracellulaire et endosomale, leur
capacité a détecter de nombreux ligands, font des TLR les sentinelles majeures de I’immunité

innée.

Le clonage du géne codant le récepteur de I’IL-1 (IL-1R) en 1988 apparait comme la
premiere étape de la découverte des TLR [31]. En 1991, le domaine cytosolique de I’IL-1R a
été décrit comme ayant une homologie avec le domaine cytosolique de la protéine Toll de
Drosophila melanogaster, alors connue pour son importance dans la polarisation dorso-
ventrale au cours du développement embryonnaire [32, 33]. Il a ensuite été rapporté que des
promoteurs de génes codant des molécules antimicrobiennes possédaient des motifs de
reconnaissance pour des facteurs associés a Toll [34]. Cette observation a relié définitivement
Toll a 'immunité innée et mena le groupe de Jules Hoffman (Prix Nobel de Physiologie ou
Médecine, 2011) a démontrer la participation de Toll dans I’immunité antifongique de la
drosophile en controlant de I’expression de la drosomycine [35]. Cette étude entraina
rapidement la découverte d’un homologue chez ’Homme (hToll) par Ruslan Medzhitov et
Charles Janeway qui ont mis en évidence la capacité de cet homologue a activer I’immunité
innée et adaptative [36]. Ensuite, 1’équipe de Bazan a décrit cinq nouveaux récepteurs
présentant la méme structure chez I'Homme et proposérent l’appellation de Toll-like
receptors. En Janvier 1998, les premiers TLR (TLR1, TLR2, TLR3, TLR4 [anciennement
hToll] et TLR5) furent décrits [37]. Dés septembre 1998, la course au ligand était lancée. Une
premiére étude démontrait que la détection du lipopolysaccharide (LPS) des bactéries a Gram
négatif était régie par le TLR2 dans des cellules humaines transfectées [38]. L’utilisation du
modeéle murin démentit rapidement cette erreur attribuée a une contamination en
peptidoglycane dans le lot de LPS utilisé. En effet, ’équipe de Beutler (Prix Nobel de
Physiologie ou Médecine, 2011) montrat que la résistance au LPS de deux souches murines
était due a une mutation dans le gene TIr4 [39, 40]. Les travaux de Shizuo Akira et de son

équipe ont permis d’identifier par la suite la majorité des TLR murins et leurs ligands.

Actuellement 13 TLR ont été identifiés. TLRI10, présent chez I’Homme, est non

fonctionnel chez la souris a cause de I’insertion d’un rétrovirus dans sa séquence [3]. Les
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TLR11, TLR12 et TLR13, fonctionnels chez la souris, ont été perdus au cours de 1’évolution

du génome humain [3].

Les TLR sont impliqués dans la réponse anti-infectieuse en participant (i) au recrutement
de cellules immunitaires, (ii) a la potentialisation de 1’opsonisation et de 1’activité bactéricide
des cellules immunitaires innées, (iii) au maintien de I’intégralité tissulaire et (iv) a la

maturation de la réponse adaptative spécifique [41].

Les TLR sont des glycoprotéines transmembranaires composées de trois domaines

(Figure 3A):

e Un domaine extracellulaire riche en leucines (LRR) formant une structure en fer a cheval
qui a pour fonction de reconnaitre le ligand.

e Une simple hélice-a transmembranaire.

e Un domaine cytoplasmique homologue a celui de I’IL-1R (Toll/IL-1 receptor, TIR)

permettant la transduction du signal.

Des études structurales ont permis de définir les interactions moléculaires entre les TLR et
leurs ligands [42-46] (Figure 3 B-D). Le domaine extracellulaire des TLR peut étre composé
de 16 a 28 copies de LRR formant une structure solénoide directement liée a la fonction de
détection du ligand [47]. 11 est désormais admis qu’une dimérisation des TLR est nécessaire
pour la reconnaissance de 1’agoniste et la mise en place de la signalisation. Bien que la plupart
des TLR forment des homodimeres apres I’interaction avec leurs ligands, d’autres comme
TLR2, TLR1, TLR6 et TLRI10, s’associent en hétérodimeres pour leur activation
(TLR2/TLR1, TLR2/TLRG6 et TLR2/TLR10) [48]. La dimérisation des TLR peut étre de deux
types. Pour les hétérodimeres de TLR2, ainsi que TLR5 et TLR3, la fixation du ligand
nécessite le recrutement physique du second TLR pour permettre 1’activité biologique. Pour
d’autres récepteurs (TLR7, TLRS8 et TLRY), le dimeére est préformé au cours de la synthése
des TLR, et la détection du ligand permet un réarrangement conformationnel qui active le
complexe [49]. Quel que soit le type d’interaction, il permettra le rapprochement des

domaines TIR et I’induction de la signalisation en aval.
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Figure 3 : Organisation structurale des Toll-like receptors. (A) Structure schématique de 1’organisation du domaine
extracellulaire riche en leucines, de la simple hélice-a transmembranaire et du domaine TIR responsable de la transduction
du signal intracellulaire [42]. (B) Représentation modélisée de la liaison entre le TLR3 et son ligand, I’ARN double brin [43].
(C) Structure du complexe TLR4 — MD-2 — LPS (lipopolysaccharide [rouge]) [44]. (D) Structure du complexe TLR1 — TLR2
et de son ligand le Pam3CSK, [50].

Les TLR sont exprimés a la surface des cellules ou dans la membrane des vésicules
endosomales, de cellules immunitaires (macrophages, cellules dendritiques ou lymphocytes)
et de cellules de structurales (fibroblastes, cellules épithéliales ou endothéliales) [3]. Ainsi, les
TLR ont été classés en fonction de leur localisation cellulaire :

e TLR desurface: TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 et TLR10.
e TLR exprimés au niveau des vésicules intracellulaires: TLR3, TLR7, TLR8, TLR9,

TLR11, TLR12 et TLR13.
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Le premier ligand de TLR a été caractérise en 1999. Les auteurs avaient découvert que
certaines souches de souris étaient résistantes a I’immunostimulation par le LPS, composant
majeur de la membrane externe des bactéries & Gram négatif, par 1’altération de 1’expression
de TLR4 [39]. Depuis 2000, TLR4 est connu pour exercer sa fonction de récepteur en
collaboration avec la molécule accessoire MD-2 (myeloid differentiation factor 2) [51, 52].
L’analyse cristallographique du complexe formé de TLR4, MD-2 et le LPS, a révélé les
interactions physiques entre le ligand et son récepteur [44]. La liaison du LPS avec TLR4 est
assistée par la LBP (LPS binding protein) et par le corécepteur CD14 reliant les observations
décrites en 1990 par Wright et al. [53]. TLR4 est également capable de reconnaitre d’autres
ligands comme la protéine de fusion du virus respiratoire syncytial (RSV), la pneumolysine
de Streptococcus pneumoniae, une protéine de membrane du parasite Toxoplasma gondii et
méme le paclitaxel extrait a partir d’écorce d’arbre et utilisé en chimiothérapie anti-tumorale
[54-57].

TLR2, tout comme TLR4, nécessite la collaboration des corécepteurs CD14 et CD36 pour
la détection des différents ligands [41]. Initialement décrit pour reconnaitre le peptidoglycane
et les acides lipotéichoiques, composants de la paroi des bactéries a Gram positif, TLR2
reconnait des agonistes variés [58, 59]. Ainsi, TLR2 lie les lipopeptides bactériens, les
lipoarabinomannanes mycobactériens, certains glycolipides du spirochéte Treponema
maltophilum, une mucine de Toxoplasma cruzi, des toxines du virus de la rougeole et de
Staphylococcus aureus [3, 48]. Le large spectre de reconnaissance de TLR2 réside dans sa
capacité a former des hétérodimeéres avec TLR1, TLR6 et TLR10 [48]. En fonction de son
partenaire, TLR2 est capable de distinguer les lipopeptides diacétylés (via TLR6) ou des
lipopeptides triacétylés (via TLR1). Cette distinction est simplement due a une différence
conformationnelle de TLR6 qui ne lui permet pas de capter la troisieme chaine lipidique
comme le fait TLR1 [42, 60]. L’association de TLR2 avec TLR10 a récemment été décrite
comme modulateur de la réponse TLR2 en exercant une compétition pour la reconnaissance

de ses ligands et en stimulant la production de cytokines anti-inflammatoires [61].

Contrairement & TLR4 ou TLR2, un seul ligand a été décrit pour TLR5. Des 2001, la
flagelline, protéine qui forme le flagelle bacterien, a été décrite comme agoniste de TLR5

[62]. La récente caractérisation structurale du recepteur TLR5 du poisson zebre a montré que
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les homodimeres de TLR5 reconnaissent deux molécules de flagelline [63]. Les
caractéristiques de la liaison entre TLRS5 et son ligand, la signalisation et I’activité biologique
induite par la stimulation du récepteur seront traitées dans la partie « B.1l.1. TLR5 » de ce

manuscrit.

D’autres TLR sont localisés dans les membranes des endosomes et permettent ainsi la
détection d’éléments microbiens obtenus aprés endocytose ou phagocytose.

TLR3 a été initialement décrit comme reconnaissant le polyl:C, analogue synthétique de
I’ARN double brin [64]. Il est maintenant démontré que TLR3 reconnait I’ARN double brin
provenant du génome viral, du cycle viral, ou des petits ARN régulateurs de la traduction [3].
Le virus de I’encéphalomyocardite, le virus West Nile, le cytomégalovirus murin (MCMV), le
virus de I’Herpes Simplex de type | (HSV-1) font partie des virus reconnus par TLR3, et cela
malgré le fait que certains d’entre eux soient des virus a ADN [3]. La forte expression de
TLR3 dans les cellules immunitaires (excepté les PNN et les cellules dendritiques
plasmacytoides [pDC]) en fait un des récepteurs majeurs pour la détection de I’ARN viral
[17].

Comme TLR3, TLR7 fut initialement décrit pour reconnaitre un composé synthétique. Il
s’agit des composés de la famille des imidazoquinoléines comme I’imiquimod et le
resiquimod [65]. Ces composés sont des médicaments utilisés principalement contre les
verrues génitales causées par le papillomavirus et dans des stratégies antitumorales [48].
TLR7 est associé a la détection de différents virus a ARN simple brin comme le VIH, le virus

de la stomatite vésiculaire ou encore le virus Influenza [48].

TLRS8 est phylogénétiquement trés proche de TLR7 et est capable, chez ’'Homme, de
reconnaitre les mémes ligands que TLR7. Un rapport récent démontre que le TLR8 murin est
capable de reconnaitre I’ARN synthétique et le resiquimod par I’intermédiaire d’un domaine
extracellulaire différent de celui de TLR7 [66]. La distinction entre TLR7 et TLR8 se fait
également par leur tropisme cellulaire, puisque TLR8 est principalement exprimé par les
lymphocytes T régulateurs tandis que TLR7 est exprimé par les cellules dendritiques et
particulierement les pDC [48].
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TLR9 est connu pour détecter ’ADN viral et bactérien. Ce TLR reconnait le CpG
(2 -deoxyribo-cytidine-phosphate-guanosine) non méthylé, motif fréquemment retrouvé dans
I’ADN génomique bactérien ou viral, et trés rarement retrouvé dans I’ADN des mammiferes

[65]. Quatre classes d’oligodinucléotides (ODN) CpG sont reconnues par TLR9 (Figure 4).

Class-A ODN2336
5-G-G-G-G-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-G-G-G-G-G-G-G-3~

Class-B ODN2006
5-T-C-G-T-C-G-T-T-T-T-G-T-C-G-T-T-T-T-G-T-C-G-T-T-3°

Class-C ODN2395
5-T-C-G-T-C-G-T-T-T-T-C-G-G-C-G-C-G-C-G-C-C-G-3°

Class-P ODN21798
5°-T-C-G-T-C-G-A-C-G-A-T-C-G-G-C-G-C-G-C-G-C-C-G-3°

Figure 4 : Structure des différentes classes de CpG ODN. Les liaisons rouges représentent les liaisons
phosphorothioates et les liaisons noires les liaisons phosphodiesthers. Les séquences soulignées sont des
palindromes. Les oligonucléotides en bleu indiquent les groupements CpG (2 ’-deoxyribo-cytidine-
phosphate-guanosine) [67].

Le CpG-A, présentant un palindrome en son centre, induit une réponse IFN de type | dans
les pDC [68]. Le CpG-B, formé intégralement par des liaisons de type phosphorothioate
résistantes aux enzymes de dégradation de I’ADN, permet d’induire une réponse via la
production de cytokines inflammatoires (IL-12 et TNF) par les lymphocytes B. La classe C du
CpG contient un palindrome complétement formé de liaisons phosphorothioates en son
extrémité 3’ alors que son extrémité 5’ est principalement constituée de liaisons
phosphodiesters. Finalement le CpG-P contient deux palindromes et est principalement forme
de liaisons phosphorothioates. La spécificité cellulaire du CpG-C et du CpG-P reste a ce jour
peu connue, mais ces deux composés sont capables d’induire une réponse chez les pDC et les
lymphocytes B [67]. TLR9 est associé a la détection de différents virus a ADN comme le
MCMYV ou HSV-1 [3]. L’hémozoine, un pigment produit a partir de 1’hémoglobine au cours
d’infections par Plasmodium falciparum a été décrit pour étre reconnu par TLR9 ce qui rompt
le dogme établissant que les TLR endosomaux ne reconnaissent que des acides nucléiques
[69]. C’est le cas également pour TLR11 et TLR12 qui reconnaissent la profiline de T. gondii
[70, 71].
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TLR13 a été récemment décrit chez la souris comme lié & la reconnaissance de la sequence
ACGGAAAGACCCC présent dans I’ARN 23S bactérien [72]. Cette séquence est la cible des
macrolides / lincosamides / streptogramines, antibiotiques inhibiteurs de la synthese
protéique, et est mutée chez les bactéries résistantes a ces antibiotiques. Ainsi, la bactérie
résistante développe un mécanisme d’évasion non seulement de ’action des antibiotiques

mais également de la détection par un récepteur de I’immunité innée [73].

La stimulation des TLR induit la mise en place de réponses dépendantes (i) de la nature du
TLR et de son agoniste, (ii) du type cellulaire ciblé et (iii) des voies de signalisations
mobilisées. L’activation des voies de signalisation nécessite le recrutement de molécules
adaptatrices au niveau des domaines intracellulaires TIR des TLR. A I’heure actuelle deux
voies de signalisation en aval de la stimulation des TLR sont décrites en fonction des
molécules adaptatrices impliquées : une voie dépendante de MyD88 (myeloid differentiation
factor 88), et une voie dépendante de TRIF (TIR domain containing adaptor inducing IFN-2)
(Figure 5) [49].
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Figure 5 : Voies de signalisation des Toll-like receptors. Les TLR activent globalement deux voies de signalisation : la voie

dépendante de MyD88 et la voie dépendante de TRIF.

AP-1 (activator protein 1), CREB (CAMP-responsive element-binding protein), dsSDNA (ADN double brin), dSRNA (ARN
double brin), ERK (extracellular signal-regulated kinase), FADD (FAS-associated death domain), IkxBa (inhibitor of NF-
xBa), IKK (inhibitor of NF-«B kinase), IRAK (interleukin-1 receptor-associated kinase), IRF (interferon-regulatory factor),
ISRE (interferon-stimulated response element), INK (JUN N-terminal kinase), MAL (MyD88 adaptor-like protein), MAP3K
(mitogenactivated protein kinase kinase kinase 8), MD-2 (myeloid differentiation factor 2), MEK (mitogen-activated protein
kinase/ERK kinase), MKK (mitogenactivated protein kinase kinase), NEMO (NF-«B essential modulator), PI3K
(phosphoinositide 3-kinase), PKCe (protein kinase Ce), RIP1 (receptor-interacting protein 1), ssSRNA (ARN simple brin),
TAB (TAK1-binding protein), TAK1 (TGFp-activated kinase 1), TBK1 (TANK-binding kinase 1), TRAF (tumour necrosis
factor receptor-associated factor), TRAM (TRIF-related adaptor molecule) [49].
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a. Voie de signalisation dépendante de MyD88

MyD88 est la premiere molécule adaptatrice identifiee en 1990 [74]. Les études sur la
signalisation en aval des TLR ont révélé que tous les TLR excepté TLR3, engagent
I’adaptateur MyD88. Cependant, le recrutement de MyD88 peut étre direct au niveau du
domaine TIR du TLR, ou par I’intermédiaire d’autres molécules adaptatrices. C’est le cas de
TLR4, des différents hétérodiméres de TLR2 (TLR2/TLR1, TLR2/TLR6) et des TLR
endosomaux (TLR7, TLR8, TLR9), qui nécessitent la molécule MAL (MyD88 adaptator-
like) comme lien entre le TLR et MyD88 [41]. MyD88 recrute ensuite les membres d’une
famille de protéines kinases, les IRAK (IL-1R-associated kinases), pour former le
Myddosome. Ce complexe est composé de 6 copies de MyD88, 4 molécules de IRAK4 et 4
molécules de IRAK2 (Figure 6) [49]. Une fois le Myddosome formé, les kinases IRAK sont
activées par phosphorylation puis intéragissent avec TRAF6 (TNF receptor-associated
factor 6), une protéine a activité E3 ligase qui met en ceuvre sa propre ubiquitination. TRAF6
ubiquitiné est reconnu par deux composants régulateurs de la molécule TAK1 (transforming
growth factor [TGF] B-activated kinase 1): TAB2 (TAK1 binding protein) et TAB3
(Figure 5). L’activation du complexe TAK1 permet d’initier la cascade de phosphorylation
des différents membres de la voie des MAPK. TAKL ainsi activé est responsable également
de l’induction de la dégradation d’IxBa (inhibitor of NF-kB o) par I’intermédiaire de
I’activation du complexe IkK (IxB kinase), aboutissant a la libération de
NF-xB et a sa translocation nucléaire [3]. L’activation des voies des MAPK et du facteur de

transcription NF-kB permet I’expression de cytokines inflammatoires.

Signalling

MyD8transient Receptor activation and IRAK2 binding MyD88—IRA4—IRAK2
oligomerization Myddosome assembly complex

Figure 6 : Modéle d’assemblage du Myddosome aprés activation d’un Toll-like receptor. Aprés stimulation d’un TLR
activant la voie dépendante de MyDS88, la premic¢re molécule de MyDS88 est recrutée et induit 1’oligomérisation de 5 autres
molécules de MyD88 (M* & MP). Les 4 molécules d’IRAK4 sont alors recrutées (141 & 14%) et oligomérisent avec les
molécules de MyD88. Finalement les 4 molécules d’TRAK2 sont recrutées (I12* & 12%) et oligomérisent avec les molécules de

IRAK4 permettant la transduction du signal.
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b. Voie de signalisation dépendante de TRIF

Une autre voie indépendante de MyD88 est associée a TLR3 et TLR4 [75]. Cette voie
engage TRIF, qui est une molécule adaptatrice recrutée au niveau du domaine TIR, soit
directement pour TLR3, soit assistée par TRAM (TRIF related adaptor molecule) pour TLR4
(Figure 5). TRIF interagit avec TRAF6 et RIP1 (receptor-interacting protein 1) pour activer
les voies des MAPK et NF-kB de la méme maniére que la voie de signalisation dépendante de
MyD88. Cependant TRIF collabore également avec TRAF3 qui active IKKe (inhibitor of NF-
kB kinase &) et TBK1 (TRAF family member-associated NF-xB activator-binding kinase 1),
tous deux responsables de la phosphorylation et ainsi de la translocation nucléaire d’IRF3 et
d’IRF7. Cette voie permet ainsi I’expression des IFN de type I et principalement de I’'IFN-{.

