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LES LYMPHOCYTES B REGULATEURS

ONTOGENESE ET FONCTION DES LYMPHOCYTES B
Généralités

Les lymphocytes B (LB) tirent leur nom de la Bourse de Fabricius chez les oiseaux puis
de la moelle osseuse (MO), appelée bone marrow en anglais, ou sont produits les progéniteurs
lymphoides dont ils dérivent. Ils participent au systéme immunitaire (SI) acquis grace a leur
spécificité antigénique qui les rendra immunocompétents, c’est-a-dire capable de reconnaitre
des antigénes et de produire une réponse efficace via la production et la sécrétion
d’immunoglobulines. Appartenant au SI adaptatif, 10 a 100 000 clones de LB différents
permettent de produire une réponse mémoire plus rapide et plus forte des la seconde rencontre

avec des antigenes dont ils sont individuellement spécifiques.

Génération de LB immatures fonctionnels dans la moelle osseuse

Le développement de LB immunocompétents démarre dans la moelle osseuse ou les
précurseurs lymphoides se différencient en cellules progénitrices B (pro-B) puis en cellules
précurseurs B (pré-B) capables de se différencier a leur tour avec ’aide des cellules stromales
en LB immatures. Suite a des séquences ordonnées de réarrangements géniques, les LB
immatures expriment un récepteur a I’antigene (B cell receptor, BCR) unique et spécifique d’un
épitope d’un antigéne (Ag) donné, antigeéne qui peut étre endogene (autoAg). Le ST met donc
en place des mécanismes de controle du développement des LB afin d’en éliminer les cellules
autoréactives, c’est-a-dire possédant un BCR reconnaissant des autoAg. Ce processus élimine
jusqu’a 90% des LB dans la MO. Il existe 3 mécanismes principaux permettant d’optimiser la
régulation de I’ontogenése : I’édition du récepteur (remplacement d’un BCR autoréactif), la
délétion clonale (élimination des LB autoréactifs) et I’anergie (état de non activation de LB
autoréactifs). Malheureusement, certains LB autoréactifs parviennent a échapper aux
mécanismes de sélection et représentent un risque de développement de réactions auto-
immunes. A la fin de I’ontogenese dans la moelle osseuse, les LB immatures rejoignent le sang

et la lymphe ou ils seront appelés LB transitionnels (firgure 1).

Circulation des LB immature en périphérie : les LB transitionnels

Par définition, les LB transitionnels (CD19*CD24MCD38"IgM* IgD*") sont des LB

immatures ayant quitté la moelle osseuse. Il s’agit d’une population hétérogene de cellules dont
on distingue 3 sous-groupes : LB T1, T2 et T3. Les LB transitionnels de type 1 (LB T1)

circulent dans le sang et sont essentiels au maintien de la tolérance périphérique. Notamment
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via la production d’IL10, ils régulent le développement et le maintien de I’inflammation (Rosser
and Mauri, 2015). Apres délétion clonale, une partie seulement de ces cellules atteindra les
organes lymphoides secondaires (OLS) ou les LB T1 se différencieront en LB T2 a I’origine

des LB folliculaires (LBFo) et des LB de la zone marginale (LBzw) (figure 1).

( D LB T2
Sang périphérique =

Hypermutation
somatique

. Pré-LB
. Pro-LB tardifs
g Pro-LB précoces

Plasmocytes

germinatif

Zone du

manteau

e Zone marginale /L Ac haute
A A affinité
)
DO Progéniteur
h lymphocytaire Ganglion J- ,L
-
commun i

Moelle lymphatique ., \:‘: *

e / 1gM
osseuse * 2

*e eBm5 & Bm5 18G &

IgA

Figure 1 : Ontogenese des lymphocytes B

Les premiers évenements de I'ontogenése des lymphocytes B ont lieu dans la moelle osseuse des os longs. A cet
endroit, le progéniteur lymphoide commun se différencie plusieurs fois avant de devenir LB immatures. Au cours
de ces étapes de différenciation, des réarrangements géniques permettent au LB immature d’exprimer un
récepteur a I'antigéne (B cell receptor, BCR) spécifique d’un antigéne donné. Les LB immatures vont migrer par le
sang périphérique vers les organes lymphoides secondaires (OLS). Dans les OLS, ils vont subir une série de
différenciations LT dépendantes ou LT indépendantes aboutissant a la formation de plasmocytes sécréteurs
d’anticorps ou en LB mémoires. MZ = zone marginale, Bm = lymphocyte B mature, Ig = Immunoglobuline, DC =
cellules dendritiques, LT = lymphocyte T, eBm5 = early memory B cells, Bm5 = memory B cells, Bm3 = centroblaste,
Bm4 = centrocytes.

Dans les organes lymphoides secondaires : différenciation des LB T2 en LB

Folliculaires et LB de la zone marginale

Les LB folliculaires
Dans la pulpe blanche des OLS, les LB T2 donnent naissance aux LBr, qui

correspondent a la principale population de LB périphériques. Naifs, ces LB conventionnels
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appelés Bm1 (IgD*CD38") recherchent la rencontre avec un Ag dépendante des LT a I’intérieur

des OLS.

Ces Bm1 peuvent se transformer en LB activés Bm2 (IgD*CD38"), précurseurs de plasmocytes

a courte durée de vie sécréteurs d’IgM.

IIs peuvent également former des centres germinatifs en présence de LT folliculaires helper
(LTrny et de cellules dendritiques (Dendritic cells, DC) et seront alors appelés Bm2’
(IgD*CD38*"). Les LTru et DC vont permettre au Bm2’ de s’activer par la présentation
antigénique. Au cours de cette phase de développement dépendante de 1’Ag, la maturation
d’affinité permet une augmentation progressive de 1’affinité moyenne des anticorps (Ac)

produits grace a une hypermutation somatique.

L’ensemble de ces étapes permet d’obtenir des Bm3 ou centroblastes (IgD"CD38**CD77%) et
Bm4 ou centrocytes (IgD"CD38"*CD77") qui subissent une commutation de classe entrainant
un changement isotypique des Ac produits. Ces LB matures et activés se multiplient au cours
de I’expansion clonale et se différencient en plasmocytes producteurs d’Ac de haute affinité
(Igb CD38*CD138*) ou en LB mémoires (early Bm5 IgD'CD38*CD27* et Bm5 IgD'CD38"
CD27%) (figure 1).

Les LB de la zone marginale et LB du manteau
Une autre partie des LB T2 dans les OLS ne formera pas de follicule mais se retrouvera
localisée dans la zone dite « extrafolliculaire ». Ils formeront deux groupes distincts en fonction
de leur localisation précise : soit dans la zone marginale, alors appelée LBzv (IgM*IgD™ CD23"

CD5") ou dans le manteau (LB CD5™).

La zone marginale correspond a une région diffuse de séparation entre la pulpe rouge et la pulpe
blanche dans la rate. Les LBzm sont en présence de macrophages, de cellules stromales et
représentent 10% des LB spléniques. Ils sont spécialisés dans la réponse aux infections
systémiques et, apres multiplication et différenciation, deviendront des plasmocytes

producteurs d’Ac de faible affinité principalement dirigés contre des glucides.

Le manteau correspond a la seconde structure extrafolliculaire des OLS. S’y retrouvent des LB

exprimant le marqueur CD5, producteurs d’anticorps polyréactifs (figure 1).

Les LB B1 de la cavité péritonéale, ou LB « innés »
Les LB B1, souvent appelés « LB innés » sont localisés dans le péritoine et les cavités

pleurales. Possédant des progéniteurs qui leurs sont propres, les LB B1 apparaissent rapidement

19



dans le développement. Ils représentent 5% de la population totale de LB, sont capables de
s’auto-renouveler et de produire des Ac de faible affinité qui leur conferent une multispécificité

(figure 1).

Les lymphocytes B régulateurs

Découverte et phénotypes

La défense immunitaire repose sur un équilibre entre inflammation et régulation. Si un
role d’inhibition de I’inflammation a déja été associé¢ a des LT et des DC, le concept de LB aux

propriétés régulatrices est une découverte plus récente (Mauri and Menon, 2015a).