Il est désormais admis que suite a I’activation de TLR4 par le LPS, il y a mise en place
d’une premiére réponse dépendante de MyD88 induisant 1’activation précoce des voies des
MAPK et NF-kB, puis d’une seconde réponse dépendante de TRIF aprés endocytose de
TLRA4 et fixation de TRAM [3].

Choi et al ont observé une contribution de TRIF au cours de I’activation de TLRS5 dans les
cellules épithéliales intestinales. De plus, cette étude a mis en évidence que cette signalisation
induisait non seulement I’activation des voies NF-kB et des MAPK, mais également la
dégradation de TLRS5 via I’activation de la caspase-3 et la caspase-8 [76, 77]. Ces résultats

n’ont pas été¢ confirmés par d’autres équipes.

L’activation des TLR, comme tout phénomene proinflammatoire, peut avoir un impact
néfaste sur I’homéostasie immunitaire. Il est donc nécessaire pour 1’organisme de réguler la
signalisation en aval de la stimulation des TLR [78]. Différents mécanismes sont mis en place

pour contrdler les réponses dépendantes des TLR.

a. Régulation transcriptionnelle des voies de signalisation

ATF3 (Activating transcription factor-3) est rapidement exprimé apres la stimulation des
TLR. Ce facteur induit le recrutement d’une histone désacétylase au niveau du promoteur de
différents génes pro-inflammatoires. La condensation de I’ADN induite par cette enzyme
réduit 1’accés au promoteur pour les différents acteurs de la transcription [79]. Un des
membres de la famille des IkB, Bcl-3 (B cell leukemia 3), stabilise 1’ubiquitination et la

dégradation d’une des sous-unités de NF-kB (sous-unité p50), réprimant ainsi la transcription
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des génes cibles de NF-kB [80]. Une autre molécule, Zc3h12a, dégrade spécifiquement les
ARNm de génes codant I’IL-6 et I’IL-12p40 via son activité de dégradation de I’ARN [81].
Les ARN non codants (miRNA) ont également été caractérisés comme intervenant dans la
régulation négative des voies TLR. Ces miRNA perturbent la traduction des ARNm cibles.
miR-155 cible I’expression de MyD88, TAB2 et IKKe tandis que miR-146a, induit apres
I’activation de TLR4, TLR2 et TLRS, inhibe la traduction de TRAF6 et IRAK1 [78, 82].

b. Régulation par dissociation des complexes de la signalisation

Certains facteurs déstabilisent les complexes formés par les molécules adaptatrices des
TLR. C’est le cas de TAG (TRAM adaptator with Golgi dynamics domain), un homologue de
TRAM exprimé au cours d’un traitement par le LPS, qui agit en tant que compétiteur de
TRAM et régule I’activation de TLR4 dépendante de TRIF [83]. SARM (Sterile « and
armadillo-motif-containing protein) joue un role similaire en se liant directement a TRIF [84].
MyD88s est une forme tronquée de MyD88 qui agit comme inhibiteur compétitif de MyD88
dans la formation du Myddosome et empéche ainsi la phosphorylation de IRAK4 [85, 86].
Certains PRR sont dotés de cette capacité régulatrice. C’est le cas de NLRX1 qui modifie
I’ubiquitination de TRAF6 réprimant ainsi I’activation de la voie NF-xB [87]. NLRC5 régule
négativement la voie NF-kB en inhibant la phosphorylation de IKKf [88].

c. Régulation par degradation des eléments de la signalisation

La dégradation des différents composants de la signalisation représente un moyen de
réguler I’activation des TLR. L’activation de Syk permet la phosphorylation de MyD88 et de
TRIF menant ainsi a leur ubiquitination par CBL-B (Casitas B-lineage lymphoma) suivie de
leur dégradation par le protéasome [89]. Deux membres de la famille des TRIM (tripartite-
motif containing), exprimés au cours de la stimulation de divers TLR, sont désormais décrits
pour leur activité régulatrice de la signalisation TLR : TRIM30a et TRIM38 induisent la
dégradation respectivement du complexe TAK1 et de TRAF6 [90, 91]. Les facteurs de
transcription IRF3 et IRF7 sont également soumis a une régulation de leur activation par leur
dégradation par le protéasome. En effet, Pinl (peptidyl-prolyl isomerase) cible directement la
forme phosphorylée de IRF3 et promeut son ubiquitination et sa dégradation par le
protéasome. IRF7 est directement ubiquitiné par RAUL (replication and transcription
activator-associated ubiquitin ligase) réprimant ainsi la réponse IFN de type | associée a la
stimulation TLR [92]. Ces mécanismes de dégradation irréversibles favorisent la terminaison

de la réponse inflammatoire induite par I’activation des TLR.
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V1. Pathologies infectieuses liées aux mutations génétiques des TLR chez I’Homme

Contrairement aux récepteurs des lymphocytes B (BCR) et T (TCR), impliqués dans la
réponse adaptative, les génes codant les PRR ne subissent pas de recombinaisons génétiques
aléatoires et sont donc considérés comme invariables. Cependant des polymorphismes
génetiques, sont apparus dans la population humaine et peuvent avoir un impact sur la

fonction de ces récepteurs et par consequent, sur la sensibilité aux infections.

Des mutations affectant des médiateurs de la signalisation des TLR ont été associées avec
le développement d’infections graves. En effet, des mutations abolissent la fonction de
MyD88 et de IRAK4, et ainsi induisent un défaut dans la production de cytokines pro-
inflammatoires aprés la stimulation des TLR. Ces patients sont alors trés sensibles aux
infections par S. aureus, S. pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa et par certaines especes de
Salmonella [93-96]. Les conséquences de ces mutations sont surtout visibles chez les jeunes
enfants avec une mortalité allant de 30% a 40% dans des pays ou la médicalisation et les
traitements antibiotiques sont accessibles. Cependant, ces patients deviennent plus résistants
aux infections pendant 1’adolescence. Finalement aucune étude n’a rapporté d’infections
graves chez ces patients passés I’age adulte, indiquant que le développement de I’immunité
adaptative compense ce défaut d’immunité innée [93]. D’autres mutations affectent les
molécules de 1’axe TLR3-TRIF-TRAF3 responsable en grande partie de la détection des
infections virales. Ces mutations induisent une sensibilisation aux infections virales par HSV-
1 et principalement entre 3 mois et 6 ans [93]. Par ailleurs, une étude a décrit qu’un
polymorphisme affectant la fonction de la molécule adaptatrice MAL était associé a une
augmentation de la susceptibilité au développement de méningites et pneumonies par
M. tuberculosis [97].
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Tableau 2 : Description des polymorphismes associés au Toll-like receptors induisant une susceptibilité aux infections.

TLR snp  Changement  gonginilité aux infections
d’acides aminés
TLR1 A-7202G promoteur susceptibilité aux bactéries a Gram positif (sepsis) [98]
G1805T  Ser 602 lle protection contre la lepre [99] et la pyélonéphrite [100]
association avec infection par Chlamydia trachomatis [101]
AT743G Asn 248 Ser susceptibilité a la malaria au cours de la grossesse [102], a la
tuberculose [103], aux infections par Atopobium vaginae [104] et
aux aspergilloses [105]
TLR2 C2029T Arg677 Trp susceptibilité a la lepre [106] et a la tuberculose [107]
G2258A  Arg 753 GIn susceptibilité au chocs septiques par Staphylococcus [108], a la
tuberculose [109, 130], aux endocardites infectieuses [110]
protection contre la maladie de Lyme [111]
T597C Asn 199 Asn susceptibilite a la filariose par Wuchereria bancrofti [112] et au
méningites tuberculeuses [113]
T1350C  Ser 450 Ser susceptibilité a la filariose par Wuchereria bancrofti [112]
TLR3 C1660T  Pro554 Ser susceptibilité aux infections par Coxsakievirus B3 [114]
résistance au VIH [115]
C1235T  Leu 142 Phe susceptibilité aux infections par HSV-1 [116]
TLR4 A1063G  Asp 299 Gly susceptibilité aux infections par RSV [117], a la malaria [118], aux
et et aspergilloses invasives [119] et cavitaires [120], aux infections et
C1363T  Thr 399 lle choc septique par bactéries & Gram négatif [121, 122]
protection contre les infections par Legionella pneumophila [123]
TLR5 C1174T  Arg 392 stop susceptibilité aux infections par Legionella pneumophila [124]
TLR6 T745C Ser 249 Pro susceptibilité aux aspergiloses [105]
TLR7 A32C GIn1l Leu immunosuppression plus rapide au cours d’infection du VIH [125]
TLR8 AlG Met 1 Val protection contre la progression du VIH [126]
susceptibilité aux infections par le VHC [127]
G129C non-transcrit susceptibilité a la tuberculose pulmonaire [128] et aux infections
par le VHC [127]
TLR9 A1635G  Pro545Pro
et et progression rapide de 1’infection par le VIH [129]
G1174A  non-traduit
T1237C  promoteur susceptibilité aux aspergilloses bronchopulmonaires [120]
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Les études des polymorphismes dues a la modification d’un seul nucléotide (SNP, Single
Nucleotide Polymorphism) dans les génes des TLR ont mis en évidence de nombreuses
associations avec la susceptibilité a certaines infections (Tableau 2).

Les premiéres etudes ont été réalisées sur les SNP A1063G et C1363T de TLR4, modifiant
respectivement 1’acide aspartique en position 299 en glycine, et la thréonine en position 399
en isoleucine. Des études ont permis de mettre en évidence que les patients présentant ces
mutations étaient sensibles au développement de chocs septiques, aux infections par des
bactéries a Gram négatif et aux infections bronchiques par le RSV chez I’enfant [111].

Un seul polymorphisme a été décrit comme associé a la sensibilité aux infections pour le
TLRS humain. Il s’agit du SNP C1174T qui remplace 1’arginine en position 392 en un codon
stop. Cette mutation est présente chez 10% des européens et peut atteindre 23% de certaines
populations [93]. L’équipe d’Aderem a démontré que cette mutation affectant TLR5 était
associee a une susceptibilité des patients nord-américains et européens aux infections par
Legionella pneumophila [124]. Une étude plus récente a rapporté que les patients dont le
génome contenait le SNP C1174T et recevant une transplantation allogénique de cellules
souches, présentaient une augmentation des risques de développer une aspergillose invasive
[131].

Des polymorphismes affectant les corécepteurs des TLR sont également associés a une
susceptibilité aux infections. En effet, la mutation C1625G dans le promoteur du géne codant
pour MD-2 induit une sensibilité accrue de ces patients au développement de sepsis [132].

Il est intéressant de noter que la plupart des sensibilisations aux maladies dues a ces
mutations sont dépendantes de la population étudiée. Cela nous indique que ces susceptibilités
ne sont pas uniquement dues a la mutation, mais a une association de facteurs (ethniques,
environnementaux, habitudes alimentaires, niveau de médicalisation) et a 1’absence d’une

compensation biologique de ce défaut de I’immunité innée [93].
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B. La flagelline, ses récepteurs innés et leur réle dans I'immunité des muqueuses

Les muqueuses des mammiferes constituent des interfaces entre I’organisme et le milieu
extérieur et sont exposées a une quantité massive de micro-organismes, que ce soit le
microbiote du tractus digestif pour la muqueuse gastro-intestinale ou encore les micro-
organismes environnementaux pour la muqueuse respiratoire. Les récepteurs de la flagelline
exprimés dans ces muqueuses jouent un réle majeur dans la détection innée des micro-

organismes et dans le maintien de I’homéostasie.

I. La flagelline, composant majeur du flagelle bactérien

Le flagelle est un organite lié a la capacité motrice de la bactérie. 1l a également un réle
dans 1’adhésion aux cellules de 1’hote, 1’établissement de niches de colonisation et la mise en
place de biofilms, caractérisant ainsi le flagelle bactérien comme un facteur de virulence [133-
135]. Cet organite est constitué (i) d’un systéme de sécrétion nécessaire a 1’assemblage, (ii)
d’un corps basal qui permet d’ancrer la structure a la membrane bactérienne, (iii) d’un
complexe moléculaire moteur permettant la rotation du flagelle, (iv) d’un crochet et (v) d’un

filament coiffé d’une pointe (Figure 7 A-B) [136-138].
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Figure 7 : Organisation structurale du flagelle bactérien et de la flagelline le constituant. (A) Représentation
schématique du flagelle bactérien. (B) Structure du flagelle bactérien, ancré dans la membrane plasmique par un corps basal
(composé d’un crochet [hook], d’un complexe moteur et d’anneaux [L, P, MS ring]), formé majoritairement d’un long
filament et coiffé d’une pointe (tip) [137]. Représentation schématique d’une coupe longitudinale (C) et transversale (D) du
filament composé d’une multitude de monomeéres de flagelline. (E) Modélisation tridimensionnelle de la flagelline constituée
d’une région constante (domaines DO et D1) et d’une région hypervariable (domaines D2 et D3). Les sites de fixation de
TLR5 et du complexe NAIP5/NLRC4 sont indiqués respectivement par les zones bleues et noires [139].
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Le filament représente la partie la plus imposante du flagelle bactérien puisqu’il peut
atteindre 20 um pour 20 nm de diamétre, et il est composé de la polymérisation d’une
multitude de sous-unités protéiques identiques : la flagelline (30 000 a 70 000 monomeres par
flagelle) (Figure 7 C-D).

Les flagellines sont des protéines de taille variable (30 a 60 kDa en fonction des especes)
retrouvées chez de nombreuses especes bactériennes. La flagelline de Salmonella enterica
sérovar Typhimurium désignée FliC est composée de 494 acides aminés (52kDa) et est la plus
utilisée dans les modeles d’activation de TLRS (Figure 7 E). La structure tridimensionnelle
de la protéine présente quatre domaines. Les domaines DO et D1 sont composés de 170 acides
aminés et sont formés principalement d’hélice-a. 1ls constituent le corps interne du filament
en liaison avec les autres domaines DO et D1 des flagellines voisines. Ces deux domaines ont
la particularité d’étre trés conservés chez différentes espéces bactériennes et ils contiennent
les motifs nécessaires a la reconnaissance de la flagelline par ses récepteurs de I’immunité
innée (TLR5 et NAIP/NLRC4) [140, 141]. Les domaines D2 et D3 représentent la partie
hypervariable de la flagelline et sont formés majoritairement de feuillet-p. Contrairement aux
domaines DO et D1, la partie hypervariable n’est pas impliquée dans la signalisation, mais est

responsable de la capacité a induire la production d’anticorps dirigés contre la flagelline
[142].

Il. Les récepteurs innés de la flagelline

La flagelline, en fonction de sa localisation, peut étre reconnue par deux récepteurs
distincts : TLR5 détecte la flagelline présente a la surface cellulaire et le complexe
NAIP/NLRC4 s’associe a la flagelline présente dans le cytosol. L’activation de 1’un ou de

I’autre de ces récepteurs aboutit a des réponses biologiques différentes.

a. Reconnaissance de la flagelline par TLR5

L’équipe de Sztein a été la premicre a montrer que le flagelle de S. enterica sérovar Typhi
pouvait activer des monocytes humains [143]. Des travaux complémentaires ont permis de
mettre en évidence que le caractére proinflammatoire du flagelle bactérien était di aux
monomeres de flagellines qui le composent [144]. En 2001, le groupe d’Aderem a démontré
que le récepteur transmembranaire TLR5 était impliqué dans la reconnaissance de la
flagelline. Cette étude a montré que des cellules exprimant TLR5 étaient activées in vitro par
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le surnageant de cultures d’Escherichia coli, de P. aeruginosa et de Listeria innocua. Le
fractionnement par chromatographie et 1’analyse par spectrométric de masse de ces
surnageants ont permis d’identifier la flagelline monomérique comme agoniste de TLR5 et
démontré qu’elle induisait une expression d’IL-6 dépendante de MyD88 chez la souris [62].
Cette observation a été confirmée en 2006 par la mise en évidence de 1’absence de réponse
proinflammatoire apres stimulation par la flagelline chez des souris déficientes en TLR5
(TIr5") [145]. L utilisation de flagellines recombinantes mutées a permis de définir les
résidus en positions 89 a 96 comme site de fixation de TLR5 [140]. Ces résidus sont
différents chez certaines bactéries comme Campylobacter jejuni et Helicobacter pylori, ce qui
est suffisant pour éviter la reconnaissance par TLR5 [140]. Des études cristallographiques ont
défini I’interaction d’une forme tronquée du TLRS du poisson ze¢bre avec la flagelline de
S. enterica sérovar Dublin et de P. aeruginosa (Figure 8) [63, 146]. Ces études ont
caractérisé I’interaction physique du domaine D1 de la flagelline avec les différents LRR

formant la partie extracellulaire de TLRS.

VLR VLR’

Figure 8 : Interaction entre Toll-like receptor 5 et la flagelline. Représentation cristallographique
du domaine extracellulaire de TLR5 du poisson zébre avec la flagelline de Salmonella enterica
sérovar Dublin tronquée de son domaine DO [63].
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TLR5 est exprimé par les cellules structurales et hématopoiétiques. Initialement, les
travaux de 1’équipe de Gewirtz ont permis de localiser I’expression de TLRS a la surface
basolatérale de cellules épithéliales intestinales T84 [147]. Cependant, des études ont
¢galement montré 1’expression apicale de TLRS par des cellules intestinales [148-150]. En ce
qui concerne la muqueuse respiratoire, une étude sur des cellules bronchiques polarisées in
vitro a démontré que la stimulation basolatérale de TLR5 activait son expression a la surface
apicale [151]. Une autre étude plus récente utilisant des biopsies humaines a décrit
I’expression de TLRS5 par les cellules épithéliales bronchiques au niveau de la membrane
basolatérale. De plus, cette méme étude a localisé 1’expression de TLRS5 a la surface apicale
des pneumocytes de type Il, corrélant avec leur importance dans le contr6le des infections
[152, 153]. Les cellules endothéliales expriment aussi TLR5 et sont activées par la stimulation
de ce récepteur [154].

L’expression de TLRS par les cellules hématopoiétiques a été caractérisée chez la souris
puis chez ’'Homme. Une étude d’Akira a mis en évidence chez la souris une expression de
TLR5 par les cellules dendritiques résidant dans la lamina propria intestinale [155]. Les
monocytes provenant de la rate, de la circulation sanguine et de la moelle osseuse, ainsi que
les cellules dendritiques spléniques expriment également TLR5 [156]. De plus, les PNN
murins ont été décrits comme exprimant TLR5 mais semblent étre insensibles a la flagelline
[156]. Chez ’Homme, les macrophages et notamment les macrophages alvéolaires, les PNN

ainsi que les monocytes sont connus pour exprimer TLR5 [152, 157-160].

b. Activité biologique de la flagelline dépendante de la reconnaissance par TLR5

La stimulation de TLR5 par la flagelline, induit une réponse engageant MyD88
(Figure 9 A). Cependant les réponses immunitaires mises en place par 1’activation de TLR5
dépendent des cellules stimulées. Une étude a mis en évidence en 2006 cette disparité de
réponse via I’utilisation de souris chimeres, exprimant TLRS par les cellules radiorésistantes
(cellules structurales) ou par les cellules hématopoiétiques. Ces travaux ont démontré que la
stimulation systémique de TLRS induit une réponse proinflammatoire nécessitant I’expression
de TLR5 par cellules hematopoiétiques. Toutefois, la stimulation de la muqueuse respiratoire
par une instillation intranasale de flagelline requiert I’expression de TLRS5 par les cellules
hématopoiétiques et par les cellules radiorésistantes pour induire la réponse immunitaire innée
[145].
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Depuis, des études ont caractérisé les différences d’activités biologiques en fonction du
type cellulaire exprimant TLR5 (Figure 9 B-C). Tout d’abord, 1a stimulation du TLR5 des
cellules structurales dans les muqueuses se traduit par 1’expression de chimiokines comme
I’IL-8, CCL2, CCL20, CXCL1, CXCL2 et CXCL5. Ces derniéres possédent une activité
chimioattractante permettant le recrutement de cellules immunitaires effectrices comme les
PNN et les monocytes. Ainsi, I’instillation intranasale de flagelline stimule TLR5 exprimé par
les cellules radiorésistantes, induit une infiltration massive de PNN au sein de la muqueuse
respiratoire et permet de protéger contre les infections respiratoires [161-163]. La stimulation
de D’épithélium par la flagelline a également été caractérisée par la production de
métalloprotéases (MMP3, MMP13) jouant un rdle dans le remodelage tissulaire et les
phénomeénes de maintien de I’homéostasie tissulaire [164]. De plus, la flagelline induit une
réponse anti-apoptotique et la production de composés antioxydants par les cellules
épithéliales protégeant d’infections intracellulaires et de stress physiques [165-167].
Finalement la stimulation de cellules épithéliales intestinales par la flagelline in vitro
démontre la production de composés antimicrobiens comme la B-défensine 2, sous la
dépendance de I’activation de la voie NF-xB [168]. Une analyse transcriptomique d’explants
de cellules épithéliales de trachées humaines cultivées en monocouche ou en interphase
air/liquide, stimulées in vitro par la flagelline, a récemment confirmé I’expression chez

I’Homme des composés observée dans les études chez la souris [169] (Figure 9 B).

La stimulation par la flagelline des cellules hématopoiétiques de la lignée myéloide
(monocytes, macrophages et cellules dendritiques) est caractérisée par I’induction de
I’expression de cytokines inflammatoires comme le TNF, I’IL-6 et la sous-unité  de I’TL-12
(IL-12p40) [170-172]. Les cellules dendritiques CD103"CD11b" de la lamina propria
intestinale sont directement stimulées par la flagelline et produisent rapidement 1’IL-23. Cette
cytokine, en collaboration avec I'IL-6 et I’'IL-1B, active les ILC de type 3 (ILC3) qui
synthétisent une grande quantité d’IL-22, cytokine désormais reliée a la protection des
muqueuses (Figure 9 C) [164, 173]. Cette réponse n’est pas restreinte a I’intestin puisque
nous avons récemment décrit I’activation des ILC3 pulmonaires par la stimulation par la

flagelline [174].
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Figure 9 : Stimulation de Toll-like receptor 5 par son ligand la flagelline et son activité sur 'immunité innée des
muqueuses. (A) Voie de signalisation induite par la reconnaissance de la flagelline par TLR5. MyD88, IRAK1/4, TRAF6,
IKK kinases, MAP kinases, IkB, NF-kB [175]. (B) L’activation épithéliale de TLRS par la flagelline induit la production
épithéliale de chimiokines, de molécules antimicrobiennes et de facteurs assurant le remodelage du tissu. (C) L’activation de
TLRS des cellules my¢loides induit 1’expression de cytokines permettant 1’activation des cellules lymphoides innées et ainsi
la production d’TL-22 responsable de la stimulation épithéliale des mécanismes de défense innée.
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Une étude récente confirme la compartimentation de la réponse TLRS via 1’utilisation de

mutants conditionnels de souris [176]. Les souris dont les cellules intestinales épithéliales
sont déficientes en TLR5 (TIr5*5%) présentent une diminution de I’expression de
chimiokines, une altération de la flore bactérienne intestinale, une diminution de 1’espace
entre la flore bactérienne et 1’épithélium intestinal, suggérant un défaut dans la production de
mucus ou de molécules antimicrobiennes. D’autre part, la déficience en TLR5 des cellules
dendritiques chez les souris TIr5*P¢ réduit I’expression d’IL-22 et d’IL-23, modifie la flore
bactérienne et son interaction avec 1I’épithélium. Cette étude suggere donc que I’activation de
TLR5 des cellules hématopoiétiques et structurales peut aboutir a des mécanismes

immunitaires similaires (Figure 9 B-C) [176].
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a. Reconnaissance de la flagelline et activation du complexe NAIP/NLRC4

Le récepteur cytosolique NLRC4 a été associé a la reconnaissance des bactéries flagellées
en 2004. Ainsi, des souris déficientes pour NLRC4 présentaient une réduction drastique de
I’activation de la caspase-1 et de la production d’IL-1B dans un modele d’infection par
S. Typhimurium [177]. Par la suite, I’activation de la caspase-1 par NLRC4 avec la détection
intracellulaire de la flagelline de S. Typhimurium [178]. Des études ont confirmé le
mécanisme de détection intracellulaire de la flagelline avec d’autres bactéries pathogénes
comme P. aeruginosa, L. pneumophila ou L. monocytogenes [179-181].

En comparant deux souches de souris dont les macrophages sont sensibles (souris A/J) ou
résistants (souris C57BL/6J) a I’infection intracellulaire par L. pneumophila, le mécanisme
moléculaire d’interaction a pu étre précisé€. La susceptibilité des souris A/J a été associée avec
une mutation de NAIPS, I’'un des sept NAIP exprimés chez la souris (un seul NAIP est
exprimé chez ’Homme) [182, 183]. La création de souris déficientes en NAIPS5 a permis de
confirmer I’implication de ce composé, au méme titre que NLRC4, dans I’activation de la
caspase-1 par la flagelline [184]. Deux études publiées ont finalement mis en évidence les
mécanismes biochimiques nécessaires pour I’interaction directe de la flagelline avec NAIPS5,
lui-méme se liant a NLRC4 [185, 186].

Difféerents modeéles incluant des bactéries exprimant une flagelline mutée ou des flagellines
recombinantes modifiées, ont mis en évidence que les 35 acides aminés de I’extrémité C-
terminale de la flagelline étaient nécessaires et suffisants pour I’activation de I’inflammasome
NLRC4. Cela a été notamment démontré par 1’absence d’activation de I’inflammasome de
macrophages provenant de souris Naip5™ par ces 35 acides aminés [184]. Une seconde étude
a confirmé la capacité du motif en C-terminal a induire la formation du complexe
NAIP5/NLRC4. Cependant cette étude rapporte que les 52 acides aminés en N-terminal
contiennent un motif participant également a I’activation de I’inflammasome [141]. Ces
¢tudes démontrent donc l’'importance du domaine DO, qui est composé des parties N-
terminale et C-terminale, dans la stimulation du complexe NAIP5/NLRC4. De maniere
intéressante, une étude récente a mis en évidence que la reconnaissance de la flagelline par
NAIP5 était indépendante de son LRR, rompant ainsi le dogme selon lequel les régions LRR
seraient le domaine « sensoriel » des NLR [187].
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Les diverses études sur les interactions entre la flagelline, NAIP5 et NLRC4 ont permis a
Halff et al. de proposer un modéle d’assemblage du complexe dans lequel la reconnaissance
de la flagelline par NAIP5 induit un changement conformationnel de NAIP5 qui, ainsi
modifié, interagit avec NLRC4 (Figure 10 A). L’association de NAIP5 et NLRC4 recrute
ensuite plusieurs copies de NLRC4 pour former un complexe circulaire en anneau dans lequel
les molécules de la signalisation sont mobilisées pour exercer leurs activités biologiques [141,
187-189].

b. Signalisation et activité biologique dépendante de la stimulation du complexe
NAIP/NLRC4 par la flagelline

La stimulation et ’assemblage du complexe flagelline-NAIP-NLRC4 permet 1’activation
de la caspase-1 et aboutit a deux phénomenes biologiques distincts mais qui agissent en
collaboration (Figure 10 B). Tout d’abord la caspase-1 activée permet, grace a son activité
protéasique, la maturation de I'IL-1p et de I'IL-18 qui présentent un fort potentiel
inflammatoire et activateur de certaines cellules effectrices de I’'immunité [190-192]. Le
recrutement des PNN par I'IL-1p et I’IL-18 a été proposé comme étant important dans le
contrdle de I’infection a S. Typhimurium [193]. En paralléle, 1’activation de I’inflammasome
NLRC4 induit un phénoméne de mort cellulaire non apoptotique, la pyroptose, chez les
cellules hématopoiétiques et principalement les macrophages. La pyroptose libere non-
seulement I’IL-1B et I’'IL-18, mais également les formes pro-IL-1 et pro-IL-18 dont la
maturation est réalisée par les protéases extracellulaires apportées par les PNN et les

mastocytes. Ce phénomeéne assure une amplification de I’inflammation [192].
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Figure 10 : Modé¢le d’activation du complexe de reconnaissance de la flagelline cytosolique. (A) Modélisation des
étapes de formation du complexe NAIP5/NLRC4 chez la souris. La reconnaissance de la flagelline par NAIP5 induit une
modification conformationnelle de NAIPS, permettant son interaction avec NLRC4. L’association NAIP5/NLRC4 permet le
recrutement d’autres molécules de NLRC4 afin de former un complexe circulaire capable de recruter les molécules
nécessaires a la suite de ’activation (ASC et la pro-caspase-1). Schéma adapté des travaux de Halff et al. [141]. (B)
Représentation schématique du complexe cytosolique reconnaissant la flagelline intracellulaire. Aprés la phagocytose d’une
bactérie flagellée, telle que S. Typhimurium, la flagelline intracellulaire est reconnue par NAIP et permet I’activation du
complexe NLRC4 qui recrute et active ASC et la pro-caspase-1. La caspase-1 ainsi activée exerce son activité protéolytique
sur les précurseurs des cytokines inflammatoires IL-1f et IL-18. L’activation de la caspase-1 permet également I’induction
du phénomeéne de pyroptose pour certaines cellules. Schéma adapté de I’article de Khameneh et Mortellaro [194].

La pyroptose permet la libération extracellulaire des bactéries phagocytées afin qu’elles
soient éliminées par les PNN et les radicaux oxygénés présents dans 1’environnement de la
cellule morte [195]. Une étude récente a mis en évidence que la caspase-1 clivait la

gasdermine, dont ’activité est responsable de I’induction de la pyroptose macrophagique
[196].

Depuis la découverte de NLRC4, des études ont mis en évidence le réle du complexe
flagelline-NAIP-NLRC4 dans des infections in vitro et in vivo par des pathogenes

intracellulaires tels que L. monocytogenes, L. pneumophila et S. enterica [181, 195, 197-201].
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C. Les TLR comme cibles thérapeutiques dans des approches anti-infectieuses

Au 19°™ siecle, William Coley a identifi¢ 1’activité antitumorale d’une répétition
d’injections de toxines provenant de bactéries tuées (Streptococcus pyogenes et Serratia
marcescens) [202]. 11 s’est avéré que 1’activité antitumorale de la toxine de Coley provenait
du LPS et d’ADN de la préparation bactérienne [203].

L’étude des TLR a permis d’envisager de nouvelles stratégies de prévention et de
traitement de pathologies comme les cancers, les maladies inflammatoires et les maladies
infectieuses. Ces stratégies visent pour certaines a cibler 1’activation de TLR via 1’utilisation
d’agonistes, et pour d’autres a bloquer I’activité de ces récepteurs en utilisant de molécules

antagonistes ou d’anticorps.

I. TLR7 et TLRS

A T’heure actuelle, I'imiquimod (Aldara™, 3M Pharmaceuticals), reconnu par TLR7 et
TLR8, est le seul agoniste de TLR approuve pour le traitement de pathologies humaines
(Figure 11). En 1997, I’'imiquimod a été autorisé pour le traitement par voie cutanée de
verrues ano-génitales causées par le papillomavirus. Depuis, I’indication de I’imiquimod a été
élargie au traitement des keratites actiniques et des carcinomes basocellulaires [204]. Des
études cliniques ont démontré une activité de I’imiquimod sur le traitement d’autres lésions
comme les verrues planes, les verrues plantaires et les papillomes malpighiens dues au
papillomavirus [205-207]. Au cours d’une étude clinique de phase II, I’'imiquimod s’est révélé
efficace dans le traitement de verrues cutanées récurrentes [208]. Les études sur les modéles
animaux ont décrit une activité antivirale contre le HSV, le CMV, le virus Influenza, le virus
West Nile et le virus de la fievre jaune [204, 209-211].
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Figure 8 : Représentations structurales de ’imiquimod et du resiquimod, agonistes de TLR7 et TLRS.

Le resiquimod est un autre agoniste de TLR7 et TLR8 largement étudié (Figure 11). Sa
capacité a induire la synthése de cytokines inflammatoires comme I’IFN-a, I’'IL-12 et le TNF
par les cellules dendritiques et les macrophages, est décrite comme plus importante que celle
de I’'imiquimod [212]. De plus, son application chez I"'Homme montre un effet thérapeutique
sur la récurrence de I’herpés génital et des études chez I’animal souligne son activité contre
les infections par HSV [213, 214]. Cependant un essai clinique de phase lla rapporte des
effets secondaires importants malgré une efficacité antivirale [215].

D’autres composés agonistes de TLR7 et TLR8 sont actuellement en cours d’études
cliniques pour leurs diverses activités. Le composé ANA773 (Anadys Pharmaceuticals) induit
la production importante d’IFN de type I et son utilisation chez des patients présentant une
infection chronique par le virus de I’hépatite C (VHC) induit une réduction du taux de virus
dépendant de la dose d’ANA773 [216]. Une autre molécule, CL097, restaure la production de
cytokines proinflammatoires par les cellules dendritiques myéloides provenant de patients
infectés par le VIH [217].

40



Il. TLRY

La stimulation des pDC par les agonistes de TLR9 produit une grande quantité d’IFN de
type I, cytokines inhibant la réplication virale et activant ’immunité innée et adaptative.
Ainsi, plusieurs agonistes de TLRY sont a 1’étude, notamment pour leur activité immuno-
modulatrice, dans le traitement des infections virales chroniques par le VHC. Des essais
cliniques de phase I ont été réalisés démontrant 1’activité antivirale de 1’agoniste CPG10101
(ACTILON, Coley Pharmaceuticals/Pfizer) chez des patients atteints d’infections chroniques
par le VHC, sans effets secondaires importants [218]. De plus les patients ont montré une
bonne tolérance a I’utilisation de CPG10101 a forte dose [219]. Un essai de phase Il étudie
I’efficacité de la molécule sur des sujets infectés par le VHC de génotype 1 [220]. Un autre
agoniste de TLR9, SD-101, a été testé seul ou combiné a la ribavirine dans un essai clinique
de phase Ib anti-VHC. Les résultats indiquent que SD-101 induit une diminution importante
de la charge virale associée a I'induction de genes antiviraux dépendant des IFN de type I
[220]. Enfin, le composé MGN1703, principalement étudié dans des études cliniques pour ses
propriétés antitumorales, est actuellement testé en phase I/I1 comme traitement contre le VIH
[221].

Des études chez ’animal démontrent des résultats prometteurs quant a 1’utilisation de CpG
dans différents modéles de sepsis, mais a I’heure actuelle, aucun essai clinique n’est en cours

pour traiter ce type de pathologie chez I’'Homme [222-224].

L’activation de TLR9 par ses agonistes a également démontré des capacités stimulatrices
de I’'immunité adaptative dans des modeles murins [204]. Depuis, des essais sont en cours
chez ’Homme et présentent des résultats encourageants avec le CpG7909 utilisé comme
adjuvant dans des vaccins dirigés contre la malaria, les infections par le virus Influenza et les
hépatites virales chez les patients infectes par le VIH [225-228]. D’autres agonistes de TLR9
sont également a 1’étude en tant qu’adjuvants dans le développement de vaccins

thérapeutiques contre le VIH [204].

1. TLR3

Le rintatolimod (Ampligen®, Hemispherx Biopharma), dérivé du polyl:C, a été développé
pour le traitement de diverses infections (Figure 12). Malgré des résultats prometteurs
observés in vitro sur des cellules infectées par le VIH, I’étude clinique de phase I cherchant a

évaluer I’effet du rintatolimod sur des sujets infectés n’a jamais abouti [229]. Les résultats les
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plus prometteurs du rintatolimod sont observés lorsqu’il est combiné en tant qu’adjuvant avec
le vaccin antigrippal FluMist® (Medlmmune) qui contient le virus Influenza H5N1 vivant
atténué. La combinaison a démontré de bonnes capacités protectrices contre des infections de
différentes souches du virus Influenza [230]. Cette observation a mené a la mise en place d’un

essai clinique de phase I/Il visant a déterminer I’innocuité et l'immunogénicit¢ de la

combinaison vaccinale.
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Figure 9 : Représentations structurales des composés formant le rintatolimod (polyl:C12U), agoniste de TLR3. Le
rintatolimod représente une structure double brins (un premier brin composé d’acide inosinique [I] et un second brin
hétéromére composé d’acide cytitylique [C] et d’uridine monophosphate [U]).

Chez la souris, le traitement par le polyl:C ou ses dérivés protege contre des infections par
le VIH, le virus de I’hépatite B, le virus coxsackie B3, certains flavivirus, mais également

contre des infections bactériennes, notamment contre P. aeruginosa [231, 232].
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IV. TLR4

Une signalisation incontrélée de TLR4 est associée au choc septique lors de la
dissémination des bactéries a Gram négatif pathogénes. L’inhibition de I’interaction du LPS
avec TLR4 ou de la signalisation en aval s’avére étre une approche potentielle dans le
traitement du sepsis. Le développement d’antagoniste du lipide A, composant toxique du
LPS, a débuté bien avant la découverte de TLR4. L’utilisation dans les années 1990 du
E5531, un antagoniste du lipide A dérive de Rhodobacter capsulatus, a démontré une
protection lors d’une infection systémique par E. coli chez la souris [233]. Une étude chez des
sujets sains volontaires a rapporté que cet antagoniste inhibait I’apparition de symptomes suite
a I’injection de LPS [234]. Cependant des problémes de biodisponibilite du E5531 ont stoppé
le développement thérapeutique. L’eritoran (E5564, Eisai) est un autre composé dérivé du
lipide A de Rhodobacter sphareoides qui a été testé chez I’homme comme antagoniste de
TLR4 (Figure 13) [235]. Une premiére étude de phase | a montré chez des sujets sains
volontaires traités par du LPS un effet inhibiteur de I’eritoran sur la production cytokinique et
sur les symptdmes. Ces résultats encourageants ont été immédiatement suivis par le
développement de nouveaux essais cliniques de phase Il et Il sur des patients atteints de
sepsis séveres. Ces essais cliniques n’ont montré aucun effet thérapeutique entre les patients
traités par I’eritoran et les patients ayant regu le placebo [236]. Des études récentes suggeérent
qu’un repositionnement de I’eritoran dans une nouvelle indication thérapeutique est
envisageable. En effet, un effet thérapeutique de I’eritoran a été démontré contre des
infections virales in vitro et dans des modéles murins [237, 238].

Un autre antagoniste de TLR4, le resatorvid (TAK-242, Takeda Pharmaceuticals) a montré
des capacités protectrices in vivo dans des modeéles de sepsis [239, 240] (Figure 13). Les
études de phase III qui ont été réalisées sur des patients atteints de sepsis sévéres n’ont pas

démontré d’efficacité du traitement.
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Figure 10 : Représentations structurales de ’eritoran et du resatorvid, antagonistes de TLR4.