La premiere apparition du concept de LB régulateur (LBrg) remonte a une étude
conduite dans un modé¢le de cochons d’Inde souffrant d’une réaction d’hypersensibilité retardée
au niveau de la peau (Katz et al., 1974; Neta and Salvin, 1974). Des animaux traités avec du
cyclophosphamide, ainsi déplétés en cellules immunitaire, ont été stimulés avec de
I’ovalbumine. Quelques jours plus tard, ces animaux ont recu par transfert adoptif des
splénocytes d’autres animaux pré-stimulés avec de 1’ovalbumine: soit des splénocytes totaux,
soit des splénocytes déplétés en LB. Les auteurs ont alors pu constater que la réaction cutanée
des cochons d’inde ayant regu des LB dans la fraction de splénocytes totaux était moins

importante que celle des animaux n’ayant pas eu de LB (Tableau 1).

Douze ans plus tard, une nouvelle étude réalisée dans un modele murin
d’encéphalomyélite autoimmune expérimentale (EAE) (Mizoguchi et al., 1997; Wolf et al.,
1996) a permis de renforcer I’idée de I’existence de LBr. Dans ce modele, une mutation de la
chaine u de la région transmembranaire du BCR a permis d’obtenir des souris déplétées en LB
(B10.PL(uMT)). Ces souris souffraient de symptdmes beaucoup plus violents que les souris
témoins. Les auteurs conclurent que, si les LB n’étaient pas impliqués dans le développement

de la pathologie, ils étaient en revanche capables de la moduler.

Ce n’est qu’en 2002 que le terme LB régulateur apparait (Fillatreau et al., 2002;
Mizoguchi et al., 2000). Dans cette étude conduite dans un modele murin de colite chronique
spontanée, le transfert adoptif d’une population de LB matures (CD38") permettait de diminuer
le nombre de LT pathogéniques (TCRa ) et de LB auto-réactifs, limitant ainsi 1I’évolution
de la pathologie. Il est alors décrit que la fonction de régulation associée aux LB est médiée par
contact cellulaire via I’interaction CD40-CD40L et la molécule de co-stimulation CD86. Ce

dernier point a été mis en évidence grace a I’utilisation d’Ac monoclonaux bloquants anti-CD40
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et anti-CD86 qui a eu pour conséquence de ne pas réduire le nombre de LT pathologiques chez

les souris apres transfert de LB (Mauri et al., 2003).

Deux ans plus tard, la méme équipe montre dans ce méme modele de colite que la
présence d’une sous-population de LB de I’intestin (Gut Associated Lymphoid Tissue, GALT)
permet de diminuer I’importance de 1’inflammation grace a la sécrétion de I’'IL10 et a la
surexpression du marqueur membrane CD1d. Ces signaux semblent limiter la progression de
I’inflammation en diminuant les signaux pro-inflammatoires médiés par 1I’IL1 et le facteur de

transcription signal transducer and activators of transcription family (STAT) 3.

En 2009, un laboratoire de Montréal démontre que le facteur granolocyte-macrophage
colony stimulating factor IL15 (GIFT15) est capable de générer des LBre; €x vivo au phénotype
proche des LB producteur de IL-10 (B10) et des précurseurs de la ZM appelés T2-MZP LB en
envoyant un signal aberrant via le récepteur a I’IL15 aux cellules lymphomyéloides (Rafei et
al., 2009). Ces cellules transférées par voie intraveineuse a un modele murin d’EAE ont permis

de conduire a la rémission complete de la maladie et a une suppression de la neuroinflammation.

En 2011, Ding et al. établissent I’importance du facteur T cell Ig domain and mucin
domain protein 1 (TIM-1) dans la tolérance périphérique lorsqu’il est exprimé a la surface de
LB. Ces LB TIM-1+ sont pour une large majorité une population hétérogene de LB IL10"
comprenant des LB transitionnels (LBansi), des LBzwv, des LBro et des B10 CD1d" CD5". Ces
LB, expriment I’IL4 et ’'IL10, promouvant ainsi la réponse Th2 et permettant la tolérance

d’allogreffe.

Enfin, une étude datant de 2012 démontre que les DC,e; sont capables de programmer
des LB T1, T2, ZM et B1 de la rate pour qu’ils constituent une population distincte de LBreg
au phénotype CD19" Fc,IIb" (Qian et al., 2012). Ces LB sécrétent de 1’IL10 in vitro et in vivo

et exercent également des fonctions régulatrices.
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Année _ |Découverte ______________________ [References _____

Katz et al. (1974), Neta and

1974 Cochons d’Inde : LB retardent d’hypersensibilité aprés transfert adoptif Salvin (1974)
1996, 1997 Souris : souris déficientes en LB développent des colites exacerbées et une EAE Z(I:?g(i;glsit Al-L27), Vot
2002 Souris chimériques LB-1L-107 souffrent d’une maladie auto-immune Fillatreau et al. (2002)
Souris : Inflammation intestinale induit des LB, dans les GALT Mizoguchi et al. (2002)
2003 Souris : Les LB activés par le CD40 suppriment I'arthrite apreés transfert adoptif Mauri et al. (2003)
Souris : LB T2-MZP suppriment I'arthrite aprés transfert adoptif Evans et al. (2007
2007 Souris : corps apoptotiques induisent des LB, Gray et al. (2007
Souris : LB régulent I'EAE en induisant des LT, via le marqueur B7 Mann et al. (2007)
Souris: LB B10 CD5* CD1d" régulent les réponses inflammatoires dépendantes des Yanaba et al. (2008)
2008 LT Lampropoulou et al. (2008)
Souris: Les LB activés par les TLR suppriment I'EAE aprées transfert adoptif
2009 Souris : le facteur GIFT-15 induit des LB, Rafei et al. (2009)
Hommes: La différenciation Th1 est supprimée par des LB immatures producteurs  Blair et al. (2010)
2010
d’IL-10
Souris: Les LB, protége de I'AIA en indusant des Lt,., et en supprimant les LT
effecteurs
Souris: L'IL-10 produit par des LB est controlée par des senseurs calciques Carter et al. (2011)
2011 intracellulaires, STIM-1 and STIM-2 Matsumoto et al. (2011)
Souris: les Lb,, suppriment la réponse LT CD8* dans le cancer Iwata et al. (2011
Hommes: Les LB CD24" CD27* humains sont identifiés comme équivalents des LB
B10 murins.
2012 Souris : IL-21 induit des LB B10 Yoshizaki et al. (2012)
Hommes: LB immatures suppriment la polarisation Thl & Th17, et induisent des
2013 Ltreg fonctionnels Flores-Borja et al. (2013)

Hommes: La tolérance a long terme aux antigénes allergiques est associée avec une van de Veen et al. (2013
augmentation de la production d’lgG4 par les LBregs.

Tableau 1 : Récapitulatif historique des découvertes associées aux lymphocytes B régulateurs

LB = lymphocyte B, LBrg = lymphocyte B régulateur, EAE = encéphalomyélite allergique
expérimentale, IL = interleukine, GALT = gut associated lymphoid tissue, CD = cluster de
différenciation, LB T2-MZP = lymphocyte B transitionnels 2-précurseurs de la zone marginale, TLR =
Toll-like receptors, GIFT-15 = granulocyte macrophage-colony stimulating factor, AlA = anastomose
iléo-anale, STIM = stromal interaction molecule, LTy = lymphocyte T helper, |g = immunoglobuline
(d’aprés Mauri et Menon, 2015).

Chez ’'Homme

+ Les LB immatures CD24"CD38hi

En 2010, une équipe décrit que par la stimulation de cellules du sang périphérique de
témoins sains via le CD40, il est possible d’observer I’émergence de B10 dont la plupart
expriment les marqueurs de LB transitionnels CD19*CD24"CD38" et sont capables de
supprimer la différenciation des LTh1 via la production d’IL10 et I’interaction entre le CD80,
le CD86 et leurs ligands (Blair et al., 2010). En revanche, les LB CD19*CD24"MCD38" issus de

patients atteints de lupus érythémateux systémique (LES) n’ont pas cette capacité¢ de
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suppression apres stimulation par le CD40. Des éléments suggerent que ces LB auraient un
défaut de conduction du signal en aval du CD40 associ¢ a un défaut d’activation par
phosphorylation de STAT3. La méme année, une autre étude démontre que les LB humains
stimulés au niveau de leur BCR par un Ac anti-Ig et de leur Toll-like receptor (TLR) 9 par du
CpG produisent de I’IL10 et sont enrichis en LB CD27* et en LB transitionnels (Bouaziz et al.,
2010) (Tableau 2).