L’utilisation des anticorps monoclonaux dirigés contre TLR4 ou le complexe TLR4/MD-2
a démontré des effets prometteurs contre le sepsis dans des modéles animaux [241-244].
Actuellement une étude de phase I caractérise I’innocuité d’un traitement avec un anticorps

monoclonal dirigé contre TLR4 (NI1-0101, Novimmune) sur des sujets sains volontaires.

A T’inverse, la stimulation du TLR4 a été établie comme un atout dans les stratégies
vaccinales. En effet, le MPL (Monophosphoryl lipid A), ligand de TLR4 dérivé du lipide A de
Salmonella minnesota et significativement moins toxique que le LPS, est approuvé par
I’EMA (European Medicines Agency) et par la FDA (Food and Drug Administration) comme
adjuvant d’un vaccin de I’Hépatite B (Fendrix®, GlaxoSmithKline) et d’un vaccin dirigé
contre des souches du papillomavirus responsables de cancers du col de 1’utérus (Cervarix

GlaxoSmithKline).

V. TLR2

L’inhibition de TLR2 au cours du sepsis est également étudiée comme stratégie
thérapeutique. Des études précliniques ont montré que I’utilisation d’anticorps monoclonaux
neutralisant TLR2 protégent des chocs septiques [243, 245, 246]. Une étude clinique de phase
| a déterminé récemment la dose effective de cet anticorps nécessaire au blocage de TLR2

chez des sujets volontaires sains [247].

44



Differents agonistes de TLR2 ont démontré des effets protecteurs dans des modeles
animaux d’infections bactériennes, virales ou parasitaires [248-253]. A ce jour, aucun essai

clinique utilisant un agoniste de TLR2 n’a été proposé dans des approches anti-infectieuses.

VI. TLR5

L’entolimod (CBLB502, Cleveland Biolabs) est une molécule dérivée de la flagelline de
S. Dublin tronquée des résidus 177 a 401 [254]. Les études précliniques et cliniques utilisant
I’entolimod ont principalement décrit des effets antitumoraux [254-258]. Par ailleurs, des
¢tudes chez I’animal ont montré que 1’agoniste de TLRS possédait des propriétés
radioprotectrices, notamment contre les irradiations y [167, 254, 259, 260]. Actuellement, les
autorités nord-américaines montrent un intérét pour les molécules radioprotectrices en cas
d’attaques terroristes ou d’accidents nucléaires. Compte tenu du contexte international actuel,
une demande de préapprobation d’urgence de ’entolimod a été déposée a la FDA par la
sociéte Cleveland Biolabs en 2014.

La flagelline peut étre également utilisée comme adjuvant vaccinal. Des fusions protéiques
entre la flagelline de Salmonella et I’ectodomaine de la protéine de matrice 2 ou
I’hémagglutinine du virus Influenza A (VAX102, VAX125, VAX128, VaxInnate) démontre
une forte immunogénicité contre la grippe saisonniére chez ’Homme [261-264]. La méme
équipe a réecemment publié des résultats in vitro et in vivo prometteurs pour le développement
de ces vaccins antigrippaux appliqués au virus Influenza B [265]. Par ailleurs, la flagelline est
actuellement testée comme adjuvant dans des études précliniques dans le cadre du

développement de nombreux vaccins [266].

Le rble anti-infectieux de la flagelline n’a été démontré a ce jour que dans des modeles
animaux (Tableau 3). Une premiére étude a montré en 2006 qu’une souche non flagellée de
S. Typhimurium était capable d’échapper aux défenses immunitaires innées de 1’organisme et
induisait 1’apoptose des macrophages in vivo. Cette souche présentait alors une pathogénicité
plus élevée chez la souris qu’une souche flagellée de S. Typhimurium. De fagon remarquable,
I’administration de flagelline recombinante a permis d’améliorer la clairance et la survie lors

d’une infection intestinale par la souche non flagellée de S. Typhimurium [165, 167].
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Tableau 3 : Modeéles infectieux pour lesquels I’administration de flagelline a démontré une activité protectrice.

Pathogénes / infections

Salmonella Typhimurium
infection intestinale

Enterococcus faecalis
infection intestinale

Clostridium difficile
infection intestinale

Pseudomonas aeruginosa
infection respiratoire

Streptococcus pneumoniae
infection respiratoire

Burkholderia cepacia
infection respiratoire

Staphylococcus aureus
Stenotrophomonas maltophilia
infections respiratoires

Pseudomonas aeruginosa
infection de la cornée

Candida albicans
infection de la cornée

MCMV
infection systémique

Rotavirus
infection intestinale

Voie d’administration de la flagelline

systémique (intrapéritonéale)
2h avant I’infection
systémique (intrapéritonéale)
guotidiennement pendant

3 jours avant I’infection

systémique (intrapéritonéale)

24h avant, au moment de I’infection

et 24h apres ’infection

locale (intranasale)
24h avant I’infection

locale (intranasale)
au moment de I’infection

locale (intranasale)
4h avant I’infection

locale (intranasale)
4h avant I’infection

locale (directement sur la cornée)
6h avant I’infection

locale (directement sur la cornée)
24h avant I’infection

systémique (intrapéritonéale)
12h a 72h avant I’infection

systémique (intrapéritonéale)
au moment de I’infection puis

quotidiennement pendant 8 a 18 jours

Références
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[163]

[268]
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Dans un autre modéle d’infection intestinale, 1’équipe de Pamer a démontré la capacité
d’une stimulation systémique par la flagelline a réduire la colonisation de 1’iléon par
Enterococcus faecalis. Dans cette étude, un traitement antibiotique est réalisé sur 1’animal
préalablement a I’infection afin d’éliminer la flore intestinale. L’antibiothérapie induit une
diminution de I’expression de Regllly, un composé antimicrobien fortement exprimé dans
I’iléon, permettant ainsi la colonisation par E. faecalis. L’expression de Regllly est restaurée a
un niveau similaire a celui a ’homéostasie par I’administration de flagelline. Cette activité de
Regllly induite par la flagelline nécessite la production d’IL-22 [173]. Ces mémes auteurs ont
également décrit une protection induite par la flagelline dans un modé¢le d’infection intestinale
par Clostridium difficile [267].

Les effets protecteurs de la flagelline ne sont pas restreints aux infections intestinales
puisque le potentiel antibactérien de la flagelline a été démontré dans des modeles
d’infections respiratoires (Tableau 3). Une premiere étude a montré une protection apres
I’instillation intranasale de flagelline lors d’une infection respiratoire par P. aeruginosa.
L’activité antibactérienne induite par la flagelline est associée a la production de cathélicidine
(cathelicidin-related antimicrobial peptide, CRAMP chez la souris). Par ailleurs, cette
protection est observée chez les animaux dépourvus de PNN suggérant un réle mineur de ces
cellules [92]. Notre équipe a démontré que la co-administration de flagelline avec 1’inoculum
bactérien permettait d’améliorer la survie des souris et la clairance bactérienne au cours d’une
infection létale par S. pneumoniae. Cette étude a mis en évidence I’importance des PNN dans
la protection anti-infectieuse [162]. L’importance des PNN recrutés par la flagelline a
¢galement été montré dans d’autres modéles d’infections respiratoires par Burkhloderia

cepacia, Stenotrophomonas maltophilia et S. aureus [163, 268].

L’équipe de Yu a contribué a la caractérisation des capacités protectrices de la flagelline
dans des modéles d’infections de la cornée. Des travaux réalisés dans un mod¢le d’infection
par P. aeruginosa ont mis en évidence une diminution de la charge bactérienne au niveau de
la cornée apres une application locale de flagelline (6h avant ’infection). Le traitement avec
la flagelline est associé a la production de CRAMP et au recrutement de PNN. Cependant, ces
PNN ne jouent pas un rdle déterminant puisque la protection est effectrice chez des souris
dépourvues de ces cellules [269]. Une seconde étude a décrit la réponse transcriptionnelle de
la cornée apres la stimulation locale par la flagelline, et a démontré 1’importance de deux

molécules antimicrobiennes membres de I’hétérocomplexe de calprotectine (S100A8 et
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S100A9) pour la mise en place de la protection anti-infectieuse contre P. aeruginosa [270].
Récemment, I’expression du facteur de transcription IRF1 et de CXCL10 ainsi que les
cellules NK sont apparues essentielles pour induire 1’effet antimicrobien associé a la flagelline
[271]. Des mecanismes de protection similaires ont été décrits pour des infections de la
cornée par Candida albicans traitées par la flagelline suggérant un effet antifongique [272,
273, 276].

Des études récentes ont réveélé les capacités protectrices de la stimulation de TLR5 sur des
infections virales. La premiére a mis en évidence que I’entolimod administré par voie
systémique, permettait d’activer les cellules NK et de protéger les souris d’une infection létale
par le MCMV. Cette protection dépendante de TLRS n’a été observée que si I’entolimod était
administré 12h a 72h avant Dinfection [274]. La seconde étude a démontré que
I’administration quotidienne de flagelline par la voie systémique protégeait les souris d’une
infection intestinale par le rotavirus. Cette protection dépend non seulement de la stimulation
du TLRS des cellules dendritiques conduisant a la production d’IL-22, mais également de la
stimulation de I’inflammasome NLRC4 qui précéde la production d’IL-18 [275].

Finalement une étude démontre I’activité antibactérienne in vitro et in vivo d’une protéine
de fusion combinant la flagelline et la p-défensine 3 murine dans le traitement de bactéries a
Gram positif et négatif. Ces travaux mettent en évidence pour la premiere fois la capacité de
la flagelline & exercer son potentiel anti-infectieux lorsqu’elle est physiquement conjuguée

avec une autre molécule [277].

Globalement, ces études démontrent le potentiel anti-infectieux de la flagelline surtout
lorsqu’elle est administrée en prophylaxie, préalablement ou concomitamment au challenge
infectieux. Méme dans 1’étude de Zhang et al. qui démontre un effet thérapeutique de la
flagelline, la premiére administration de I’agoniste TLRS se fait au moment de I’infection
avec le rotavirus [275]. Il n’y a pas a ce jour de démonstration de protection par la flagelline

dans des infections établies, qu’elles soient virales ou bactériennes.
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OBJECTIFS DE LA THESE

Les muqueuses constituent des interfaces entre I’organisme et le milieu extérieur et
représentent donc la porte d’entrée majeure pour des micro-organismes infectieux. Nous nous
sommes donc intéressé au potentiel antimicrobien de la flagelline sur des infections
intestinales et respiratoires dans le but de définir les facteurs moléculaires et cellulaires

mobilisés pour protéger contre les infections.

Dans une premiere partie nous avons analysé les capacités anti-infectieuses de la flagelline
dans un mod¢le d’infection intestinale. Pour cela nous avons choisi un pathogéne bactérien
infectant 1’intestin gréle, Yersinia pseudotuberculosis. L’objectif de ces travaux a été
d’apprécier I’'impact d’une administration prophylactique systémique de flagelline sur le
déroulement de I’infection et d’évaluer le role de 1’IL-22 dans la réponse antibactérienne. Les
résultats obtenus sont rassemblés dans un manuscrit en préparation (Article |: Flagellin-
mediated protection against intestinal Yersinia pseudotuberculosis infection does not require

IL-22) pour soumission dans Infection and Immunity.

L’objectif de la seconde partie a été de tester 1’efficacité de la flagelline administrée en
thérapeutique en association avec différents antibiotiques pour le traitement d’infections
respiratoires. Pour cela nous avons mis en place un modéle de pneumonie pneumococcique
invasive chez la souris. Les premiers résultats ont été récemment publiés (Article Il : A toll-
like receptor 5 agonist improves the efficacy of antibiotics in the treatment of primary and
influenza-associated pneumococcal mouse infections). Des résultats complémentaires
caractérisant les mécanismes responsables de la protection par la combinaison thérapeutique

seront également présentes.
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La flagelline protege contre une infection intestinale par Yersinia

pseudotuberculosis dans un mécanisme indépendant de I’'TL-22.

A. Article |

Flagellin-mediated protection against intestinal Yersinia pseudotuberculosis infection
does not require interleukin-22.

Porte et al. Manuscrit en cours de finalisation pour soumission a Infection and Immunity.

L’IL-22 est une cytokine membre de la famille des IL-10 découverte en 2000 et associée
aux lymphocytes Th17 et a I’'immunité innée [278-280]. Largement étudiée pour son activité
dans les maladies inflammatoires comme le psoriasis et les maladies inflammatoires
chroniques de D’intestin, I’'TL-22 est également un élément majeur dans le contrble des
infections muqueuses et du contréle du microbiote intestinal [281-284]. L’IL-22 active
(i) ’expression de mucines et la survie des cellules caliciformes, empéchant le contact direct
des bactéries de la lumicre avec 1’épithélium, (ii) la synthése de molécules antimicrobiennes,
(i11) les mécanismes réduisant I’apoptose des cellules épithéliales ciblées par certains micro-
organismes pathogenes et (iv) la régénération tissulaire par la production de
métalloprotéinases, de facteurs de croissance stimulant ainsi la prolifération des cellules
souches. De plus I’induction de I’expression de 1’'IL-22, par certaines bactéries pathogenes,
entraine des mécanismes protecteurs anti-infectieux suggérant un potentiel thérapeutique de

I’TIL-22 dans le développement de stratégies anti-infectieuses [285-289].

L’administration de flagelline a été associée chez la souris a une forte expression d’IL-22
dans les compartiments systémiques et muqueux. En effet, nos travaux et ceux de 1’équipe de
Pamer ont décrit, apres la stimulation par la flagelline, des mécanismes anti-infectieux
impliquant les cellules hématopoiétiques (cellules dendritiques et ILC3), I’IL-22 et
I’épithélium [164, 173, 174, 290]. Cette production d’IL-22 dans la muqueuse a été associé a
la protection antimicrobienne de la flagelline dans des mod¢les d’infections bactériennes et

virales [173, 174, 275].

Le but de cette ¢tude a donc été d’évaluer les propriétés protectrices de la flagelline dans
un modele d’infection de la muqueuse intestinale par Y. pseudotuberculosis et d’évaluer le

role de I’IL-22. Afin de caractériser également les voies de signalisation impliquées dans
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notre modele, nous avons utilisé des flagellines recombinantes ayant perdu leur capacité a
signaler via TLR5 ou le complexe NAIP5/NLRC4 (Figure 14). Nous avons également utilisé
une flagelline dépourvue de la majeure partie de son domaine hypervariable (Article I1).

domaine de Activation  Activation de

- ﬁ&% rFliC  détection de TLR5 de TLRS  NAIPS/NLRCA
/SN B ) n
X SNV TN A, | QRVRELAV,, SLLR,., S +

e rdl
Y

IFliCgg. g6+
A8 A, | DggTVKVKAT - +"

rFIICAQZstop

B A, O, ,RVRELAV,, +" -

FliCA174—400 linker
A1 QuRVRELAV,, [TV 5, R +"

Figure 14 : Représentation structurale des flagellines utilisées au cours de nos études.

Les flagellines recombinantes présentent un motif composé de 6 résidus histidine (6H) a I’extrémité N-terminale pour rFIiC,
rFliCgg.gex €t IFliCygpstop, OU @ I’extrémité N-terminale pour FIiCa74.400. La modification du domaine 89-96 de rFIiC par les
résidus correspondant de la flagelline de H. pylori aboutit & rFliCggge+, incapable d’activer la signalisation TLR5.
L’¢limination des trois acides aminés en C-terminale de rFliC conduit au composé rFliCygys0p qui n’est pas reconnu par le
complexe NAIP5/NLRC4. Finalement la flagelline FliCx174.400, Utilisée dans I’article 1l, est tronquée des résidus 174 a 400
des domaines D2 et D3, et possede les mémes propriétés stimulatrices que la flagelline sauvage.

Y. pseudotuberculosis est un bacille @ Gram négatif responsable d’infections intestinales
chez de nombreuses especes animales. L'infection, consécutive a l'ingestion d'aliments
souillés ou a un contact avec un animal domestique infecté, se manifeste le plus souvent par
une adénite mesentérique dont la symptomatologie clinique simule une appendicite [291]. La
souris représente un modéle pertinent de 1’infection a Y. pseudotuberculosis car, comme pour
I’Homme, elle est responsable d’infections de I’intestin gréle (Figure 15 A). Cette bactérie
posséde un tropisme pour les organes lymphoides secondaires. Elle infecte I’iléon par
I’intermédiaire des cellules M présentes au niveau des plaques de Peyer, dissémine dans la
circulation sanguine en empruntant le réseau lymphatique et colonise les ganglions

mésentériques, la rate et le foie (Figure 15 B).
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Figure 15: Organisation cellulaire de ’intestin gréle et infection de I’épithelium intestinal par Y. pseudotuberculosis.
(A) Organisation structurale et composition de la muqueuse de I’intestin gréle. Cette muqueuse constitut une barriére
physique entre I’organisme et le microbiote, composée majoritairement d’entérocytes, mais également de cellules
caliciformes (goblet cells) assurant la production du mucus et de cellules de Paneth localisées au fond des cryptes des
villosité qui assurent la production de molécules antimicrobiennes (Tableau 4 Annexe I). La muqueuse de I’iléon présente
des plaques de Peyer, structures lymphoides secondaires, composées de cellules M a I’interface parenchyme/lumiére
intestinale [292]. (B) Y. pseudotuberculosis est une bactérie invasive avec un tropisme pour I’iléon. Elle infecte 1’organisme
en passant par les cellules M puis dissémine dans 1’organisme en empruntant le réseau lymphatique. Y. pseudotuberculosis
exprime des facteurs de virulence (Yersinia outer proteins, Yops) qui permettent a la bactérie de résister aux phagocytes.
Schéma adapté de Sansonetti 2004 [293].

La bactérie reste extracellulaire grace a nombreux facteurs de virulence parmi lesquels les
Yersinia outer proteins. Ces protéines, associées a un systéme de sécrétion de type Ill, sont
responsables notamment des propriétés anti-phagocytaires et pro-apoptotiques de

Y. pseudotuberculosis [293].
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Abstract.

Signaling through Toll-like Receptors (TLR), the major receptors of innate immunity is
essential to protect the mucosal surfaces. Systemic TLR5 stimulation by bacterial flagellin
was recently shown to induce immediate and transient interleukin-22 (IL-22)-dependent
antimicrobial defenses against bacterial or viral mucosal infections. This process depends on
the activation of innate lymphoid cells (ILC), particularly ILC3. The aim of this work was to
analyze the effects of a treatment with flagellin in an infection model with Yersinia
pseudotuberculosis, an invasive Gram-negative enteropathogenic bacterium that targets the
small intestine. We found that systemic administration of flagellin significantly increases
animal survival after intestinal infection but not against systemic infection by Y.
pseudotuberculosis that mimics sepsis-like disease. In contrast, no protection was afforded
by administration of lipopolysaccharide, a TLR4 agonist, suggesting a flagellin-specific effect.
We also demonstrated that the flagellin-mediated protection was associated with a reduction
of bacterial number in the gut lumen and the spleen. Our data indicated that TLR5 and
MyD88 signaling was required for therapeutic effects. Finally, our experiments showed that
IL-22 was not involved in the protective effect of flagellin and suggest that ILCs are

unnecessary for the protection.
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Introduction

The crosstalk between mucosal immune cells and intestinal epithelial cells is essential to
control gut bacterial flora and protect against pathogenic microbes (1, 2). Numerous studies
have demonstrated the role of interleukin 22 (IL-22) in innate host defense, and tissue
protective and regenerative functions in the gastro-intestinal tract (3, 4). IL-22 is a cytokine of
the IL-10 family that can be produced by T helper 17 (Th17) lymphocytes. However, in the
gut mucosa the major source of IL-22 are the type 3 innate lymphoid cells (ILC3) (5-9). IL-22
targets epithelial cells and mesenchymal stromal cells but not immune cells since the IL-
22R1 subunit of the IL-22 receptor is not expressed by haematopoietic cells (10). IL-22,
which production is under the control of IL-23 and IL-1B, induces a signal transducer and
activator of transcription-3 (STAT-3) pathway leading to the induction of antimicrobial
molecules like type C lectin Regllly or calgranulin S100A9 (11), protective mucin production
(12) and intestinal wound healing (13, 14). Innate IL-22 production by ILC3 has been
associated with colonization resistance and protection against Citrobacter rodentium through
the production of Regllly (8, 15-18). On the contrary, it was recently showed that IL-22
promotes Salmonella colonization by suppressing commensal Enterobacteriaceae (19).
Previous studies showed that stimulation of innate immunity could promote production of IL-
22 in the gut and antibacterial defenses. Indeed, systemic administration of flagellin, the main
component of the bacterial flagella, induces IL-22 production by ILC3 both in the spleen and
in the intestinal mucosa (20, 21). Flagellin is a microbe-associated molecular pattern that
binds Toll-like receptor 5 (TLR5), an innate receptor expressed at the surface of epithelial
and dendritic cells (22). Flagellin can also be sensed by NAIP5, a cytosolic protein
associated with the NLRC4 inflammasome (23, 24). It was demonstrated that IL-22
production induced by flagellin administration was related to the production of IL-23 by
intestinal lamina propria CD103'CD11b* dendritic cells and TLR5 signaling (21).
Interestingly, flagellin administration induces an IL-22-dependent protection against
vancomycin-resistant Enterococcus faecalis infection and against rotavirus infection (11, 25).
Systemic flagellin administration also protects against Clostridium difficile colitis or
Salmonella enterica serovar Typhimurium infection, but whether the protection required IL-22
has not yet been defined (26, 27). The protective properties of flagellin are not restricted to
the gastro-intestinal tract since intranasal administration of flagellin can also protect against
respiratory infections (28-32). Similarly to what occurs in intestine, flagellin-mediated
protection against respiratory Streptococcus pneumoniae infection is associated with IL-22
production by lung ILC3 (29).

In this study we hypothesized that flagellin treatment could protect against intestinal infection

with Yersinia pseudotuberculosis, a Gram negative enteropathogen responsible for enteritis
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and mesenteric lymphadenitis that can induce chronic yersiniosis in patients deficient in both
TLR5 and NOD2 (33). Y. pseudotuberculosis is an invasive bacterium targeting the ileum
and whichactively translocates across the intestinal barrier through M cells and infects the
Peyer’s patches, mesenteric lymph nodes and disseminate in the spleen and the liver (34).
Here we showed that pre-exposure of mice to flagellin protects against intestinal but not
systemic infection with Y. pseudotuberculosis, and that this protection is independent of IL-
22.
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Material and Methods

Bacterial preparation

The Yersinia pseudotuberculosis IP32777 inoculum was prepared as previously described
(35, 36). Briefly, Luria—Bertani Lennox (LB) (AthenaES, Baltimore, MD) plates were streaked
from -80°C culture stock. Bacterial inocula were prepared from overnight cultures in LB broth
at 28°C. This culture was followed by ODgoonm Spectrometry and diluted to the appropriate
concentration. Number of bacteria (colony forming unit [CFU]) was confirmed by plating
serial dilutions on LB agar plates.

Mouse model of infection

Six to 20 weeks-old BALB/cJ or C57BL/6J mice (Janvier Laboratories, Saint-Berthevin,
France) and TIr5", Myd88™, 11227, Rag2™112rg” mice (all backcrossed on C57BL/6J) as well
as 11227 backcrossed on BALB/cJ were maintained in individually ventilated cages and
handled in a vertical laminar flow cabinet (class Il A2, ESCO). All experiments complied with
current national and institutional regulations and ethical guidelines (B59-350009, Institut
Pasteur de Lille). Mice were infected with Y. pseudotuberculosis by intravenous, or
intragastric route as previously described (35, 36) . Briefly, animals were orally challenged
with 5 x 10® bacteria in 200 pl H,0 or intravenously infected with 10° bacteria in 100 pl
phosphate buffered saline (PBS). Mice survival was recorded daily for signs of illness. For
determination of bacterial numbers in stools and spleen, mice were sacrificed at selected
times by intraperitoneal injection of 5.47 mg of sodium pentobarbital. Stools and spleens
were weighted and collected in PBS. Samples were then homogenized with an UltraTurrax
homogenizer (IKA-Werke) and viable counts were determined by plating serial dilutions onto
LB agar plates for spleens and LB agar plates containing vancomycin (50 pg/ml) and irgasan
(1 pg/ml) for stools in order to specifically enable Yersinia growth. CFU were counted after 48

hours of culture at 28°C.

Flagellin and LPS administration

Native flagellin FIIC from Salmonella enterica serovar Typhimurium as well as the
recombinant flagellins rFliC and rFliCgg ¢+, harboring an amino-terminal histidine Tag were
produced as described previously (37, 38). rFliC is equivalent to native protein whereas
rFliCgy.06- cOntains TLR5 non signaling residues at position 89 to 96. The recombinant flagellin
FliCagst0p Was generated by site-directed mutagenesis on the plasmid harboring rFIiC cloned
into the expression vector pET22b"*. A premature stop codon was introduced in the plasmid
coding for FliCsesi0p in order to truncate the last two C-terminal residues, involved in

NAIP5/NLRC4 complex recognition (39). Recombinant flagellins were produced in E. coli
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BL21(DE3), purified by Fast Protein Liquid Chromatography (GE Healthcare) and depleted of
lipopolysaccharide (LPS) using Triton X-114 extraction and polymixin B columns (Pierce).
Using the Limulus assay (Associates of Cape Cod Inc.), the residual LPS concentration was
determined to be less than 20 pg per pg of flagellin. To ensure that flagellins were mostly
monomers, they were heated for 10 min at 65°C before use. Flagellins (5 pg in 200 yl PBS),
ultrapure LPS from E. coli (5 pug in 200 pyl PBS; serotype 0111:B4, InvivoGen, Toulouse,
France) or PBS alone were administrated intraperitoneally 30 min prior bacterial challenge.

Gene expression

Total RNA was extracted with the Nucleospin RNA 1l kit (Macherey-Nagel) and reverse-
transcribed with the High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems). The cDNA was
amplified using SYBR Green-based real-time PCR on a 7300 Real Time PCR System
(Applied Biosystems). For high-throughput analysis, TagMan Low Density Arrays (Applied
Biosystems) were used. Analysis was carried out using Real-Time StatMiner software
(Integromics) or ThermoCloud RQ software. Relative mRNA levels (2*“") were determined
by comparing first, the PCR cycle thresholds (Ct) for the gene of interest and Actb (ACt) and
second, the ACt values for flagellin-treated and untreated groups (AACt). Ct upper limit was

fixed to 33 cycles.

Determination of cytokine production
CXCL2 and CCL20 levels were measured by ELISA following manufacturer’s instructions
(R&D Systems, Minneapolis, MN).

Statistical analysis

Results were expressed as median or mean + SD as indicated. Statistical differences were
analyzed using the Mann-Whitney test and the log rank test (GraphPad Prism 5.0a). The
Limma test with Benjamini-Hochberg false discovery rate (FDR) correction was used for
high-throughput PCR with TagMan Low Density Arrays as previously described (20). Results

were considered significant for p < 0.05.
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Results

Flagellin administration protects against intestinal but not systemic infection with
Y. pseudotuberculosis

We first investigated whether the TLR5 agonist flagellin could induce resistance against oral
infection with Y. pseudotuberculosis. To this aim, BALB/c mice were injected intraperitoneally
with  TLR agonists and intragastrically infected 30 min later with lethal dose of
Y. pseudotuberculosis. While all animals that received PBS died within 11 days, 67 % of the
animals survived when they were injected with flagellin (Fig.1A). Consistently with the results
for survival, the bacterial burden in stools of flagellin-treated animals decreased by a factor of
6 when compared with samples from untreated animals (Fig.1C) and the dissemination of
Y. pseudotuberculosis into the spleen of animals treated with flagellin was 7 fold lower than
in untreated animals (Fig.1D). In contrast, LPS, the TLR4 agonist, was not able to induce
any protection since LPS-treated animals rapidly died after oral Y. pseudotuberculosis
infection and only 1 out of 9 treated animals survived (Fig.1A). These results indicated that
the protection is specific of flagellin and is not due to an overall stimulation of innate defense
mechanisms. When animals were infected intravenously with Y. pseudotuberculosis to
bypass the intestinal tissue invasion, flagellin did not elicit any protective effect (Fig.1B).
These results showed that systemic administration of flagellin protects against mucosal

Y. pseudotuberculosis infection but not against systemic infection.

It was previously shown that BALB/c and C57BL/6 mice had different susceptibility to
Yersinia infection (40). BALB/c mice have been classified as “susceptible” and C57BL/6 as
“"resistant” due to their ability to mount strong IL-12, IFNy, and Th1l responses. We therefore
analyzed the potency of flagellin to promote protection in C57BL/6 animals (Fig.2).
Interestingly, flagellin injection in C57BL/6 mice improves survival and clearance of bacteria
as the bacterial counts in stools and spleen of mice treated with flagellin was decreased 20-
and 65-fold, respectively, (Fig. 2A-D). The time course of Y. pseudotuberculosis colonization
of the stools and spleen of C57BL/6 mice showed that the flagellin-associated protection was
not observed before 72h hours post-infection (FigS1). In addition, the protection was specific
for the oral route of infection (Fig.2B). In conclusion, the flagellin—-mediated protection
against Y. pseudotuberculosis is independent on the intrinsic resistance of animals to oral

infection.
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FIGURE 1: Flagellin protects against Y. pseudotuberculosis intestinal but not systemic
infection. Female BALB/c mice were treated intraperitoneally with flagellin (5ug) or LPS
(5ug) in phosphate-buffered saline (PBS) or with PBS and challenged 30 min later by an
intragastric inoculation with 5 x 10® Y. pseudotuberculosis (A, C, and D) or an intravenous
injection of 10° Y. pseudotuberculosis (B). (A) Survival of mice (n=9) after oral challenge was
monitored for 14 days. One representative survival experiment out of 3 is shown. Statistical
significance was determined in log rank test compared to the untreated mice. (B) Survival of
mice (n=10) after intravenous challenge was monitored for 7 days. Bacterial counts were
determined 72 hours after oral challenge in the stools (C) and the spleen (D). Colony-forming
unit (CFU) counts for individual mice (n=7-14) are shown. The solid line corresponds to the
median value, and the dashed line represents the detection threshold. Statistical significance

was assessed in a Mann-Whitney test (* P<0.05 and *** P<0.001).
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FIGURE 2: Flagellin protects against Y. pseudotuberculosis intestinal infection in
Yersinia-resistant C57BL/6 mice. Female C57BL/6 mice were treated intraperitoneally with
flagellin (5ug) in phosphate-buffered saline (PBS) or with PBS, 30 min before an intragastric
challenge with 5 x 10° Y. pseudotuberculosis (A, C-D) or an intravenous challenge with 10°
Y. pseudotuberculosis (B). Survival was monitored daily for 17 days (n=7-8) (A) and for 7
days (n=10) (B). Statistical significance was determined in log rank test. Bacterial counts
were determined in the stools (C) and the spleen (D). Colony-forming unit (CFU) counts for
individual mice (n=25-26) at 72 hours post-infection are shown. The solid bar corresponds to
the median value, and the dashed line represents the detection threshold. Statistical

significance was assessed in a Mann-Whitney test (**** P<0.0001).
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FIGURE S1: Flagellin reduces Y. pseudotuberculosis intestinal colonization and
dissemination three days after challenge. Female C57BL/6 mice were treated
intraperitoneally with phosphate-buffered saline (PBS) or flagellin (5ug) in PBS 30 min before
an intragastric challenge with 5x 10° Y. pseudotuberculosis. Bacterial counts were
determined in the stools (A) and the spleen (B). Colony-forming unit (CFU) counts for
individual mice (n=5-6) at 24, 48 and 72 hours post-infection are shown. The solid line
corresponds to the median value, and the dashed bar represents the detection threshold.

Statistical significance was assessed in a Mann-Whitney test (** P<0.01).
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TLR5 signaling is specifically required for flagellin-mediated protection against
Y. pseudotuberculosis

Two innate receptors are able to recognize flagellin: TLR5 detects extracellular molecule
whereas intracellular flagellin can be recognized by the cytoplasmic receptor NLRC4. To
define the contribution of these receptors in the flagellin-mediated protection, we took
advantage of recombinant flagellins that were signaling similarly to the native protein (rFliC)
or that were mutated for their ability to stimulate TLR5 (rFliCggs) Or the complex
NAIP5/NLRC4 (rFliCagzs0p) (Fig.S2) (38). As expected, rFliCsy.96- Was unable to trigger TLR5-
specific responses, i.e. systemic production of CXCL2 and CCL20 after intravenous injection
in contrast to rFliC or rFliCaesiop (FIigS2A-B). In addition, unlike rFliC and rFliCgg.gsx,
rFliCa02s0p Was unable to induce the NLRC4-dependent processing of pro-caspase-1
(FigS2C-D). Treatment of mice with rFliC recapitulated the protection against Y.
pseudotuberculosis infection since bacterial counts in stools and spleen were reduced (20-
and 28-fold, respectively) compared to untreated infected animals (Fig.3A-B). Similar effects
were obtained after treatment with the flagellin mutated for its recognition of NLRC4 :
compared with untreated animals, bacterial counts in stools and spleen of mice treated with
rFliC40260p Were 29- and 10-fold lower (Fig.3A-B). In contrast, protection was abrogated
when mice were treated with rFliCgg.g6+ prior to infection.

We next found that flagellin treatment did not elicit any decrease of bacterial counts in TIr5"
mice compared to C57BL/6 animals, thus demonstrating the requirement of the TLR5
signaling for the protection (Fig.3A-B). The flagellin-mediated protection was also abolished
in mice deficient for the myeloid differentiation factor 88 (MyD88), which is required for the
TLRS5 signaling (Fig.3A-B). It is noticeable that high bacterial counts were found in the
spleen of Myd88” mice infected with Y. pseudotuberculosis confirming that MyD88 is critical
against natural Yersinia infection (41). Altogether these results showed that flagellin exerts its

protective effect through activation of TLR5.
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FIGURE S2: Biological activity of recombinant flagellins. (A-B) Female C57BL/6 mice
(n=3-4) were injected intravenously with 5 pg of flagellins (histidine-tagged flagellin rFIiC,
histidine-tagged mutant flagellin rFIliC89/96*, histidine-tagged mutant flagellin rFliC492stop).
Two hours post-injection, sera were analyzed for CXCL2 and CCL20 production by ELISA.
Data are represented as mean = SEM. Statistical significance was assessed in a Mann-
Whitney test (* P<0.05). (C-D) Flagellin-specific caspase 1 activation. Bone marrow-derived
macrophages from C57BL/6 (C) and Nirc4™ (D) were left untreated or incubated with

streptolysin O (SLO, 25 pg/ml) in the presence or absence of rFliC or rFliCagsiop (1 OF 5

pg/ml). Macrophages were washed extensively and incubated for 2 h before cell extracts

were prepared and immunoblotted for caspase-1. Arrows denote procaspase-1 (p45) and its

processed subunits (p10 and p20).
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FIGURE 3: Flagellin-mediated antibacterial defenses requires TLR5 signaling. C57BL/6,
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rFliCa02s10p (A-B), 5 pg flagellin (C-D) or with phosphate-buffered saline (PBS) (A-D) 30 min
before an intragastric challenge with 5 x 10® Y. pseudotuberculosis. Bacterial counts were
determined in the stools (A-C) and the spleen (B-D). Colony-forming unit (CFU) counts for
individual mice (n=7-16) at 72 hours post-infection are shown. The solid bar corresponds to
the median value, and the dashed line represents the detection threshold. “1” represents
dead animals. Statistical significance was assessed in a Mann-Whitney test (* P<0.05, **
P<0.01, *** P<0.001 and **** P<0.0001).
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Flagellin induces a transient inflammatory response independent of Y.
pseudotuberculosis infection

To characterize the flagellin-mediated response, we performed a gene expression analysis in
the ileum of C57BL/6 mice treated with flagellin and infected or not with Y.
pseudotuberculosis. Two hours post-flagellin treatment, we observed a strong induction of
expression of genes encoding inflammatory cytokines (IL-6, IL-1fB, IL-17F...), chemokines
(CCL20, CXCL10...), remodeling protein (MMP13) and antimicrobial molecules (S100A9,
Lipocalin-2, Hepcidin) (Fig.4A). As expected, flagellin administration triggered within 2h
about 100-fold increase of 1122 mRNA levels. Interestingly, the flagellin-dependent gene
expression occurs in infected and non-infected animals, indicating that Y. pseudotuberculosis
infection does not impact the biological activity of the flagellin. We then analyzed the dynamic
of the flagellin-mediated transcriptional response (Fig.4B). Both in infected and uninfected
mice, flagellin upregulated a swift and transient transcription of Cxcl2, 1122, 116, Hamp,
S100a9 genes with a strong decrease of the mRNA levels 8 h post-treatment and a complete
return to baseline after 24 h (Fig.4B). The expression of the Regllly encoding gene displayed
a different profile with a delayed expression starting 8 h post-treatment and maintained until
24 h, thus confirming a previous study (20). In summary, the kinetic of the flagellin-induced
signaling in the ileum was not altered (increased or suppressed) by Y. pseudotuberculosis.
We previously showed that unlike flagellin, LPS was unable to induce a protection against
Y. pseudotuberculosis oral infection (Fig.1A). The transcriptional response to LPS treatment
was then compared to flagellin treatment. Whereas both flagellin and LPS similarly activated
expression of genes related to IL-22 signature in spleen, flagellin was 10-100 fold more
potent than LPS to do so in the ileum (Fig.S3). These data suggested that flagellin-mediated

protection correlated with a specific intestinal innate response.
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FIGURE 4: Y. pseudotuberculosis infection does not influence flagellin-specific gene
expression signature. (A-B) Female C57BL/6 mice (n=4) were treated intraperitoneally with
flagellin (5ug) in phosphate-buffered saline (PBS) or with PBS (mock). Animals were
challenged intragastrically 30 min later with 5 x 10° Y. pseudotuberculosis. A group of mice
were treated with flagellin and left uninfected. lleums were sampled post-infection for
guantification of mMRNA levels by gRT-PCR. (A) Analysis of gene expression at 2h post-
treatment. (B) Time course analysis of gene expression. mRNA levels were expressed
relative to those of the uninfected and PBS-treated animals (mock group, arbitrarily set to a

value of 1) and shown as mean (A) or mean + SEM (B).
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FIGURE S3: Flagellin but not LPS mediates intestinal IL-22-specific response. BALB/c
mice (n=2-4) were treated i.p. with PBS alone or flagellin (5ug) or LPS (5ug) in PBS. The
transcriptional response in spleen, and ileum was then analyzed by RT-gPCR 2 h after
treatment. The results are expressed as mRNA levels in flagellin-treated mice relative to

those in LPS-treated animals as mean + SEM.
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IL-22 is not required for flagellin-mediated protection

Given that TLR5 stimulation strongly enhanced intestinal production of IL-22 (Fig.4) (11, 20,
21, 25, 26), a cytokine critical for mucosal defense, we investigated the role of this cytokine
in flagellin-mediated protection against Y. pseudotuberculosis. We then evaluated the
flagellin biological activity in 1122 mice (Fig.5). First, transcriptional analysis of ileum
samples two hours after flagellin injection indicated that the signature was mostly the same in
wild type BALB/c and 1122 mice (Fig.5A). However, the flagellin-mediated gene expression
was fully impaired with regards to 1122 gene and consistently decreased for the three well-
defined IL-22 target genes (Reg3b, Reg3g and S100a9) (21). Next, control and flagellin-
treated animals were inoculated with Y. pseudotuberculosis , and the bacterial counts were
assessed in spleen and stools. Similarly to the BALB/c (IL-22 proficient) mice, the bacterial
counts were significantly lowered in 122" counterpart when the animals received flagellin
(Fig.5B-C). The flagellin-mediated protection was confirmed in 1122"- C57BL/6 mice (data not
shown). Altogether these results indicated that IL-22 is not required for the flagellin-mediated
protection. It also suggests that RegllIf, Regllly and S100A9 are not involved in the flagellin
effects.