% Les B10 CD24"CD27*

En 2011, Iwata et al. établissent que, de maniere basale, les LB CD24"MCD27* produisent
davantage d’IL10 que les LB CD24°CD27" et sont davantage capables de répondre ex vivo aux
stimulations de leur CD40 ou par le CpG ou le lipopolysaccharide (LPS). Ils sont capables de
réguler la production de cytokines par les monocytes. Khoder et al. assoient cette démonstration
en écrivant que les LB IgM*CD27* sont en mesure d’inhiber la prolifération des LT CD4+ ainsi
que leur production d’IL2, d’IFNy et de TNFa (Iwata et al., 2011; Khoder et al., 2014)
(Tableau2).

% Les LB CD38*CD1d"IgM*CD147+GrB*

Les LB CD38*CD1d"IgM*CD147*GrB* expriment, comme leur nom 1’indique, le
granzyme B (GrB) et agissent de maniere indépendante de I’IL10 sur ’inflammation. Le
granzyme B est une sérine protéase capable d’induire I’apoptose de ses cibles. Principalement
marquée sur les cellules natural killer (NK) et les LT cytotoxiques, I’expression de GrB est
associée a celle de indoléamine 2,3 dioxygénase (IDO). IDO est une autre molécule immuno-
régulatrice également découverte a la surface des LB naifs apres stimulation conjointe du BCR

et par I’IL21 (Ettinger et al., 2005).

Cette population LB CD38*CD1d"IgM*CD147*GrB* a été identifiée pour la 1°° fois dans le
microenvironnement de tumeurs solides chez I’ Homme (Lindner et al., 2013). Ces LB sécrétant
le granzyme B et I’IL10 sous stimulation par I’IL21 produite par les LB CD24+ sont capables
d’inhiber in vitro la prolifération des LT en dégradant leur TCR. Cette population a également
¢té retrouvée chez des patients infectés par le virus de 'immunodéficience humaine (VIH)
(Kaltenmeier et al., 2015). Suite a la perte de I’expression du CD40L, les LBre; sont induits aux
dépens de la différenciation en plasmocytes, contribuant au dysfonctionnement de la réponse

immunitaire (Tableau 2).
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< Les LBr1 CD25"CD71"CD73"

Les LB Brl (CD25"CD71"CD73!) ont été mis en évidence dans un modele humain
d’allergie au venin d’abeille (van de Veen et al., 2013). Les LB Brl contribuent au maintien de
la tolérance en produisant une grande quantité d’ Ac IgG4a anti-allergenes, une Ig produite suite
a D’exposition prolongée d’un individu a un allergene. Ces LB Brl agissent également en

supprimant la prolifération des LT allergénes-spécifiques ainsi que la production d’IgE (tableau

2).
< Les plasmablastes CD27™CD38"i

La présence de ces cellules a ét¢ démontrée chez ’Homme dans le contexte du
développement de la maladie du greffon contre 1’hote (de Masson et al., 2015). Les auteurs ont
montré que plus le nombre de plasmablastes CD27™CD38" sécréteurs d’IL10 était diminué

chez les patients, plus sévere était la pathologie (tableau 2).
% Les LB CD39*CD73*

Les LB CD39*CD73" exercent leur influence directement sur I’environnement
inflammatoire grace a leur production d’adénosine. Les marqueurs CD39 et CD73 sont des
ectonucleotidases. Leur fonction est d’hydrolyser I’adénosine tryphosphate (ATP) en adénosine
5’-monophosphate (5’-AMP) et adénosine. Dans une étude datant de 2013, les auteurs activent
les LB CD39"CD73* in vitro avec du CD40L et de I’IL4, induisant ainsi I’inhibition de la
prolifération des LT CD4" et CD8" via la production de 5’-AMP (Saze et al., 2013). Chez les
souris, elles sont exprimées sur les cellules B1 et il a été remarqué que le transfert de LB-1
CD73* chez des souris CD73” souffrant de colites a permis de diminuer la réponse
inflammatoire en corrélation avec 1’augmentation d’adénosine dont le rdle anti-inflammatoire

a été précédemment établi (Kaku et al., 2014) (tableau 2).

R/

% Les iBregs

Comme d’autres cellules immunosuppressives, des Bregs inductibles (iBregs) peuvent
émerger suite a certains stimuli. Les LT CTLA-4+ encouragent la différenciation d’une
population de LB appelés iBegs capables de moduler les réponses immunes via la production
de Tumor Growth Factor béta (TGF-f) et d’IDO qui convertissent les LT en LTregs producteurs
de TGF-B et d’IL10 (Nouél et al., 2015) (tableau 2).
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v Les LB CD19*TIM1*

La glycoprotéine TIM-1 est une molécule de co-stimulation exprimée a la surface des
LT CD4" ainsi que par 70% des LB (Ding et al., 2011). C’est un facteur nécessaire a
I’induction et au maintien de la fonction régulatrice dont I’effet est médié par le domaine
mucine. La stimulation de LB avec un Ac anti-TIM-1 permet I’augmentation de la sécrétion

d’IL4 et d’IL10 et augmente la réponse Th2.

En conclusion, plusieurs études ont permis de démontrer I’existence de LB aux
fonctions régulatrices de I’inflammation dans le sang et les organes lymphoides dans des
modeles animaux comme chez I’Homme. Ils semblent représenter moins de 10% des LB totaux
en circulation chez un individu sain. Leur fonction est au moins partiellement dépendante de la
production d’IL.10 (Mauri and Menon, 2015b) et aucun facteur de transcription ou marqueur de

surface unique et discriminant n’a été découvert a ce jour (tableau 2).

Sous-types Phénotype LB, ., humains Phénotype LB, murins Mécanismes de
suppression

LB immatures CD19*CD24hCD38h IL-10, PD-L1
LB « B10 » CD19*CD24"CD27+ CD19"CD1d"CD5* IL-10

LB - CD19*CD1d*CD21ntCD23N

CD19+CD1d+ CD62IgMint

LB GrB* CD19+*CD38*CD1d*IgM*CD147* CD19*GrzB* GrB, IL-10, IDO
LB T2-MZP CD19*CD24hCD3ghi CD19*CD21hCD23MCD24MgMPgDhCcD1dM IL-10

LB MZ - CD19*CD21MCD23-CD24MgMMilgD'°CD1dhi IL-10

LB Br1 CD25MCD71MCD73' . IL-10, IgG4
Plasmablastes =~ CD27'"CD38" CD138*CD44Mi IL-10
Plasmocytes CD138"IgM*TACI*CXCR4*CD1d" Tim1™t IL-10, IL-35
iBregs TGF-B, IDO
LB Bla GD5E IL-10

LB TIM-1+ CD19*TIM-1* IL-10

LB PD-L1hi CD19*PD-L1M PD-L1

LB FoxP3 CD19*FoxP3*

LB GIFT-15 B220*CD21*CD22*CD23*CD24* II-10

CD1d*CD138*IgD*IgM*

Tableau 2 : Récapitulatif du phénotype des populations lymphocytaires B humaines et
murines capables d’avoir un comportement régulateur de [’inflammation

(d’aprés Mauri et Menon, 2015).
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Réle du microenvironnement dans I'induction de la fonction B régulatrice

L’origine et le développement de la grande diversité de phénotypes de LBeg que nous

avons rapportés plus haut est aujourd’hui encore sujette a controverse. Cependant, il est certain
que, si la production d’IL10 peut se faire de maniere spontanée, elle peut également étre induite
par des facteurs environnementaux (Iwata et al., 2011; Lindner et al., 2013; Liu et al., 2014;
Matsumoto et al., 2014). Plusieurs études se sont penchées sur I’identification de ces stimuli ou
combinaison de stimuli qui permettent de créer un microenvironnement favorable et durable au

développement des LBreg (Rosser et al., 2014) (figure 2).

Signal par le CD40
La molécule CD40 est une protéine membranaire de la famille des fumor necrosis
factors (TNF) localisée a la surface de cellules présentatrices d’antigene dont les LB, et jouant
le role de facteur de co-stimulation lorsqu’il se lie a son ligand, le CD40L, présent a la surface
des LT activés. Le CD40 est impliqué dans de nombreux processus immunologiques dont la

maturation des LB. Le role joué par le CD40 dans I’induction du caractére régulateur des LB a

été démontré dans plusieurs études (figure 2).