Finally, the flagellin-mediated protection was also studied in Rag2”1l2rg” mice (Fig. 6).
These mice lack T and B lymphocytes as well as cells that depend on the common y-chain
(NK, NKT, and all subsets of ILCs). Innate production of IL-22 is known to be impaired in
Rag2”112rg” mice due to specific absence of ILC3 (8)(20). In Rag2”ll2rg” animals that
received systemic injection of flagellin, the bacterial counts were 5.6- and 9-fold lower in
stools and spleen, respectively compared to infected but mock-treated animals. These data
indicate that lymphoid cells including ILC3 are not required of the flagellin-mediated
protection. Altogether, we showed that flagellin-stimulated innate defense mechanisms

against Y. pseudotuberculosis were independent of IL-22 and ILC3.
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FIGURE 5: Flagellin-mediated protection does not require IL-22. (A) Wild type female
BALB/c and 11227 mice (n=3) were treated intraperitoneally with PBS or flagellin (5ug) and
ileum were sampled at 2 h for quantification of MRNA levels by gRT-PCR. mRNA levels are
expressed as relative level compared to PBS group. N.D. = Not Detected. Statistical
significance was assessed in a Limma test with Benjamini-Hochberg FDR correction
(* P<0.05, ** P<0.001 and **** P<0.0001). (B-C) BALB/c and 122" mice were treated
intraperitoneally with flagellin (5ug) in phosphate-buffered saline (PBS) or with PBS, 30 min
before an intragastric challenge with 5 x 10® Y. pseudotuberculosis. Bacterial counts were
determined in the stools (B) and the spleen (C). Colony-forming unit (CFU) counts for
individual mice (n=7) at 72 hours post-infection are shown. The solid line corresponds to the
median value, and the dashed line represents the detection threshold. Statistical significance

was assessed in a Mann-Whitney test (* P<0.05 and ** P<0.01).
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FIGURE 6: Flagellin protection does not require B, T, NK and innate lymphoid cells.
Rag2”112rg”™ mice were treated intraperitoneally with flagellin (5ug) in phosphate-buffered
saline (PBS) or with PBS, 30 min before an intragastric challenge with 5 x 108
Y. pseudotuberculosis. Bacterial counts were determined in the stools (A) and the spleen (B).
Colony-forming unit (CFU) counts for individual mice (n=13-16) at 72 hours post-infection are
shown. The solid bar corresponds to the median value, and the dashed line represents the
detection threshold. Statistical significance was assessed in a Mann-Whitney test
(** P<0.01).
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Discussion

In the present study, we found that flagellin administration protects against oral but not
systemic infection with Y. pseudotuberculosis. We previously showed that TLR5 signaling
induces a strong systemic and mucosal innate expression of the Thl7-related IL-22 cytokine
by stimulating ILC3 in a dendritic cell-dependent manner (20). Since a protective role against
intestinal and respiratory pathogens has been attributed to IL-22 (15, 42), we hypothesized
that this cytokine was also involved in flagellin-mediated protection against
Y. pseudotuberculosis. Surprisingly, our data showed that IL-22 is not required for flagellin-
mediated, mucosal protection of mice against Y. pseudotuberculosis and suggest that ILC3
and the IL-22-dependent antimicrobial agents S100A9, RegllIp and Regllly are dispensable

for the protection

These observations contrast with experimental infections with enteric bacteria C. rodentium
where IL-22 and Regllly proteins are essential for intestinal protection (11, 15). The
difference of immune response between the Citrobacter and Yersinia experimental models
might reside in the difference in the pathogenesis of these two Gram negative
microorganisms. C. rodentium is a extracellular attaching/effacing pathogen related to
enteropathogenic Escherichia coli which causes lesions to the epithelium layer (15). On the
contrary, Y. pseudotuberculosis does not colonize the epithelial surface but rather invades
the mucosal tissues and displays a pronounced tropism for Peyer's patches, mesenteric
lymph nodes and spleen) (34). This tropism for secondary lymphoid tissues and organs
might make Y. pseudotuberculosis resistant to the IL-22-mediated epithelial anti-bacterial

response.

The present work also showed that the protection against Y. pseudotuberculosis infection
was specific for flagellin since the TLR4 agonist was unable to induce any protection. The
difference of protection can be attributed to the distinct cellular expression patterns between
TLR4 and TLR5, the former being mainly expressed by haematopoietic cells while the latter
is preferentially epithelium-associated (43). Moreover, responsiveness of haematopoietic
cells and epithelial cells to TLR4 and TLR5 agonists display some specificities related to the
gut. For instance, tolerance to LPS of gut epithelium is a hallmark due to the absence (or
lack of function) of signaling molecules like IRAK-1 or co-receptors such CD14 (44).
Furthermore it has been shown that the intestinal laminia propria contains dendritic cells
expressing TLR5 and TLR4, but the response to TLR5 stimulation is significantly higher

compared to that of TLR4 (45). As a confirmation, we observed that, unlike LPS, flagellin
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induces a strong innate response in the ileum (Fig.S3). Overall these data strongly suggest a
role of the epithelium in the flagellin-mediated protection against Y. pseudotuberculosis.

Since IL-22-related antibacterial components seem not to be involved, the question of the
flagellin-mediated mechanism remains unanswered. Neutrophils represent the first inducible
defense against infection. In the present study, we confirmed that flagellin administration
induces in the intestine a rapid and transient transcriptional activation of genes encoding
chemokines involved in chemoattraction of neutrophils (20). A recruitment of neutrophils was
already associated with flagellin stimulation but mainly in models of respiratory instillation of
flagellin in mice (28, 38, 46-48). Furthermore, in vivo and in vitro studies have shown that
Y. pseudotuberculosis was partially resistant to killing by human neutrophils suggesting that
neutrophils might not have a major contribution in the flagellin-mediated protection (49-51).
We also showed that flagellin stimulates transcription of genes encoding antimicrobial
molecules confirming previous studies (20, 21, 30, 52). Although Reglll} was associated to
the intestinal resistance to Y. pseudotuberculosis (41), the present study suggests that this
C-type lectin and other IL-22-associated antimicrobial molecules S100A9 and Regllly are not
required for flagellin-mediated protection. Other antimicrobial compounds, not associated
with IL-22 activation, have been identified in our study and might have a role in the clearance
of Y. pseudotuberculosis. It is the case of lipocalin-2 which binds bacterial siderophores and
hepcidin which influences the outcome of infections through the control of levels and
distribution of iron and whose gene expression seems moderately affected in 1122 mice.
Other antimicrobial candidates can be suggested like the cathelicidin-related antimicrobial
peptide or the B-defensins which have been also associated with TLR5 signaling (53-55).
Understanding the anti-Yersinia mechanisms which are primed by TLR5 signaling and which

contribute to mucosal protection remains an important topic for future investigation.
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B. Résumé de ’article 1

Dans cette étude, nous avons démontré que 1’administration systémique de flagelline
augmente la survie des animaux et la clairance bactérienne au cours d’une infection
intestinale létale par Y. pseudotuberculosis. Nous avons également observé 1’inefficacité d’un
traitement par le LPS suggérant une spécificité de la flagelline dans le développement de cette
protection. L utilisation de flagellines recombinantes et de modéles d’animaux déficients nous
a permis de souligner la nécessité de TLRS et de I’adaptateur MyD88 pour mettre en place les
mécanismes antibactériens. De maniere intéressante, la protection induite par la flagelline est
retrouvée chez les animaux déficients en 1L-22 (11227 et les animaux Rag2”l12rg” (i.e
déficients en lymphocytes, cellules NK et ILC) excluant le réle de ces composants dans la
mise en place de la protection. L’originalité de ces travaux réside dans le fait que la protection
n’est pas modulée par les ILC et I'[L-22, jusqu’alors considérées comme acteurs des

mécanismes de la protection des muqueuses apres une stimulation par la flagelline.

C. Discussion de Particle I

Les travaux présentés dans D’article I ont mis en évidence que ’administration de la
flagelline en contexte infectieux induisait 1’expression de chimiokines responsables du
recrutement de cellules myeéloides telles que les PNN (Figure 4, Article I). L’expression
chimiokinique intestinale induite par la flagelline a d’ailleurs €té associée avec le recrutement
rapide des PNN au niveau de la lamina propria de I’intestin gréle [290]. Les PNN étant
importants dans le contréle des infections intestinales par Y. pseudotuberculosis, nhotamment
au cours de la phase précoce de I’infection, nous émettons I’hypothése que I’infiltration rapide
de PNN pourrait améliorer le controle de I’infection par Y. pseudotuberculosis [294, 295].
Ainsi I’analyse par immunohistochimie et par cytométrie en flux permettrait d’évaluer
I’infiltration de PNN au niveau de I’iléon des souris infectées par Y. pseudotuberculosis et
traitées par la flagelline. Le dosage de la lactoferrine et de la myéloperoxydase, deux
marqueurs des PNN, dans les selles ou les lavages intestinaux permettrait également d’évaluer
la translocation des PNN dans la lumiéere intestinale [296]. L’élimination des PNN apres
I’administration d’anticorps « déplétants » permettrait de caractériser la contribution des PNN

dans la mise en place de la protection anti-infectieuse induite par la stimulation de TLR5.
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Notre étude suggere I’importance de 1’épithélium dans la réponse anti-bactérienne induite
par la flagelline. L’épithélium est un compartiment complexe constituée (i) d’une structure
imperméable formée par les entérocytes liés par des jonctions serrées, (ii) d’une couche de
mucus produite par les cellules caliciformes et concentrant les molécules antimicrobiennes
produites par I’épithélium, (iii) de cellules de Paneth dont le contenus des granulations
possede un potentiel antimicrobien [297]. Chacun de ces éléments pourrait étre impliqué dans
I’effet anti-infectieux de la flagelline. 1l a été montré que les cellules structurales qui
constituent 1’épithélium intestinal expriment TLRS et sont activées par la flagelline [164].
L’utilisation de souris chiméres déficientes pour la signalisation TLRS5 dans les cellules
structurales ou hématopoiétiques nous permettrait de confirmer le role de 1’épithélium dans la

mise en place de cette protection anti-infectieuse. Les souris TIr5*'=¢

qui ont une délétion
sélective de TLR5 au niveau des cellules épithéliales intestinales et qui ont été récemment
décrites serait également un outil précieux pour répondre a la question du role de 1’épithélium
[176]. 1I serait également intéressant d’évaluer 1’impact du traitement par la flagelline sur la
perméabilité de la muqueuse intestinale d’une part en administrant oralement du dextran
couplé a un fluorochrome puis en dosant la fluorescence dans le sérum et d’autre part en
analysant I’expression des molécules de jonctions cellulaires. Le role de la stimulation de
TLR5 sur la structure du mucus, dont I’expression semble stimulée par la flagelline (résultats
non montrés), pourrait &tre caractéris€ par 1’analyse histologique de son épaisseur.

Finalement, 1’évaluation de la dégranulation des cellules de Paneth induite par

I’administration systémique de la flagelline pourrait étre analysée par histologie.

Nos résultats nous indiquent que la flagelline stimule 1’expression transcriptionnelle de
molécules d’activités antimicrobiennes au niveau de I’iléon (Figure 4, Article 1) dont
certaines ont été décrites comme étant sous la dépendance de 1’'1L-22 (Regllly, RegllIB, B-
défensine 3, complexe de la calprotectine [S100A8/S100A9]) (Figure 5, Article 1) [290, 298].
Nos travaux montrent que 1’TL-22 ne contribue pas a la protection et suggerent donc que ces
effecteurs ne sont pas impliqués. Des résultats supplémentaires semblent indiquer que
’activation par la flagelline de 1’expression de CRAMP, peptide antimicrobien produit par de
nombreuses cellules (PNN et les cellules épithéliales), n’est pas modulée par la déficience en
IL-22 (résultats non montrés) [299]. Une étude récente a décrit la capacité
immunostimulatrice de CRAMP responsable du contrdle d’une infection bactérienne de la
muqueuse respiratoire [300]. De plus, un modéle de protection induite par la flagelline au

cours d’une infection respiratoire par P. aeruginosa a montré 1’importance de CRAMP via
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I’utilisation de souris déficientes (Cnlp™”) [92]. La cathélicidine pourrait étre un candidat
responsable de la protection antibactérienne mise en place dans notre modele. Il serait donc
intéressant de doser CRAMP dans le tissu intestinal et d’évaluer sa localisation intestinale par
immunohistologie au cours de ’infection. Mais également d’étudier la protection chez les
souris déficientes en CRAMP afin de caractériser I’importance de la cathélicidine chez les
souris infectées par Y. pseudotuberculosis et traitées par la flagelline.

Nous avons également observé que 1’administration systémique de flagelline induisait la
stimulation de I’expression de 1’hepcidine (Figure 4, article I). Cette molécule d’activité
antimicrobienne séquestre le fer libre, élément indispensable au développement de toute vie
microbienne. Bien que I’expression de 1’hepcidine ait ét¢ récemment démontrée comme étant
modulée par I’IL-22, les auteurs soulévent le caractére partiel de cette régulation [301, 302].
En effet, ces études décrivent un autre mécanisme dépendant de I’IL-6 pour 1’expression de
I’hepcidine par les hépatocytes et les leucocytes suite a la stimulation des TLR et notamment
du TLRS. Nous avons confirmé I’impact partiel de la déficience en IL-22 sur I’induction de
I’expression de 1’hepcidine (hamp) par la flagelline dans notre modéle (Figure 5, article I).
Des souris déficientes en hepcidine (Hepcl” ou Hampl™) ont été créées par une équipe
parisienne [303]. Ainsi I’application de notre modéle chez ces souris infectées par
Y. pseudotuberculosis établirait la contribution de 1’hepcidine dans la protection induite par la

flagelline.

L’IL-6 est exprimée de maniéere importante aprés 1’administration systémique de flagelline
dans le contexte de I’infection par Y. pseudotuberculosis (Figure 4, Article 1). De plus nous
avons également démontré que I’expression de I’'IL-6 dans ce contexte est indépendante de
I’IL-22 (Figure 5, Article I). L’IL-6 est une interleukine qui, comme 1I’'IL-22, signale via la
phosphorylation du facteur de transcription STAT3 (Signal Transducers and Activators of
Transcription 3) [304]. 1l a été démontré au cours d’infection par L. monocytogenes, bactérie
intracellulaire infectant principalement les macrophages, un mécanisme de contrGle de
I’infection dépendant de 1’IL-6 et de sa signalisation [305]. Une autre étude sur C. rodentium,
modéle murin de I’infection du colon mimant I’infection par E. coli entéropathogene et
entérohémoragique chez I’Homme, démontre que 1’IL-6 est indispensable au contrdle de ces
infections [306]. Finalement un modéle d’infection intestinale par Yersinia enterocolitica a
montré 1’importance de I’'[L-6 dans le contréle de I’infection, et sur D’activité des
macrophages [307]. Globalement, ces résultats suggérent que 1’IL-6 pourrait moduler les

mécanismes de protection anti-infectieux indépendants de 1’IL-22, probablement via
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I’augmentation des capacités antibactériennes des macrophages présents ou recrutés au niveau
du site infecticux. Il serait donc intéressant de tester notre modéle d’administration de la
flagelline au cours de D’infection intestinale par Y. pseudotuberculosis chez des souris
déficientes en IL-6 ou en 1’'un de ses récepteurs. De plus de nombreux outils (molécules et
anticorps monoclonaux) ont été développés pour bloquer différents aspects de la signalisation
de I’'IL-6 [304].
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L’administration respiratoire de la flagelline augmente le
potentiel thérapeutique des antibiotiques dans le traitement de

pneumonies ou de surinfections pneumococciques post-Influenza.

A. Article 11

A toll-like receptor 5 agonist improves the efficacy of antibiotics in the treatment of
primary and influenza-associated pneumococcal mouse infections.
Porte et al. Antimicrobial Agents and Chemotherapy. Octobre 2015, 59(10):6064-72

Les infections bactériennes pulmonaires représentent un probleme de santé publique
majeur tant au niveau des pneumonies communautaires que des pneumonies nosocomiales
[308]. Les bactéries les plus fréquentes dans les pneumonies communautaires sont
S. pneumoniae et Haemophilus influenzae, alors que les pneumonies nosocomiales sont plus
fréquemment associées a P. aeruginosa et S. aureus. Les approches thérapeutiques actuelles a
base d'antibiotiques présentent une grande efficacité dans le contexte d'infections par des
bactéries sensibles. Cependant, I'émergence de germes multi-résistants aux antibiotiques
conduit a une fréquence de plus en plus importante d'échecs thérapeutiques. En paralléle, le
nombre restreint de nouvelles molécules antibiotiques ne permet pas de lutter efficacement
contre ces infections [309]. De méme, le traitement antibiotique de patients atteints de
pathologies aggravantes (coinfections, traitements immunosuppresseurs, broncho-
pneumopathies chroniques obstructives...) reste difficile. L'utilisation d'immunostimulants
tels que la flagelline pour complémenter l'activité des antibiotiques pourrait représenter une

approche thérapeutique innovante.

Notre objectif a été d’évaluer le potentiel thérapeutique de combinaisons associant un
antibiotique avec la flagelline (FliCx174-400, Figure 14) au cours d’infections respiratoires par
S. pneumoniae.

S. pneumoniae (pneumocoque), est un diplocoque a Gram positif comprenant 93 sérotypes
déterminés par la composition de la capsule polysaccharidique. Cette bactérie peut causer des
infections locales comme des pneumonies ou des otites. Toutefois, en fonction du sérotype et
de la susceptibilité de I’hote, elle peut également causer des infections invasives. Par ailleurs,

S. pneumoniae est associé au développement de surinfections bactériennes post-grippales dont
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la sévérité est associée au taux de mortalité importants observes lors des grandes pandémies
grippales [310]. Dans notre étude, nous avons utilisé une souche invasive de sérotype 1
capable d’infecter les voies respiratoires basses (bronchioles et alvéoles, Figure 17) puis de

disséminer, en empruntant la circulation sanguine [162].
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Figure 11 : Le poumon et ’organisation cellulaire de la muqueuse respiratoire.

(A) Anatomie de I’arbre respiratoire qui s’etend de la trachée aux alvéoles. (B) Le tissu pulmonaire est composé d’une
muqueuse structurée assurant une fonction respiratoire et de protection contre les micro-organismes environnementaux. Les
bronches et bronchioles sont composées d’un épithélium, formé de cellules épithéliales cilliées, qui participent a I’élimination
des agents environnementaux en réalisant le mouvement muco-ciliaire, et de cellules caliciformes productrices du mucus. Les
alvéoles pulmonaires représentent une fine barriére physique entre I’organisme et la lumiére. L’épithélium alvéolaire est
composé de pneumocytes de type | qui assurent les échanges gazeux entre I’alvéole et la circulation sanguine, et de
pneumocytes de type Il produisant le surfactant. Figure inspirée de Whitsett et al. [311].

Nous avons choisi deux antibiotiques pour analyser la stratégie combinatoire. Dans un
premier temps, nous avons ¢tudié la combinaison de la flagelline avec I’amoxicilline, de la
famille des B-lactamines, qui exerce un effet bactéricide en agissant sur la synthése de la paroi
des bactéries. L’amoxicilline est un antibiotique de premiére intention pour le traitement des
pneumonies pneumococciques [312]. Dans un second temps nous avons combiné la flagelline
avec le co-trimoxazole. Cet antibiotiqgue est une combinaison de deux molécules, le
triméthoprime et le sulfaméthoxazole, agissant chacun sur la synthese des acides nucléiques.
Le co-trimoxazole est un antibiotique a spectre large utilisé principalement au cours

d’infections urinaires et de certaines infections respiratoires. Cependant, cet antibiotique n’est

pas indiqué en premiére intention pour traiter les pneumonies pneumococciques [313].
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FIG Sl1. Flagellin stimulates proinflammatory gene expression during S. pneumoniae respiratory

infection. (A-B) Female BALB/C mice were infected intranasally with 2 x 10° S. pneumoniae. Bacterial counts

were determined in the lung (A) and spleen (B) at different time points. Colony-forming unit (CFU) counts for

individual mice (n=4) are shown and expressed as median + range. The dashed line represents the detection

threshold. (C-E) Animals were treated intranasally with 2.5 ug of flagellin FIiCa374.400 at O, 6, 16, or 24 hours

post-infection. Two hours after administration of flagellin, lungs were collected for analysis of MRNA levels by

quantitative RT-PCR. Messenger RNA levels of Ccl20 (D) and Cxcll (E) for individual mice (n=4) are

expressed relative to those of the uninfected and untreated mock group (arbitrarily set to a value of 1) and shown

as the mean + SD. Statistically significant differences between the two groups at each time point were assessed

in a Mann-Whitney test (* P<0.05).
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B. Résumé de I’article 11

Ce travail a mis en évidence qu’il est possible d’améliorer 1’index thérapeutique d’un
antibiotique par 1I’'immunostimulation de la muqueuse au cours d’infections respiratoires.
Nous avons démontré dans un premier temps qu’un traitement, combinant une instillation
intranasale de flagelline avec une administration intragastrique d’amoxicilline, améliorait la
protection contre une infection pneumococcique létale par rapport au traitement par
I’amoxicilline seule. Nous avons également mis en évidence que cette protection peut étre
induite en combinant la flagelline avec un autre antibiotique (le co-trimoxazole) rarement
utilisé pour ce type d’infections. La protection, se traduit dans les deux cas par une
augmentation de la survie, une réduction de la charge bactérienne pulmonaire et systémique,
et par la préservation du poids des animaux. De facon notable, la protection a été associée a
une infiltration de PNN au niveau des voies respiratoires. Le traitement combinant
I’amoxicilline avec la flagelline a été appliqué dans le contexte de pneumonies bactériennes
post-grippales (virus Influenza A) et a montré une importante efficacité. De plus, 1’étude chez
des souris déficientes en TLR5 (TIr5™) ainsi que D'utilisation d’une flagelline recombinante
mutée pour le site de reconnaissance de TLR5, nous ont permis de définir le role essentiel de
TLR5 dans la mise en place de la protection induite par la thérapie combinée. Ces travaux
montrent la plus-value que peut apporter la stimulation de I’immunité innée sur le traitement

antibiotique de pneumonies bactériennes.

C. Résultats complémentaires de I’article 11

Des expériences supplémentaires ont été réalisées dans le but de définir les mécanismes
protecteurs mis en place par le traitement combiné. Pour définir ces mécanismes, nous avons
décidé d’utiliser la combinaison d’amoxicilline (AMX) et de flagelline (FIiC174-400) dans notre

modéle d’infection a S. pneumoniae.

Nous avons choisi d’analyser la réponse immunitaire aprés un traitement unique par la
combinaison de I’amoxicilline et de la flagelline a 12h (Figure 18 A), le but étant de définir la
réponse précoce associee au traitement. Dans un premier temps nous avons mesuré la charge
bactérienne dans les poumons d'animaux infectés par S.pneumoniae et traités avec
I’amoxicilline, la flagelline ou la combinaison des deux (Figure 18 B). La diminution de la
charge bactérienne au cours des 8 premiéres heures quel que soit le traitement confirme la

cinétique de croissance bactérienne précédemment observée (FIG S1A, article Il). Douze
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heures suivant le traitement, les animaux non traités voient leur charge bactérienne fortement
augmentée dans les poumons. Les animaux traités par la flagelline contrélent Il'infection
jusqu'a 12h mais plus a 18h. Les animaux ayant re¢u 1’amoxicilline maintiennent la charge
bactérienne pendant les 18h suivant le traitement. Enfin, les souris ayant recu le traitement

combiné présentent une chute de la charge bactérienne pulmonaire dés 12h aprés le

traitement.
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Figure 18 : Un traitement unique combinant I’amoxicilline et la flagelline induit une réduction de la charge
bactérienne pulmonaire. (A) Les souris BALB/c femelles ont été infectées par la voie intranasale avec une dose létale
de pneumocoque (2.10° S. pneumoniae sérotype 1). Les animaux ont alors été traités 12h post-infection par (i) 2,5 pg de
flagelline (FIiCA174.400) par la voie intranasale, (i) 5 ug d’amoxicilline (AMX) par la voie intragastrique et du PBS par la
voie intranasale, (iii) la combinaison des deux traitements (AMX + FIiC174.400) OU (iV) laissés non traités (untreated).

(B) La charge bactérienne pulmonaire a été mesurée 2h, 8h, 12h et 18h aprés le traitement des animaux infectés.
L’analyse statistique ANOVA de Kruskal-Wallis a été réalisée en comparant les différents groupes au groupe de souris
infectées mais non-traitées (PBS) : ***, P < 0,001).

Ces résultats nous indiquent ’efficacité du traitement combiné apres un unique traitement.
La diminution de la charge bactérienne entre 8h et 12h induite par le traitement combiné

suggere la mise en place d’un mécanisme effecteur au cours de cette période.
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Nous avons démontré que la combinaison antibiotique/flagelline était associée a une

infiltration importante de PNN (FIG 5, article I1). Ces cellules immunitaires ayant un role

important dans le contrdle des infections bactériennes et notamment des infections

pneumococciques, nous nous sommes donc intéressé a leur recrutement apres 1’application du

traitement unique. Ainsi nous avons étudié I’expression des chimiokines CCL20 et CXCL2,

toutes deux caractéristiques de I’activation de TLRS par la flagelline, et capables de recruter

les leucocytes exprimant leurs récepteurs, respectivement CCR6 et CXCR2 [174].
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Figure 19 : Le traitement combinant I’amoxicilline et la flagelline induit la synthése rapide et transitoire de
chimiokines et I’infiltration de PNN. Les souris BALB/c femelles ont été infectées par la voie intranasale avec une
dose létale de pneumocoque (2.10° S. pneumoniae sérotype 1). Ces animaux ont alors été traités 12h post-infection
par (i) 2,5 ug de flagelline (FliCx174.400) par la voie intranasale, (ii) 5 pg d’amoxicilline (AMX) par la voie
intragastrique et du PBS par la voie intranasale, (iii) la combinaison des deux traitements (AMX + FliCx174.400) OU
(iv) laissés non traités (untreated). (A-B) La production des chimiokines CCL20 (A) et CXCL2 (B) a été mesurée par
la technique ELISA sur les poumons prélevés 2h, 8h et 12h aprés le traitement des animaux infectés. (C-D) Le
nombre de PNN (neutrophils) a été évalué par cytométrie en flux sur les cellules isolées de lavage bronchoalvéolaires
(BAL) (C) ou de poumons (lung) (D) prélevés 4h, 8h et 12h apres le traitements des animaux infectés. Les PNN
murins ont été sélectionnés suivant I’expression des marqueurs phénotypiques CD45, CD11b, Ly6C et Ly6G.
L’analyse statistique ANOVA de Kruskal-Wallis a été réalisée en comparant les différents groupes au groupe de
souris infectées mais non-traitées (PBS) : *, P < 0,05 ; **, P < 0,01 ; ***, P < 0,001).
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Le traitement combiné ainsi que le traitement par la flagelline seule induisent une
augmentation rapide, dés 2h post-traitement, des taux de CCL20 et CXCL2 (Figure 19 A-B)
par rapport aux souris traitées par I’amoxicilline seule ou non traitées. La production de
CXCL2 est transitoire puisque le taux de ces chimiokines retrouve une concentration similaire
aux souris non traitees 12h post-traitement. Pour CCL20, la concentration a 12h post-
traitement est toujours significativement supérieure pour les animaux traités par 1’amoxicilline
et/ou la flagelline. Toutefois, des dosages supplémentaires nous révélent le retour, & 18h, a des
concentrations similaires a celles observées chez les souris non traitées (résultats non

montrés). La flagelline induit donc I’expression rapide et transitoire de ces chimiokines.

Nous avons ensuite analysé le recrutement des PNN dans les lavages bronchoalvéolaires
(bronchoalveolar lavage, BAL) et les poumons durant les 12h suivant le traitement
(Figure 19 C-D). La flagelline en combinaison ou non avec l’amoxicilline, induit une
infiltration locale importante et rapide, dés 4h post-traitement, de PNN par rapport aux
animaux traités par ’amoxicilline seule ou non traités. Par ailleurs, le recrutement associé a la
flagelline dans le BAL semble suivre une vague transitoire puisque le taux de PNN diminue
chez ces animaux jusqu’a atteindre des niveaux proches du taux des animaux n’ayant pas recu
de flagelline. Cependant, les taux pulmonaires de ces cellules semblent suivre un profil
différent. En effet, la flagelline seule ou combinée a I’amoxicilline induit une augmentation
de plus de deux fois du nombre de PNN par rapport aux animaux traités par 1’amoxicilline ou
uniquement infectés, et cela deés 4h apres le traitement. Cependant cette différence s’amenuise
8h aprés le traitement. Une seconde vague de recrutement, cette fois indépendante du
traitement apparait & 12h. Cela suggére une infiltration pulmonaire de PNN induite par 1’état

invasif de I’infection.

Nous avons ensuite mesuré la production de cytokines pro-inflammatoires comme 1’1L-6,
le TNF, I’IL-1B et I'[FN-y dans les poumons des animaux infectés traités ou non par
I'amoxicilline et/ou la flagelline (Figure 20 A-D). Ces cytokines ont différents r6les dans la
phase aigué comme l'augmentation de 1’adhérence des parois vasculaires au niveau du site
infecté favorisant le recrutement de cellules inflammatoires, ou encore I’activation des

macrophages.
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Figure 20 : Le traitement combinant ’amoxicilline et la flagelline induit la synthése d’IL-6, de TNF et d’IL-1f ;
toutefois I’expression d’IFN-y n’est dépendante que de I’infection. Les souris BALB/c femelles ont été infectées par
la voie intranasale avec une dose létale de pneumocoque (2.10° S. pneumoniae sérotype 1). Ces animaux ont alors été
traités 12h post-infection par (i) 2,5 pg de flagelline (FIiCA174.400) par la voie intranasale, (ii) 5 ug d’amoxicilline (AMX)
par la voie intragastrique et du PBS par la voie intranasale, (iii) la combinaison des deux traitements (AMX + FliCx174.400)
ou (iv) laissés non traités (untreated). La production de I'IL-6 (A), du TNF (B), de I'IL-1B (C) et de I'I[FN-y (D) a été
mesurée par la technique ELISA sur les poumons prélevés 2h, 8h, 12h et 18h apres le traitement des animaux infectés.
L’analyse statistique ANOVA de Kruskal-Wallis a été réalisée en comparant les différents groupes au groupe de souris
infectées mais non-traitées (PBS) : *, P < 0,05 ; **, P < 0,01 ; ***, P < 0,001).

L'expression de I'IL-6 est rapidement augmentée chez les souris ayant recu le traitement
combiné et a moindre mesure pour le groupe ayant recu la flagelline seule (Figure 20 A).
Cette augmentation est rapide et transitoire puisqu’elle atteint un pic dés 2h post traitement et
revient au niveau initial 6h plus tard. Pour les souris non traitées nous avons une
augmentation franche a 12h, au moment ou la charge bactérienne augmente dans le tissu
pulmonaire suggérant que D’expression d’IL-6 est liée a 1’augmentation de la charge
bactérienne. Pour le TNF, quelgue soit le traitement administré aux souris, sa concentration
augmente dans les 2h suivant le traitement, pour ensuite diminuer. Cependant les souris
traitées par la flagelline, associée ou non a I’amoxicilline, expriment plus de TNF a 2h.

Comme pour I'lL-6, la production du TNF est transitoire puisqu'a 12h, le niveau de TNF est
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identique pour les différents groupes (Figure 20 B). Le traitement combiné est donc capable
d'amplifier la production du TNF liée au processus infectieux.

La cinétique de production de I’'IL-1p est différente de celle observée pour I’IL-6 et le TNF
puisque le pic de production est plus tardif (12h post-traitement) (Figure 20 C). Néanmoins,
comme pour les autres cytokines, I’IL-1p est produit de maniére plus importante par les
animaux traités par la flagelline associée ou non a ’antibiotique.

L'IFN-y n'est pas détectable chez les animaux ayant regu l'amoxicilline quel que soit le
temps analysé et n’est dosable qu’a partir de 12h chez les animaux traités par la flagelline
seule ou non traités (Figure 20 D). Cette cytokine semble donc étre un marqueur de 1’état
infectieux des animaux puisque I'IFN-y n’est détecté qu’a partir d’un seuil de charge

bactérienne pulmonaire autour de 10°> CFU (Figure 18 B).

Le caractére transitoire de la synthése des cytokines inflammatoires et de ’infiltration des
PNN est associé a I’absence d’exacerbation de I’inflammation du tissu des animaux traités par
la combinaison antibiotique/flagelline observé en histologie (FIG 2, Article 1I). Le
développement d’un traitement immunomodulateur nécessite de mettre a profit ses capacités
biologiques tout en évitant le caractere néfaste de I’inflammation. Ces résultats semblent donc

encourageants pour le développement d’un traitement basé sur 1’utilisation de la flagelline.

D. Discussion de I’article II et des résultats complémentaires

Les travaux de I’équipe d’Evans démontrent que I’infiltration des PNN induite par
I’utilisation d’agonistes de TLR ne joue qu’un role mineur dans la protection antibactérienne
[314]. Toutefois, le recrutement de ces cellules dans nos modeles de combinaison
antibiotique/flagelline associé a 1’importance de ces cellules dans le contr6le des infections
pneumococciques nous incitent a analyser le réle de PNN dans la mise en place de la
protection par la flagelline [315]. Pour cela nous évaluerons I’impact des PNN sur la
protection anti-infectieuse apres un traitement combinant I’amoxicilline et la flagelline en
développant deux approches complémentaires. La premiére approche a base d’anticorps
« déplétants » consistera a éliminer les PNN aprés I’infection et non préalablement au
challenge pour éviter la sensibilisation a I’infection [315]. Dans la seconde approche, nous
évaluerons I’impact d’un recrutement de PNN, indépendant de la flagelline, sur la protection
contre les infections pneumococciques. Des expériences préliminaires ont montré que
I’instillation intranasale des chimiokines CXCL1, CXCL2 et CXCLS5, permettait de mobiliser
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rapidement une importante quantité de PNN dans le BAL et dans les poumons (résultats non
montrés). Ainsi, il sera possible d’évaluer si D’effet du traitement combiné
amoxicilline/chimiokines récapitule I’effet du traitement amoxicilline/flagelline.

Les macrophages alvéolaires représentent des cellules immunitaires nécessaires au controle
des infections respiratoires en phagocytant les microorganismes et en produisant des
cytokines nécessaires a I’activation des défenses immunitaires innées de la muqueuse
pulmonaire [316]. Nous avons pu observer a [’aide de nos différents modéeles
(amoxicilline/flagelline et co-trimoxazole/flagelline) que le nombre de macrophages
alvéolaires n’était affecté ni par le traitement, ni par ’infection (résultats non montrés).
Cependant les macrophages alvéolaires sont décrits pour exprimer TLR5, suggérant que
I’instillation intranasale de flagelline pourrait stimuler ces cellules et modifier leur activité
antimicrobienne [317]. Il serait donc intéressant de caractériser les capacités antibactériennes
ex vivo des macrophages alvéolaires apres une stimulation par la flagelline. Par ailleurs, il
serait important d’évaluer 1’implication des macrophages alvéolaires dans la protection. La
caractérisation pourrait se faire en traitant les animaux, préalablement a la thérapie
combinatoire, avec des liposomes de clodronate qui induit I’apoptose des macrophages

alvéolaires [318].

Dans le but d’avoir une observation directe de la localisation des différents acteurs
cellulaires dans notre modele d’infections pneumococciques, nous avons modifié
génétiqguement notre souche de S. pneumoniae de sérotype 1 pour induire 1’expression
constitutive d’un puissant signal fluorescent (Green Fluorescent Protein, GFP sous le contdle
du promoteur du gene codant une histone-like protein [319]) par cette bactérie. Nos premiéres
expérimentations nous ont permis d’évaluer la présence in situ de S. pneumoniae-GFP dans
des coupes de poumons provenant de souris infectées (Figure 21 A-B). La prochaine étape de
cette investigation consistera a analyser, par microscopie a fluorescence, des coupes de
poumons de souris infectées et traitées par la combinaison amoxicilline/flagelline afin
d’évaluer la co-localisation de la bactérie fluorescente avec les PNN et les macrophages

alvéolaires (marqués par des anticorps couplés a des fluorochromes).
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Figure 21 : Localisation de S. pneumoniae-GFP dans les poumons. Les souris BALB/c femelles ont été infectées par la
voie intranasale avec une dose létale de pneumocoque fluorescent (2.10° S. pneumoniae-GFP). L’observation a été réalisée
sur des coupes de poumons (15pm d’épaisseur), prélevés 30h aprés I’infection, par microscopie confocale (ZEISS LSM-
880) en utilisant le mode « spectral overlay » permettant de distinguer avec le méme laser la fluorescence GFP bactérienne
(vert) de I'autofluorescence tissulaire (bleu et violet). Différents champs ont été associés (A) ou aggrandis (B) afin de
distinguer la présence du S. pneumoniae-GFP.

Nous avons observe que le pneumocoque fluorescent se localise au niveau des épithéliums
alvéolaires et bronchiques. L’activation de 1’épithélium est décrite comme étant essentielle
dans d’autres modéles de protections anti-infectieuses induites par des agonistes de TLR
[314]. De surcroit, une étude a decrit une activation distincte des compartiments alvéolaires et
bronchiques suite a une instillation intranasale de flagelline [320]. Nous voyons donc une
importance & investir la réponse de [I’épithélium suite au traitement combiné
amoxicilline/flagelline. Pour cela nous avons séparé 1’épithélium alvéolaire de 1’épithélium
bronchique par microdissection laser chez des animaux infectés et ayant recu le traitement
combiné. Nous avons alors analysé la réponse transcriptionnelle induite par le traitement et
nos premiers résultats nous indiquent que les deux compartiments répondent a la flagelline
(associée ou non a I’amoxicilline) en exprimant de manicre plus importante les transcrits de
génes caractéristiques de 1’activation de TLRS (Ccl20, Cxcll, 116) par rapport au animaux
traités par 1’amoxicilline seule ou non traités (résultats non montrés). La suite de cette
investigation consistera a analyser I’expression de certains génes codant pour des molécules a
potentiel antimicrobien et d’analyser les différences d’expression entre le compartiment

alvéolaire et le compartiment bronchique.