Lymphocyte T Précurseur de LB, LB

reg

Ag Inflammation
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Figure 2 : Induction du caractere régulateur des lymphocytes B producteurs d’IL-10

Il est possible de générer des LB régulateurs (LBg) producteurs de I'lL-10 et exprimant des geénes
régulateurs. Plusieurs signaux participent a cette induction : la costimulation par des lymphocytes T
(LT), les TLRs, le microbiote et les cytokines (tiré de Mauri & Menon, 2017).
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En 2002, une équipe montre, apres blocage du CD40 dans un modele murin d’EAE (B6
CD40-/-), que les LB sont alors moins capables de produire de I’'IL10 et les souris moins
capables de se remettre de I’encéphalomy¢élite dont ils souffrent (Fillatreau et al., 2002). Un an
plus tard, I’équipe de Claudia Mauri établit qu’apres une stimulation par le CD40 de LB murins,
une production d’IL10 commence et des souris souffrant d’arthrite induite par le collagéne
(AIC) ont pu se remettre de leur maladie (Mauri et al., 2003). La stimulation du CD40 semble
donc nécessaire a la suppression de ’EAE et de I’AIC, ce qui suggere que I’interaction entre
les LB et les LTh CD4"CD40L* est nécessaire a la suppression de I’inflammation médiée par

les LB.

Chez I’Homme, d’autres études confirment 1I’importance du CD40 dans 1’induction de
la régulation par les LB. En 2008, des LB du sang périphérique ont été stimulés in vitro a 1’aide
de CD40L. Ces LB étaient alors capables d’induire des LT, CD4"CD25*Foxp3* qui eux-
méme suppriment les LT CD4*CD25 (Tu et al., 2008). Il a également été montré qu’une
stimulation des LB CD19*CD38MCD24" par le CD40L induit une expansion cellulaire et
supprime la différenciation Th1. Cependant les LB CD19"CD38"CD24" du sang périphérique
de patients atteints LES sont insensibles a la stimulation CD40L et produisent peu d’IL10.
D’autre part, ces LB étaient incapables d’¢éliminer les LT CD4*CD25" de donneurs sains. Les
auteurs ont ainsi démontré que, dans le cas précis du Lupus Erythémateux Systémique (LES),
un défaut intrinseque de la voie CD40 des LB nuit au développement de leur caractere

régulateur (Blair et al., 2010).

Le role joué par le BCR dans le développement d’une régulation par les LB a été suggéré
mais n’est pas clairement établit. En 2007, une étude conduite sur un modele murin de diabéete
de type I auto-immun (souris non-obese diabetic, NOD) a permis de montrer qu’en présence
de LT, les LB des souris NOD produisent plus d’IL10 apres une stimulation par un Ac anti-
IgM (Hussain and Delovitch, 2007). De plus, le transfert syngénique de ces LB activés in vitro
par le BCR a des souris NOD permet de limiter le développement de la pathologie grace a la
production d’IL10. Par ailleurs, il a été remarqué que la déficience en CD19, co-récepteur du
BCR, chez des souris knock-out (KO) pour ce gene (cdl9-/-), est la cause d’une diminution de
plus de 80% de LB, CD1d"CD5" ainsi que du nombre de LB IL10* (Yanaba et al., 2009)
(figure 2).
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Les Toll-like receptors (TLR) sont une famille de récepteurs de I’immunité innée
présents sur de nombreux types cellulaires. Ils sont capables de reconnaitre des motifs
moléculaires associés a des pathogénes (PAMP : pathogen associated molecular pattern) et
d’induire une cascade de signalisation requérant la mobilisation de la protéine adaptatrice
myeloid differentiation primary response 88 (MYD88). MYDS88 conduit le signal provenant de
la liaison d’un TLR avec son ligand, ce qui aboutit a la production d’une réponse
immunologique. Certains PAMPs en particulier encouragent la différenciation des LB en
plasmocytes et favorisent la réponse humorale (Krieg and Vollmer, 2007). Parmi ces PAMPs,
il existe le lipopolysaccharides (LPS) et les motifs répétés de dinucléotides CpG non méthylés
qui activent respectivement les TLR4 et TLR9. Notons que I’expression des différents TLR
varie d’une espece a 1’autre. L’expression du TLR4 par les LB humains est quasi nulle, méme
apres activation cellulaire, contrairement au TLR9 qui y est exprimé. C’est pourquoi la
stimulation des LB humains requiert préférentiellement le CpG- oligodéoxynucléotides (ODN),
un équivalent synthétique aux motifs CpG déméthylés retrouvés naturellement dans le matériel

génétique bactérien (figure 2).

En 1990, une équipe montre que les Bla CD5" du péritoine de souris produisent une
quantité particulierement importante d’IL10 apres une stimulation au LPS in vitro (O’Garra et
al., 1990). En 2001, le transfert adoptif de LB activés avec du LPS in vitro a des souris NOD
semble les protéger contre le diabete de type 1(Tian et al., 2001). L’année suivante, 1’équipe de
Fillatreau démontre qu’une signalisation par des TLR permet d’initier la production d’IL10 par
des LB naifs. Cependant, ces LB semblent avoir également besoin de la signalisation du CD40
et du BCR pour permettre cette production (Fillatreau et al., 2002). Un mod¢le d’induction de
la production optimale d’IL10 par les LB a alors été suggéré et requiert une activation en deux

temps :

- étape initiale : une pré-stimulation par les TLR qui seule ne permet d’induire que
quelques B10

- étape suivante : la stimulation par le BCR et/ou le CD40 permet alors d’amplifier le
nombre de B10. Ces stimulations sont classiquement impliquées dans la survie et la

prolifération des LB.

C’est donc souvent dans des conditions combinatoires de stimulation que le TLR9 parvient a
induire la production d’IL10 par les LB (Barr et al., 2007; Harris et al., 2000, 2005;
Lampropoulou et al., 2008a).
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En 2005, une équipe démontre qu’une stimulation de LB murins de la zone marginale
par du CpG-ODN induit la sécrétion d’IL10 par ces cellules (Lenert et al., 2005). 1l a, par
ailleurs, ét¢ montré qu’une stimulation au CpG-ODN permet I’inhibition de la progression de

la maladie dans un modele murin d’EAE (Lampropoulou et al., 2008a).

Neves et al. montrent en 2010 que, chez la souris, les plasmocytes spléniques
CD19"CD138" au cours d’une infection bactérienne par Salmonella typhimurium produisent de
I’IL10. De plus, lorsque les LB sont déficients pour le géne myd88, il n’y a pas de production
d’IL10, ce qui indique que dans ce modele d’infection bactérienne, la contribution de la
signalisation par les TLR a la production d’IL10 est essentielle (Lampropoulou et al., 2010).
Bouaziz et al. ont montré que le signal optimal permettant, a partir de LB périphériques
humains, d’induire in vitro la production d’IL10 par des LB mémoires (CD27%), des LB CD5*
et des LB immatures transitionnels (CD38"CD24") est la combinaison de CpG-ODN avec un
Ac anti-IgM (Bouaziz et al., 2010). En revanche, chez la souris, les LB de la rate traités au LPS
ou avec une costimulation par le TLR4 et le CD40 pendant 48h permettent d'induire davantage
de B10 CD1dMCDS5* et une production optimale d’IL10 aprés stimulation par PMA et

ionomycine in vitro pendant Sh (Yanaba et al., 2009).

Le role capital joué par le TLR9 dans I’induction des LBreg a été souligné dans une étude
utilisant un modéle murin de LES ou les animaux MRL/MPP™"P" déficientes en TLRO,
présentaient une augmentation de la production d’interféron gamma (IFNy) et une inflammation
plus importante. Une étude suggere que les LB développent une activité régulatrice en fonction
des conditions d’activation et en particulier en fonction des ligands de TLR disponibles
(Fillatreau et al., 2008). En effet, le TLR7 semble jouer le role opposé a celui du TLRO : sa
délétion entrainant une amélioration des symptomes de la maladie chez ces souris lupiques
(Christensen et al., 2006; Prinz et al., 2006). La balance entre ces deux TLR contrle donc

I’initiation, la progression et la résolution de I’inflammation médiée par les LT.