La combinaison de la flagelline avec 1’amoxicilline améliore 1’index thérapeutique de
I’amoxicilline, antibiotique de premiére intention contre le pneumocoque. Les résultats sont

méme plus probant pour la combinaison co-trimoxazole/flagelline en terme de clairance
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bactérienne, de survie et de préservation du poids (FIG 4, article I1). Ceci peut étre expliqué
par la capacité décrite du co-trimoxazole a activer les propriétés bactéricides des PNN et des
macrophages tout en diminuant la prolifération des lymphocytes [313]. Ainsi, sa combinaison
avec la flagelline pourrait stimuler les mécanismes de défenses innées de maniere encore plus
importante qu’au cours d’une combinaison de la flagelline avec un antibiotique inactif sur
I’immunité. L’efficacité de la combinaison du co-trimoxazole avec la flagelline souligne un
nouveau concept qui consisterait a réaffecter des antibiotiques non prescrits dans le traitement
de certaines pathologies infectieuses.

Par ailleurs, I’efficacité de la combinaison du co-trimoxazole avec la flagelline permet de
proposer un nouveau concept qui consisterait a réaffecter des antibiotiques non prescrits dans

le traitement de certaines pathologies infectieuses.

Il serait également important de confirmer cette preuve de concept dans des modeéles
infectieux par des pathogénes fréquemment retrouvés lors d’infections des voies respiratoires
telles que P. aeruginosa, S. aureus ou encore Klebsiella pneumoniae en combinant la
stimulation par la flagelline avec d’autres antibiotiques. Cela nous permettrait, dans le cas
d’une efficacité du traitement dans différents modéles infectieux, de démontrer le caractére
universel de la thérapie combinée (antibiotique/flagelline). De plus, ces bactéries pathogénes
sont sujettes a des difficultés thérapeutiques dues au développement de résistances contres les
antibiotiques prescrits. C’est le cas notamment de P. aeruginosa combinant parfois plusieurs
résistances aux B-lactamines et aux aminoglycosides ou encore de S. aureus résistant a la
méticilline (SARM) qui posent des problemes de santé publique. Ainsi, il serait intéressant
d’évaluer D’efficacité des thérapies combinant la flagelline avec des antibiotiques dans le

traitement de germes résistants aux antibiotiques.

La mise en évidence de I’efficacité de la combinaison antibiotique/flagelline dans le
modeéle de surinfections bactériennes post-grippales souléve un autre point intéressant. En
effet, durant un épisode grippal, le statut inflammatoire et les défenses immunitaires sont
perturbés. Le risque de developper une pneumonie bactérienne est alors augmenté rendant le
traitement antibiotique essentiel [310]. Nos travaux ont montré que la stimulation des
défenses immunitaires est effective dans un contexte d’infection virale. De plus la
combinaison de I’immunostimulant et de 1’antibiotique augmente significativement
I’efficacité¢ du traitement antibiotique des surinfections bactériennes. Ces observations nous

encouragent a étudier I’efficacité de la combinaison antibiotique/flagelline, pour le traitement
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d’infections au cours d’autres perturbations immunologiques comme celles observées chez les
patients présentant des exacerbations de broncho-pneumopathies chroniques obstructives,

SOUS iImmunosuppresseurs ou sous corticothérapies.
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DISCUSSION GENERALE

Une récente revue de Quinton et Mizgerd définit un concept distinguant deux types de
mécanismes permettant le controle des infections des muqueuses. Il s’agit des principes de
« résistance » et de « résilience » de I’immunité innée. La résistance immunitaire inclut les
effecteurs agissant directement ou indirectement dans 1’élimination du pathogéne. La
résilience immunitaire se caractérise par des processus visant a supporter (« tolérer ») les
dommages causés par I’infection ou par les défenses anti-infectieuses. Différents composants
cellulaires et moléculaires de I’immunité innée agissent en collaboration sur ces deux aspects
dans les muqueuses. Tout d’abord, les macrophages résidents sont essentiels a I’¢limination
du pathogene et a la protection tissulaire au travers de (i) la phagocytose, (ii) la capacité a
produire des cytokines afin d’« alarmer » 1’épithélium et les cellules inflammatoires, (iii) leur
propre apoptose ou (iv) 1’élimination des cellules inflammatoires. Par ailleurs, les PNN
recrutés dans les muqueuses representent le meilleur exemple de cellules effectrices
antimicrobiennes. La synthése par ces cellules de composés oxygénés et de peptides
antimicrobiens ainsi que leur capacité phagocytaire participent aussi de maniére considérable
a la résistance de la muqueuse. De plus, les capacités des PNN a produire des composes
immunomodulateurs et a interagir avec les autres cellules des mugueuses, leur conferent un
réle dans la résilience immunitaire. Finalement, les cellules structurales des muqueuses
interviennent également dans I’activité antibactérienne et dans la protection du tissu. En effet,
leur capacité a produire le mucus et des molécules antimicrobiennes, en association avec la
production d’antiprotéases ou de molécules de remodelage tissulaire démontrent leur relation
avec les phénomenes de résistance et de résilience immunitaire des muqueuses. Par ailleurs,
des études ont montré les relations entre ces acteurs de 'immunité innée soulignant leur
complémentarité dans la protection des muqueuses [316, 321, 322].

L’immunostimulation par un agoniste de TLR, comme la flagelline peut agir sur la
résistance et la résilience en modulant I’expression et 1’activité des différents acteurs de
I’'immunité innée [162, 164, 173, 290, 316, 317, 323]. Ainsi, la caractérisation du réle de la
flagelline dans 1’activation de ces mécanismes représente une perspective importantes afin
d’envisager son utilisation dans le développement de thérapies anti-infectieuses.

Les récentes démonstrations des capacités a induire les défenses antivirales de la flagelline
nous poussent également a étudier les mécanismes induits au cours d’infections virales [274,

275]. Une étude réalisée actuellement par notre équipe, analyse 1’expression de génes codant
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pour des effecteurs antiviraux apres la stimulation de la flagelline. Ces travaux ont démontré
que 1’administration intranasale de flagelline induit 1’expression rapide de 22 geénes codant
pour des composés possédant un potentiel antiviral (récepteurs cytosoliques, inhibiteurs de la
fusion membranaire, inhibiteurs de la réplication...). Certains de ces composés stimulés,
comme ’enzyme cholestérol 25-hydrolase, présentent une activité antivirale importante au
cours des infections grippales [324]. Il serait donc intéressant de confirmer cette analyse
transcriptionnelle préliminaire dans le modéle d’infection grippale chez la souris établi au

laboratoire [325, 326].

Il est maintenant établi que la flagelline posséde des capacités anti-infectieuses
(Tableau 3). De plus des essais cliniques décrivent 1’innocuité de 1’administration de
flagelline dans le cadre de stratégies vaccinales [261-264, 327]. Il serait donc intéressant de
réaliser une étude translationnelle chez ’Homme. Dans cette perspective, notre équipe en
collaboration avec le groupement des Hopitaux de I’Institut Catholique de Lille développe un
projet permettant la collection d’échantillons respiratoires humains dans le but d’étudier leur
réponse a la stimulation par la flagelline. Ce projet nommé ASTRAL (nouvelles ApprocheS
Thérapeutiques immunomodulatrices contre les infections Respiratoires chez ’homme : une
AlLternative aux antibiotiques) vise dans un premier temps a vérifier I’activation par la
flagelline des cellules issues d’aspirations endotrachéales. Il est envisagé par la suite
d’évaluer les capacités antibactériennes et antivirales des surnageants de cultures de cellules
épithéliales des prélévements, ainsi que les capacités phagocytaires des macrophages, apres

stimulation par la flagelline.

Les données de la littérature et nos travaux démontrent 1’activité anti-infectieuse de la
flagelline pour des indications prophylactiques (Article 1) et thérapeutiques (Article II).
L’application en prophylaxie de la flagelline pourrait principalement cibler les patients
susceptibles au développement d’infections tels que des patients immunodéprimés sous
traitements immunosuppresseurs, sous corticoides ou greffés. La stimulation de I’'immunité
innée par la flagelline permettrait donc de réduire I’incidence des infections dans ces cas
cliniques sensibles. Par ailleurs, les traitements antibiotiques en modifiant la flore
microbienne des muqueuses, sensibilisent aux infections opportunistes en milieu hospitalier.
Ainsi, la stimulation de I’immunité innée par la flagelline pourrait permettre de reduire la

colonisation par des germes opportunistes tels que C. difficile ou C. albicans [267].
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A ce jour et compte tenu de nos résultats, I'utilisation de la flagelline en thérapeutique ne
peut s’envisager qu’en association avec un antibiotique. L’application des traitements
combinés flagelline / antibiotique sera a considérer pour des cas cliniques faisant face a des
difficultés thérapeutiques dues a la réduction de I’efficacité des traitements anti-infectieux

actuels.

En conclusion, les travaux présentés au cours de cette thése ont souligné le potentiel
antibactérien de la flagelline dans le cadre d’infections muqueuses. L’utilisation de la
flagelline, et plus largement des agonistes des TLR, dans des approches thérapeutiques
représente une stratégie innovante. Cependant, il reste a définir les mécanismes effecteurs liés
a leur activité (résistance) et au retour de I’homéostasie immunitaire (résilience), essentielle
pour une utilisation en thérapeutique chez I’Homme. Le développement de cette stratégie
passe également par des études d’efficacité chez I’Homme et surtout la détermination des

modalités de son utilisation.
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ANNEXE |

Tableau 4 : Principales molécules antibactériennes exprimées dans I'intestin et dans le poumon.

Molécules
antibactériennes

. Sources
Tissus

cellulaires

Fonctions

Spectre d’action

Molécules altérant la disponibilité en ions
PNN, monocytes,
) ) ) macrophages, lie le calcium, chélate le zinc
calprotectine intestin et . )
cellules et le manganese, et régule Gram + et Gram - | [328]
(S100A8/9) poumon o ] ]
endothéliales, I’inflammation
cellules épithéliales
) ] séquestre le fer, forme des
o intestinet | . o .
hepcidine hépatocytes radicaux oxygénés, empéche | Gram + et Gram - | [329]
poumon . o
la formation de biofilm
PNN, pneumocytes | chélate le fer, réduit la
lactoferrine poumon 11, cellules formation de biofilm, Gram + et Gram - | [330]
épithéliales perméabilise la membrane
. . intestin et | PNN, macrophages, | bloque les sidérophores
lipocaline o . Gram - [331]
poumon cellules épithéliales | bactériens
Molécules ciblant le peptidoglycane
lectines de type C intestin et | cellules épithéliales,| perturbent I’intégrité de la
) » Gram + [332]
(RegllIBly) poumon cellules de Paneth | paroi bactérienne
PR fixe & la surface d
- se fixe & la surface des
proteine intestin et | polynucléaires o o
. | o ) bactéries et induisent la mort | Gram + et Gram - | [333]
reconnaissant le poumon | éosinophiles, bactéri ]
. o actérienne programmeée
peptidoglycane cellules épithéliales
(PGRP)
) ) PNN, macrophages, . »
intestin et lyse la paroi bactérienne et
lysozyme monocytes, o Gram + et Gram - | [334]
poumon o permeéabilise la membrane
cellules épithéliales
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Molécules : Sources : e
. . Tissus . Fonctions Spectre d’action
antibactériennes cellulaires
Peptides formant des pores
PNN, macrophage;
intestin et | monocytes, -
a-défensines L perméabilisent la Gram + et Gram - | [335]
poumon cellules épithéliales, membrane, activent le
cellules de Paneth .
— complément, recrutent et
_ _ PNN, macrophages, activent les cellules
intestin et i itai
B-défensines monocytes, Immunitaires Gram + et Gram - | [336]
poumon o
cellules épithéliales |
PNN, monocytes,
macrophages,
intestin et | cellules perméabilise la membrane,
CCL20 . o Gram + et Gram - | [337]
poumon dendritiques, chimioattractant
mastocytes,
cellules épithéliales
. . PNN, macrophages, | perméabilisent la membrane,
. intestin et R ) .
cathélicidine mastocytes, role dans la réparation Gram + et Gram - | [338]
poumon o ) ) o
cellules épithéliales | tissulaire, chimioattractant
Protéases / antiprotéases
protéinase 3
perméabilisent la membrane,
azurocidine intestin et recrutent et activent les [339]
PNN dliorent Gram + et Gram -
. —poumon monocytes, amélioren
cathepsine G P n
I’activité phagocytaire
Elastase
macrophages — it
phag perméabilisent la
] alvéolaires,
Elafin poumon o membrane
ymphocytes Ty5 (protéines cationiques),
cellules epitheliales | opsonisent les bacteries,
o Gram + et Gram - | [340]
N chimioattractants,
inhibiteur de
, PNN, macrophages inhibent les protéases
protéases o
o poumon alvéolaires, cellules (anti-inflammatoire)
sécrétées par les coithélial '
epitheliales —J immunorégulateurs
leukocytes (SLPI) 9
Opsonines
potentialisent la phagocytose
protéines du (opsonines), activent les
poumon pneumocytes Il Gram - [341]
surfactant macrophages, modulent la
production cytokinique
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Autres contributions scientifiques

Van Maele L, Carnoy C, Cayet D, Ivanov S, Porte R, Deruy E, Chabalgoity JA, Renauld JC,
Eberl G, Benecke AG, Trottein F, Faveeuw C, Sirard JC. Activation of type 3 innate lymphoid
cells and interleukin 22 secretion in the lung during Streptococcus pneumoniae infection.
Journal of Infectious Diseases - Aodt 2014. 210(3): 493-503.

Mucosal sites are continuously exposed to pathogenic microorganisms and are therefore equipped to
control respiratory infections. Type 3 innate lymphoid cells (ILC3) are key players in antimicrobial
defense in intestinal mucosa, through interleukin 17 and interleukin 22 (IL-22) production. The
present study aimed at analyzing the distribution and function of ILC3 in the respiratory tract. We first
observed that lung mucosa harbors a discrete population of ILC3 expressing CD127, CD90, CCRS6,
and the transcriptional factor RORyt. In addition, lung ILC3 were identified as a major source of 1L-22
in response to interleukin 23 stimulation. During Streptococcus pneumoniae infection, ILC3 rapidly
accumulated in the lung tissue to produce IL-22. In response to S. pneumoniae, dendritic cells and
MyD88, an important adaptor of innate immunity, play critical functions in 1L-22 production by ILC3.
Finally, administration of the Toll-like receptor 5 agonist flagellin during S. pneumoniae challenge
exacerbated IL-22 production by ILC3, a process that protects against lethal infection. In conclusion,
boosting lung ILC3 might represent an interesting strategy to fight respiratory bacterial infections.

Goubard A, Loiez C, Abe J, Fichel C, Herwegh S, Faveeuw C, Porte R, Cayet D, Sebbane F,
Penet S, Foligné B, Desreumaux P, Saito H, Sirard JC, Simonet M and Carnoy C.
Superantigenic Yersinia pseudotuberculosis induces the expression of granzymes and perforin
by CD4+ T cells. Infection and Immunity - Mars 2015. 83(5): 2053-64.

Bacterial superantigens (SAgs) are immunostimulatory toxins that induce acute diseases mainly
through the massive release of inflammatory cytokines. Yersinia pseudotuberculosis is the only Gram-
negative bacterium known to produce a SAg (Y. pseudotuberculosis-derived mitogen [YPM]). This
SAg binds major histocompatibility complex class 1l molecules on antigen-presenting cells and T cell
receptors (TcR) bearing the variable region V3, VB9, VB13.1, or VB13.2 (in humans) and V7 or
VB8 (in mice). We have previously shown that YPM exacerbates the virulence of
Y. pseudotuberculosis in mice. With a view to understanding the mechanism of YPM's toxicity, we
compared the immune response in BALB/c mice infected with a YPM-producing
Y. pseudotuberculosis or the corresponding isogenic, SAg-deficient mutant. Five days after infection,
we observed strong CD4(+) VB7(+) T cell expansion and marked interleukin-4 (IL-4) production in
mice inoculated with SAg-producing Y. pseudotuberculosis. These phenomena were correlated with
the activation of ypm gene transcription in liver and spleen. A transcriptomic analysis revealed that the
presence of YPM also increased expression of granzyme and perforin genes in the host's liver and
spleen. This expression was attributed to a CD4(+) T cell subset, rather than to natural killer T (NKT)
cells that display a TcR with a VVj region that is potentially recognized by YPM. Increased production
of cytotoxic molecules was correlated with hepatotoxicity, as demonstrated by an increase in plasma
alanine aminotransferase activity. Our results demonstrate that YPM activates a potentially
hepatotoxic CD4(+) T cell population.
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Caracterisation des propriétés anti-infectieuses
de la flagelline, agoniste du Toll-like receptor 5

RESUME

De par sa capacité a détecter les microorganismes et a mettre en place une
défense anti-infectieuse rapide, 'immunité innée représente la premiére ligne de
défense de I'héte. La réponse immunitaire innée est déclenchée par des motifs
microbiens moléculaires universels et conservés reconnus par des récepteurs innés
parmi lesquels les "Toll-like Receptors" (TLR). L’activation de ces récepteurs induit
une inflammation locale et une réponse antimicrobienne adaptée au pathogéene. Ces
propriétés biologiques ont permis d’envisager l'utilisation des TLR comme cible
thérapeutique anti-infectieuse. Dans ce contexte il a été montré que la flagelline, le
composant majeur des flagelles bactériens et agoniste de TLR5, possédait des
propriétés anti-infectieuses. Toutefois, les mécanismes moléculaires et cellulaires
effecteurs responsables des effets antimicrobiens de I'agoniste de TLRS restent a
définir.

Au cours de ce travail de thése, nous avons étudié les capacités anti-infectieuses
de la flagelline dans deux modéles infectieux chez la souris. Nous avons tout d’abord
montré que I'administration systémique de flagelline, en prophylaxie, permettait de
protéger d'une infection intestinale par Yersinia pseudotuberculosis. L’effet
protecteur de la flagelline est dépendant de I'expression de TLR5 et indépendant de
'IL-22. Cette étude suggére donc un mécanisme original de protection induit par la
flagelline.

Nous avons également analysé la capacité anti-infectieuse de la flagelline dans un
modele murin d’infection respiratoire a Streptococcus pneumoniae. Nous avons
notamment montré I'efficacité thérapeutique de la flagelline lorsqu’elle était associée
a un antibiotique. En effet, I'association d’amoxicilline ou de co-trimoxazole avec
'administration intranasale de flagelline améliore la protection contre une infection
pneumococcique létale par rapport au traitement par I'antibiotique seul. L’efficacité
de cette thérapie combinatoire est dépendante de l'activation de TLR5 et est
associée a une infiltration pulmonaire importante de polynucléaires neutrophiles. Ce
traitement améliore également la protection dans un modele de surinfection
pneumococcique post-grippale. Ces résultats permettent d’envisager de nouvelles
stratégies antibactériennes associant une immunostimulation avec une
antibiothérapie.

Mots-clés : Immunité innée, TLR5, agoniste, flagelline, infection intestinale, infection
respiratoire, antibiotique, thérapie, prophylaxie, IL-22, muqueuse
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