Il est intéressant de noter que si certains TLR semblent antagoniser leurs effets, un role
double est également joué par certains ligands en fonction du type cellulaire qu’ils stimulent.
Dans le cas de maladie de Crohn (Inflammatory Bowel Disease, IBD) par exemple, ces
molécules peuvent induire soit une protection soit une aggravation de la maladie (Sartor, 2004)

(figure 3).
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Au sein d’une méme espece, le TLRO est exprimé principalement par les cellules présentatrices

d’antigene et donc par les DC de méme que par les LB. Son ligand, le CpG, est utilisé de

maniere différente par ces deux types cellulaires (Fillatreau et al., 2008).
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Figure 3 : Modele de controle de la réponse auto-réactive par la stimulation des lymphocytes
B via les Toll-like receptors

A : les cellules dendritiques (DC) immunisées par un autoantigene via les Toll-like receptors (TLR) 2, 4
et 9 induisent la prolifération de lymphocyte T (LT) CD4+ autoréactifs et a une hyperinflammation
incontrolable. B : La stimulation concomittante de LB via les mémes TLR au début de la réponse
inflammatoire induit la production d’IL-10 par ces cellules. Cela limite I'expansion des LT autoréactifs
et permet le contrdle de I'inflammation (d’apres Fillatreau et al., 2008)

Il existe plusieurs formes de CpG différentes par de 1égeres variations dans la structure.
Le CpG-A contient une séquence palindromique centrale de CpG-PO (phosphodiester) et une
queue 3’poly-G modifiée. Il forme spontanément des complexes de type nanoparticules
(Kerkmann et al., 2005). D’une structure hautement stable, le CpG-A peut étre endocyté
efficacement pour rejoindre le TLR9 au niveau des endosomes et induire une forte stimulation

et maturation des DC et des cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) en particulier, ainsi
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qu’une production de grandes quantités d’IFNa, de cytokines pro-inflammatoires qui encourage
la prolifération des LT effecteurs. A contrario, le CpG-B consiste en une séquence
monomérique de 18-28mer d’oligodeoxynucleotides linéaires contenant un motif 6mer CpG
(GTCGTT) chez I’'Homme ; GACGTT chez la souris) qui active efficacement les LB mais ne
permet qu’'une faible production d’IFNa (Giirsel et al., 2002; Krieg, 2002; Verthelyi and
Zeuner, 2003). Les LB ainsi activés vont produire de I’IL10 et induire une régulation de
I’inflammation par les DC en paralléle, cela aboutissant a une inhibition de I’activation des LT

effecteurs (Barr et al., 2007; Lampropoulou et al., 2008a).

Au sein de notre laboratoire, un modele de co-culture de LB humains avec des LT
autologues issus d’amygdales ou de sang périphérique et stimulés respectivement pendant 5
jours avec du CpG-ODN et des Ac anti-CD3-anti-CD28 nous permet d’induire la fonction LB

régulatrice et de I’étudier (Lemoine et al., 2011).

% IL1p, IL6, IL21

En 2014, une étude suggere que la génération de LB, est en partie sous I’influence de
facteurs solubles présents dans le micro-environnement. En effet, dans le microbiote intestinal
des souris, I'IL1P et I'IL6 produits par les macrophages et les DC permettent I’induction de
LB ainsi que la promotion de I’inflammation. (Rosser et al., 2014). Les auteurs réalisent une
stimulation in vitro de LB naifs avec de I’'IL1J et I’'[L6, ce qui aboutit a I’augmentation de 5
fois du nombre de LB CD5", LB TIM-1" et B10. Cette augmentation de cellules productrices

d’IL10 est également observable chez les souris traitées avec ces deux cytokines.

L’IL21 conduit également a I’apparition de LB qui sont producteurs de GrB (Lindner et al.,

2013) et d’IL10 (Yoshizaki et al., 2012).
% BAFF

La cytokine B cell activating factor (BAFF)est membre de la famille du TNF et joue un
role clé dans la régulation de la maturation des LB et de leur survie. C’est ce que démontre en
effet Schiemann et al. en 2001 avec un modele de souris BAFF KO, ou un examen des OLS a
permis de révéler une perte quasi complete de la ZM et folliculaire. Les auteurs démontrent
ainsi que BAFF joue un rdle crucial dans le développement des LB (Schneider et al., 2001). De

plus, cette cytokine permet en culture in vitro de différencier les LB CD19" de la rate en B10
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CD5*CD1d" présentant des phénotypes proches de ceux des LB CD21MCD23Y de la ZM
(Yang et al., 2010).

Sur d’autres souris BAFF KO, Walters et al. apportent de nouvelles preuves que BAFF est
capable d’induire in vivo ’expansion de LT,y CD4*FoxP3* et CD62°YCD103MICAM-1M,
phénotype correspondant a celui de LT localisés dans les sites inflammatoires. Cette expansion
est induite via les LB qui expriment largement les récepteurs a cette cytokine (Walters et al.,
2009). Enfin, de faibles doses de BAFF pendant trois jours de culture in vitro induisent une
augmentation sélective de LB CD1d"CD5" et la production d’IL10, ainsi qu’une augmentation

du nombre de B10 in vivo dans les ZM de la rate (Yang et al., 2010).
s GIFT15

En 2009, Rafei ef al. démontrent que, ex vivo, un traitement de splénocytes murins par
le facteur GIFT15 agit via le récepteur a I’IL15 sur les LB CD19*. Cela permet I’apparition
d’une population de LB, au phénotype hybride entre les B10 CD1d™CD5*, les LB T2-MZP et
plasmocytes CD138*. Cette population transférée a un mod¢le murin de ’EAE permet la
complete rémission de la maladie (Rafei et al., 2009). Cet effet a été annulé sur les animaux
déficients pour le facteur de transcription STAT6, pour le complexe majeur
d’histocompatibilité¢ de classe II (CMH-II) ou encore déficients en IL10, ce qui confirme

I’importance de ces molécules dans 1’établissement de la régulation par les LB.

R/

¢ Les corps apoptotiques

En 2007, une étude montre que les corps apoptotiques agissent comme des signaux
endogenes et déclenchent la production d’IL10 par les LB de la rate, de la zone marginale
préférentiellement de la ZM par rapport aux LBro, ce qui encourage les LT a produire de I’IL10

¢galement et qui conduit a I’amélioration de I’AIC (Gray et al., 2007).

R/

s DC régulatrices

Enfin, notons que les DC régulatrices peuvent également induire un changement du
phénotype des LB de la rate par I’expression du CD40L et la sécrétion d’IFNp. Ces LB ainsi
générés expriment le phénotype CD19™MFcyIIB™ et inhibent la réponse LT CD4" via I’IL10
(Qian et al., 2012).

Les mécanismes d’action des LB régulateurs
Pour mettre en place leur action de régulation de I’inflammation, les LBre; vont agir par

différents moyens. Nous 1’avons déja vu, la production de la cytokine IL10 est capitale. En
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effet, chez la souris, deux populations de LBy (B10 CD19MCD1d"CD5* et T2-MZP)
suppriment la prolifération des LT et la production de cytokines pro-inflammatoires (TNFa et
IFNy) par les Thl par la production d’IL10 (Evans et al., 2007; Yanaba et al., 2008; Yang et
al., 2010). Cependant, le transfert de LB apreés expansion clonale in vitro maintien une
protection a long terme de plusieurs pathologies auto-immunes dans des modeles animaux. Cela
suggere que les LBrg peuvent proliférer davantage in vivo ou initier une cascade
immunosuppressive efficace avec d’autres cellules immunosuppressives (Mauri, 2010). Cela
suggere que d’autres populations cellulaires, d’autres mécanismes de régulation, facteurs

solubles ou récepteurs de surface jouent un role clé dans la régulation de I’inflammation.

Dans cette partie nous allons voir comment les LB peuvent agir sur I’inflammation
tant au niveau de la réponse adaptative en jouant, par exemple, sur la balance Th1/Th2, la
différenciation des Th17 et I’induction de LT (Blair et al., 2009; Carter et al., 2011; Gray et
al., 2007; Tedder and Matsushita, 2010), qu’au niveau de la réponse innée en induisant des DC
régulateurs et en favorisant I’action des cellules T natural killer invariants (iNKT) (Iwata et al.,

2011; Moulin et al., 2000).

s IL10

Comme déja vu précédemment, la production d’IL10 est caractéristique de ’action des
LB:e. Plusieurs études le démontrant ont déja été citées. Ici nous rappelons que d’autres travaux

assoient également ce fait (figure 4).

En 2000, une étude montre dans un modele murin d’EAE que le traitement par I’TFN,
utilisé pour traiter les patients atteints de sclérose en plaques, agit sur la balance d’expression
entre I’IL10 et I’'IL12 par les DC en favorisant la production de I’IL10 in vitro et in vivo. Cela
aun effet bénéfique sur la progression de la pathologie qui est alors inhibée (Tuohy et al., 2000).
Ce propos est renforcé cinq ans plus tard par une autre étude conduite sur des souris qui
confirme que, dans le SI des nouveaux nés susceptible aux infections, une importante
production d’IL10 in vitro par les LB apres stimulation via le TLR9 empéche la production
d’IL12 par les DC néonataux et induit une réponse Th2 plus importante qu’in vivo sans
stimulation (Matsumura et al., 2006; Moore et al., 2001; Moulin et al., 2000; Sun et al., 2005;
Tian et al., 2001). Enfin, chez ’Homme sain, il a également ét¢ montré que, par la production

d’IL10, les LBre; empéchent celle d’IFNa par les pDC (Menon et al., 2016).
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En 2008, une équipe montre sur un modele murin d’EAE déplété pour le géne de mydSS,
ou celui de I’IL10 ou encore celui de certains TLR que 1’on peut induire la production d’IL10
par la stimulation de LB in vitro avec une combinaison de stimuli impliquant les TLR4 ou
TLRO. Cette production supprime la réponse Thl (Blair et al., 2010; Lemoine et al., 2011) et
inhibe la différenciation des Th17 en agissant sur la production d’IL6 et d’IL12 par les DC
(Lampropoulou et al., 2008a).

% TGFp

Les LB TGFB* stimulés in vitro avec du LPS peuvent d’une part induire 1’apoptose des
Thl pathogéniques par des interactions Fas-FasL et/ou D’inhibition de la présentation
antigénique via la sécrétion de TGFp (Tian et al., 2001) et d’autre part provoquer 1’anergie des
LT CDS8* (Parekh et al., 2003). Dans un modeéle murin du diabéte, le transfert de LB ainsi
stimulés peut inhiber le développement de la pathologie. Ce TGFp peut étre produit par les LB

humains normaux ainsi que par les LB CD5" et CD5" des souris NZB auto-immunes.

Au sein méme de notre laboratoire, une étude montre, dans un modele de co-culture in
vitro de LT et de LB autologues, que les LB activés régulent la prolifération des LT et induit la
différenciation des LT, via la production de TGFp et IDO. Ces LT sont capables en retour
de produire du TGFp et IDO, et, via I’expression du récepteur cytotoxic T-lymphocyte protein
4 (CTLA4), sont également capables d’induire une boucle de d’amplification de la régulation

en induisant a leur tour des iBre; producteurs de TGFp et IDO (Nouél et al., 2015) (figure 4).
s IL35

L’IL35 est une cytokine appartenant a la « famille des cytokines IL12 ». 1l s’agit d’une
protéine dimérique composée des sous-unités IL12a et IL2703. De maniere surprenante, cette
cytokine semble jouer un role double au sein du SI. Elle peut jouer un rdle régulateur puisqu’il
a été montré dans un modele murin d’EAE que 1’absence de LB producteurs d’IL35 conduit a
une maladie exacerbée et a I’absence de rémission alors que, dans le cadre d’une infection a
Salmonella enterica, son absence se traduit par un effet protecteur par une résistance vis-a-vis
de ce pathogene. Elle peut étre produite par les LT mais également par les LB suite a une
stimulation par le TLR4 et le CD40 (Shen et al., 2014). Son effet régulateur est médié par
I’augmentation du nombre de LT et une inhibition de la production de Th17. Notons qu’une
population de plasmocytes CD138" est responsable de la sécrétion majoritaire d’IL35,

démontrant a nouveau le pouvoir régulateur de ces cellules différenciées (figure 4).
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o IL17

Les LB sont la principale population cellulaire productrice d’IL17 pendant une infection
parasitaire a Trypanosoma cruzi. Une €tude a montré que le transfert de LB sauvages décroit
I’inflammation et la mortalité des souris déficientes en LB et infectées avec 7. cruzi. Les LB
déficients en IL.17 ne permettent pas d’observer cet effet protecteur (Tosello Boari et al., 2012)

(figure 4).
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Figure 4 : Les mécanismes de [’action des lymphocytes B régulateurs

Les lymphocytes B régulateurs (LBg) sont capables de contrbler I'inflammation en agissant tant sur les
cellules de I'immunité innée que sur les cellules de 'immunité adaptative. Pour cela, des cytokines telles
que I'IL-10, le TGFB ou I'lL-35 sont produites. Les LBrg sont également capables d’agir directement par
contact cellule-cellule grace aux molécules CD40, CD1d, CD80/CD86 et Fas. NK = natural killers cells, NKT =
natural killer T cells, TNFa = tumor necrosis factor alpha, DC = dendritic cell, Th = lymphocyte T helper, LT eg=
lymphocyte T régulateur, LTy = lymphocyte T follicular helper, IL = interleukine, IFNy = interféron gamma,
GrB = granzyme B (d’aprés Rosser et al., 2014). - active =l inhibe

Controdle par contact cellule-cellule direct ou autocrine
Avec plusieurs exemples, nous avons rapporté ci-dessus I’implication de plusieurs

facteurs solubles dans la régulation de I’inflammation produits par les LB. Or, les LB, peuvent
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également agir directement par contact cellulaire. Plusieurs molécules membranaires sont alors

impliquées et nous tacherons de les rapporter ici.

% B7H et ICOS

Dans une maladie du systeme nerveux central, une réduction transitoire du niveau
d’ARN messager par les LT a été rapporté chez les souris déficientes en LB et dans les souris
ou les LB ne sont pas en mesure de sécréter de I’IL10 (O’Connor et al., 2007). Si les
conséquences de cette réduction de sont pas encore connues, il est intéressant de rappeler que
des molécules présentes a la surface des LT et des LB permettent leur interaction directe (Dong
et al., 2001; Swallow et al., 1999). Ainsi les LB expriment B7H capable d’interagir avec un de
ses récepteurs inducible Tcell costimulator (ICOS) présent sur les LT activés et régulateurs. Les
souris déficientes en molécules ICOS développent une EAE trés forte et bloquer I’'ICOS
pendant la phase d’induction de ’EAE accentue la maladie. Cette interaction est cruciale pour
le développement de LT producteurs d’IL10 et pour le fonctionnement optimal de LTreg

CD4*CD25" (Herman et al., 2004).
s CD73 et CD39

En 2014, il a été montré qu’une nouvelle population de LB est capable de réguler le
développement de colites de maniere indépendante de la production d’IL10 mais dépendante
de I’expression de CD39 et CD73 (Kaku et al., 2014). Dans un modele murin de colites induites
par le dextran sulfate sodium, le transfert de cellule LB B1 CD73" producteurs d’adénosine
confere une résistance aux souris CD73” susceptibles de développer des colites. De plus, apres
activation, les LB humains augmentent leur expression de CD39 et acquierent la capacité a
inhiber la prolifération des LT CD4* ou CD8* autologues (Saze et al., 2013). Ils montrent que
le 5’-AMP et peut-étre 1’adénosine (ADO) produits par les LB activés sont potentiellement
responsables de cette activité inhibitrice. Non seulement ADO supprime la prolifération des LT
mais aussi celle des LB. Ces résultats suggerent un mécanisme immunosuppresseur autocrine

médié par la voie CD39/ADO.
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% CD80-CD86 / CTLA4-CD28

L’expression de CD80 et CD86 par les LBy est importante dans I’inhibition de la
réponse inflammatoire Thl (Blair et al., 2010; Flores-Borja et al., 2013), grace a une liaison
cellule-cellule par la liaison du CTLA-4 et du CD28. L’expression de ces molécules par les LB
est essentielle a la rémission de I’EAE et de colites expérimentales (Mann et al., 2007;
Mizoguchi et al., 2000). De plus, dans un modele d’EAE, I’expression de CD80 et CD86 a la
surface de LB est trés importante pour le recrutement de LT.ee FoxP3* dans la moelle épiniere
au cours de I’inflammation (Mann et al., 2007). La capacité des LBre; T2-MZP a générer des
LT capables de réguler I’inflammation par la production d’IL-10 (LTg de type 1) in vitro
repose sur leur interaction via CD80-CD86 et CTLA-4 ou CD28 a la surface des LT, en

association avec la production d’IL10 par les LB.

D’autre part, une étude conduite au sein de notre laboratoire a permis de démontrer que
I’inhibition de la prolifération des LT n’est pas nécessairement dépendante de I’IL10, mais peut
nécessiter un contact cellulaire notamment via I’interaction entre CD80-CD86 des LB et CD28

des LT (Lemoine et al., 2011).
< CD1d

Le CDId est une glycoprotéine transmembranaire également appelés CMH non
classique et capable de présenter des antigenes. L’étude de son implication dans I’induction des
LB:eg est marginale mais quelques travaux ont mis en avant son intérét. En effet, il a été montré
que le transfert de cellules de la rate enrichies en LB T2 et LBzv améliore I’ AIC et les colites
ulcératives. Or, le CD1d est un marqueur trouvé a la surface des LB T2 et des LBzv (Amano et

al., 1998; Loder et al., 1999).

Bialecki ef al. montrent en 2009 qu’aprés une stimulation par les TLR, les LBz CD1d™
proliferent, maturent et parviennent a activer indirectement les iNKT, une population de cellules
au potentiel immunorégulateur, en présence de DC, grace a la présentation de I’antigéne
lipidique o-galactosylceramide (a-GalCer) par le CD1d. Cela est confirmé par une délétion des
LB ou I’activation des iNKT est bien moindre (Bialecki et al., 2009; Sonoda and Stein-Streilein,

2002).

D’autre part, il est intéressant de noter que dans un modele murin d’EAE ou le géne
codant pour le CD1d est déplété (CD1d-/-) que la pathologie est exacerbée, avec un nombre

diminué de NKT dans le sang périphérique. On notera d’autre part que chez les souris
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déficientes en LB, une augmentation du pourcentage de NK GrB* est observée, suggérant ainsi

que les LB peuvent supprimer la fonction cytotoxique des cellules NK (Bankoti et al., 2012).

En 2012, le r6le de présentation des antigenes lipidiques par les LBy transitionnels
CD24*CD38*IL10*CD1d" dans le maintien du nombre et de la fonction des iNKT est rappelé
(Bosma et al., 2012). Chez des patients atteints de LES, un défaut intrinseque du recyclage et
de I’expression du CD1d conduit a un défaut de la présentation antigénique de lipide par les
LB, et en conséquence a un défaut de maintien des iNKT. Or, le nombre et la fonction des iNKT
reviennent a la normale chez les patients répondeurs au rituximab, un Ac monoclonal
chimérique anti-CD20 responsable d’une déplétion en LB, aprés la repopulation par des LB

immatures qui expriment normalement le CD1d.

Enfin, Mizoguchi et al. ont démontré que les souris KO pour la chaine a du récepteur
des cellules T (TCRa-/-) et celle de I'IL10 (IL10-/-) développent spontanément une
inflammation intestinale chronique. Or il a été observé a la surface des LB issus des ganglions
lymphatiques mésentériques de I’intestin des souris IL10-/- une expression fortement diminuée

de la glycoprotéine CD1d par rapport a leur homologue TCR-/- (Mizoguchi et al., 2002).

¢ Les marqueurs de mort : Programmed death 1 (PD1) -Programmed death-

ligand 1(PDLI) et Fas - FasLL

Les LB PD-L1* jouent un role suppresseur de I’inflammation par interaction avec PD-
1 en induisant la conduction de signaux inhibiteurs dans les LT CD8* PD-1* effecteurs, inhibant
ainsi leur prolifération et leur fonctions effectrices, dans un cas d’infection a Salmonella sp
(Lopez-Medina et al., 2015) et dans un cas de cancer (Shalapour et al., 2015). D’autres études
appuient ce propos et montrent que la régulation de la réponse immunitaire par les LB peut
passer par la promotion de 1’apoptose par FasL, TNF-related apoptosis-inducing ligand
(TRAIL) et PD-L1 et PD-L2 (Alderson and Lynch, 1998; Anel et al., 2007; Lundy, 2009;
Sharpe et al., 2007).
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TLR, IMMUNITE INNEE & ADAPTATIVE

Le SI des vertébrés est composé de deux pendants complémentaires : le systeme inné et
le systeme adaptatif. Ils collaborent pour mettre en place a court et long terme une réponse la
plus efficace possible contre I’invasion microbienne. Dans la premiere partie de 1’introduction
de cette theése, nous avons abordé le fonctionnement du SI adaptatif a travers la participation
des LB, notamment par la régulation de I’inflammation. Dans cette partie, nous allons voir
comment I’immunité innée, commune a tous les animaux, participe a I’initiation et a

I’orientation de la réponse immunitaire adaptative (Pasare and Medzhitov, 2005).

LES RECEPTEURS DE L IMMUNITE INNEE

Le SI inné consiste en un ensemble de défenses contre les infections dont les barrieres
physiques (peau, membranes des muqueuses, etc) et chimiques (acidité des composants de
I’estomac et molécules anti-microbiennes) en sont les premieres. Il est activé immédiatement
aprés ’invasion par un organisme pathogene. La composante cellulaire du SI comprend des
cellules dotées de récepteurs capables de reconnaitre directement une série limitée de produits
microbiens aux motifs moléculaires conservés et uniques a la fois. A la reconnaissance de leurs
cibles, ces récepteurs déclenchent une réponse rapide et relativement spécifique contre les

pathogenes cibles.

Parmi ces récepteurs de ’immunité innée, nous retrouvons les familles suivantes : les
récepteurs du complément, les lectines de type C et les lectines liant le mannose (Mannose
binding lectins — MBL), les protéines C-réactives (C reactiv proteins - CRP), les récepteurs
scavengers (SR), les récepteurs nucleotide oligomerization domain et les récepteurs TLR. Dans
cette partie, nous nous intéresserons plus particuliecrement aux récepteurs TLR, et au TLR9 plus

précisément.

39



TLR Membranes Lipoprotéines, Bactéries, virus,
Toll-like receptors plasmique ou ADN, ARN, parasites,
endosomale endotoxine, autoantigénes
signaux endogénes
de danger
NLR Cytoplasme Signaux de danger  Autoantigénes,
NOD-like receptors endogénes, bactéries
dipeptides
muramyl
CLR Membrane Béta-glucans Champignons
C-type lectin plasmique
receptors
RLR Cytoplasme ARN double-brin ARN viral

Retinoic acid-
inducible gene-1
like receptors

Tableau 3 : Propriétés des Pattern Recognition Receptors (PRR)

(d’aprés médecineflammarion.com)

LES TOLL-LIKE RECEPTORS

Generalites sur les TLR

Histoire de la découverte des TLR
L’histoire de la découverte des TLR démarre dans les années 1980s ou trois études

capitales ont permis d’en comprendre la fonction et I’importance pour I’immunité innée

(O’Neill et al., 2013) (figure 5).

En 1996, Jules Hoffman et Bruno Lemaitre étudient la protéine Toll. Il s’agit d’un
récepteur de signalisation transmembranaire impliqué dans I’apparition de 1’axe dorso-ventral
au cours du développement de la drosophile. Ils observent que des mutations dans cette protéine
rendent les mouches tres sensibles a des infections 1étales par Aspergillus fumigatus (Lemaitre

et al., 1996).

La seconde découverte a été réalisée par Charles Janeway et Ruslan Medzhitov en 1997
(Medzhitov et al., 1997). Ils découvrent une protéine humaine au domaine cytoplasmique
homologue a celui de la protéine Toll et a celui du récepteur humain a IL-1. Ils appellent cette

protéine Toll-Like Receptor 4 ou TLR4. Ce TLR4 induit une signalisation par la voie NFkB et
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la transcription de génes nécessaires a I’activation des LT naifs (il1, il6 et il8 et B7.1). Cette
découverte a permis de mettre en évidence le role clé joué par les TLR dans I’induction et

’orientation de réponses immunitaires adaptatives.

La signalisation
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Figure 5 : Historique de la découverte des TLR

(d’aprés O’Neill et al., 2013)

La derniere découverte remonte a 1998. L.’équipe de Bruce Beutler qui apporte la preuve
que le TLR4 est un élément essentiel a la reconnaissance du LPS. 1l utilise une souche de souris
C3H/Hel et C57BL/10ScCr portant une mutation faux-sens (proline > histidine) dans 1’exon 3
a la position 712 sur un locus du gene Ips, codant pour une protéine proche du TLR4. Par
clonage positionnel, il identifie le locus responsable de I’hyposensibilité au LPS de ces souris.
La mutation perte de fonction de ce locus abolit la signalisation par le TLR4 qui rend les

animaux résistants au lipopolysaccharide (LPS) accumulé au cours d’infection. Bruce Beutler
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confirme alors I’importance des TLR dans le développement des réactions immunes (Beutler,

2002; Poltorak et al., 1998).

Structure, fonction et activation des TLR
Par recherche d’homologie avec la protéine Toll rencontrée chez la drosophile, 10
membres de la famille des récepteurs Toll-like ont été identifiés chez I’Homme. Il s’agit de
protéines transmembranaires de type 1 formées d’une région extracellulaire, d’une région

transmembranaire et d’un domaine intracellulaire Toll/ll-1 receptor (TIR).

La région extracellulaire des TLR est le lieu de reconnaissance des ligands. Elle est
composée de plusieurs séquences de 24 a 29 acides aminées riches en leucine appelées leucine
rich repeat (LRR) et sa longueur varie pour chaque TLR. Elle est suivie d’une partie
transmembranaire et d’un domaine intra-cytoplasmique. Ce dernier domaine est hautement
conserve dans 1I’évolution depuis la drosophile jusqu’a ’Homme, et est également retrouvé chez
les plantes qui possédent un gene de résistance a I’infection par la mosaique du tabac (géne R)
(Whitham et al., 1994). De par son homologie avec le domaine intra-cytoplasmique de la
famille des récepteurs a ’interleukine 1 (IL-1R), il a été baptisé TIR. C’est un domaine long de
150 acides aminés environ qui permet la conduction du signal grice a son interaction avec

plusieurs protéines cytoplasmiques.

Chacun des TLR est spécifique d’un répertoire de ligands appelé « motif moléculaire
associé a des pathogeénes » (PAMP). Afin d’identifier les ligands capables d’activer les TLR,
des modeles murins ont été utilisés déficients pour chacun des TLR ont été générés. Les

principaux ligands identifiés sont présentés sur la figure ci-dessous (Akira, 2003) (figure 6).

Les TLR sont capables de reconnaitre des PAMP multiples dont des sucres, des
protéines et des acides nucléiques. Le TLR2 est spécifique des lipoprotéines et acides
lipoteichoiques bactériens, le TLR3 reconnait de I’ARN double brin, le TLR4 reconnait
spécifiquement les lipopolysaccharides (LPS), le TLRS reconnait la flagelline, le TLR7 détecte
I’ARN viral simple brin et enfin, le TLR9 reconnait spécifiquement les répétitions du

dinucléotide CpG non méthylés souvent d’origine bactérienne ou chez certains virus (figure 6).

Les ligands des TLR1, 2, 4, 5 et 6 sont des produits typiquement bactériens faciles a
distinguer des ¢léments chimiques créés par I’hote. En revanche, les TLR3, 7, 8 et 9, localisés
dans des compartiments intracellulaires, sont spécialisés dans la détection de structures
chimiques non uniques au monde microbien et sont potentiellement capables d’induire une

réponse contre 1’acide désoxyribonucléique (ADN) de I’hote (Gay et al., 2014). En effet, dans
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certaines conditions anormales, un défaut d’élimination des corps apoptotiques peut étre a
I’origine de I’endocytose des acides nucléiques de I’hote retrouvés dans un complexe
ADN/acide ribonucléique (ARN) -protéines. La rencontre dans les endosomes de ces ligands
avec des TLR peut alors conduire a une rupture de la tolérance et a I’auto-immunité (Chan et
al., 2015; Pawaria et al., 2015). L’importance de I’internalisation du CpG a ét¢ démontrée dans
une étude ou les auteurs ont associé physiquement le CpG-ODN a une bille, ce qui conduisait

a ’inhibition de la réponse par le LB (Manzel and Macfarlane, 1999).

Certains TLR se dimérisent afin d’étendre le spectre des cibles reconnues.
L’hétérodimeére TLRI-TLR2 peut reconnaitre des lipopeptides triacylés alors que la
reconnaissance de lipopeptides diacylés nécessite le couple TLR2-TLR6. Il existe aussi des
associations de TLR en homodimeres (ex : le TLR9 dans les endosomes) qui requiert la
participation de molécules accessoires pour permettre une signalisation optimale. Ainsi, le
TLR4 s’associe avec le facteur MD2 pour atteindre la membrane plasmique et interagir avec le
LPS. Son corécepteur CD14 est lui aussi associé au complexe de reconnaissance du LPS. Il
existe également des polymorphismes dans les génes codant pour certains TLR qui produisent
des récepteurs peu ou non actifs et parfois associés a une sensibilité accrue de différents types

d’agents infectieux (figure 6).
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Figure 6 : Apercu des voies de signalisation et ligands des TLR

Les TLR sont localisés a la surface des cellules et dans les endosomes. Apres stimulation, ils induisent deux voies de
signalisation qui impliquent la protéine MYD88 ou la protéine TRIF. La signalisation croisée avec d’autres voies permet
la régulation de la signalisation en aval des TLR et conduit soit a I'apoptose, soit a la survie cellulaire et a la transcription
de cytokines pro-inflammatoires et de chemokines, et d’IFN de type I.

AP-1, activator protein 1; CREB, cAMP-responsive element-binding protein; dsDNA, double-stranded DNA; dsRNA,
double-stranded RNA; ERK, extracellular signal-requlated kinase; FADD, FAS-associated death domain; IkBa, inhibitor
of NF-kBa; IKK, inhibitor of NF-kB kinase; IRAK, interleukin-1 receptor-associated kinase; IRF, IFN-regulatory factor; ISRE,
IFN-stimulated response element; INK, JUN N-terminal kinase; LBP, LPS-binding protein; LPS, lipopolysaccharide; MAL,
MYD88 adaptor-like protein; MAP3K, mitogen-activated protein kinase kinase kinase 8, MD2, myeloid differentiation
factor 2; MEK, mitogen-activated protein kinase/ERK kinase; MKK, mitogen-activated protein kinase kinase; NEMO, NF-
kB essential modulator; NF-kB, nuclear factor-kB; PI3K, phosphoinositide 3-kinase; PKCe, protein kinase Ce; RIP1,
receptor-interacting protein 1; ssSRNA, single-stranded RNA; TAB, TAK1-binding protein; TAK1, TGFB-activated kinase 1
(= MAP3K7); TBK1, TANK-binding kinase 1; TRAF, tumour necrosis factor receptor-associated factor; TRAM, TRIF-related
adaptor molecule (d’aprés Gay et al., 2014).
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Role des TLR dans la migration cellulaire

Un des traits caractéristiques du SI est la capacité des cellules qui en font partie a migrer
pour surveiller, attaquer, contenir et éliminer les pathogenes envahissants. Il existe deux types

de migration cellulaire : inductible et innée.

La migration innée a déja été abordée dans la premiere partie de cette introduction. Elle consiste
en la migration des lymphocytes naifs entre les organes lymphoides secondaires via le sang et
la lymphe dans le but de rencontrer des pathogenes, de maturer et de se préparer ainsi a initier

des réponses. Ce processus de migration ne requiert pas la participation des TLR.

La migration cellulaire inductible a quant a elle la fonction de conduire les cellules immunitaires
vers le site d’infection pour augmenter la réponse contre les pathogenes infectants. Cette
migration cellulaire implique une séquence trés contrdlée d’éveénements médiés les facteurs
chimiotactiques et les molécules d’adhésion de surface. L’activation par les TLR permet
I’expression de sélectines, de chimiokines et de récepteurs aux chimiokines qui régulent cette

migration cellulaire aux sites de 1’inflammation (Huang et al., 2001).

Dans cette partie, nous verrons comment les TLR participent a la migration cellulaire
inductible. La reconnaissance directe par les TLR de leur ligand ou, indirectement, la détection
d’un produit de leur activation par les macrophages résidents au site de I’infection (par exemple
le TNFa), permet d’induire la migration des cellules immunitaire au site d’infection. Les TLR
permettent la production de chimiokines (IL8, growth-related oncogene-o. (GRO-a), monocyte
chemoattractant protein 1 (MCP-1), MCP-2, MCP-3, MCP-4, macrophage inflammatory
protein 1o (MIP-1a), MIP-1 et regulation on activation, normal T cell expressed and secreted
(RANTES)) qui se lient a I’endothélium vasculaire et déclenche des changements
conformationnels des intégrines a la surface des leucocytes. L’endothélium vasculaire exprime
de son coté les ligands de ces intégrines suite a une stimulation directe ou indirecte par les TLR.
Cette expression est due, soit a une stimulation directe par les TLR, soit grace a une stimulation

indirecte. Cela permet une adhésion ferme de ces leucocytes a I’endothélium vasculaire.

Role des TLR dans I’activation des cellules de I'immunité innée

Une inflammation chronique nécessite la participation de plusieurs types cellulaires
dont des cellules de I’'immunité innée telles que les monocytes, les neutrophiles, les basophiles,
les éosinophiles et les cellules NK ainsi qu’a des cellules dendritiques, mastocytes et

macrophages résidents des tissus infectés. Les neutrophiles et les cellules NK sont essentiels
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puisqu’ils permettent la mort directe des pathogenes et des cellules infectées respectivement.
Les TLR sont exprimés par les cellules de I'immunité innée mais aussi par les cellules de
I’immunité acquise. Ils sont impliqués dans de nombreux processus de la réponse

inflammatoire.

Activation des leucocytes de I'immunité innée
Par le passé, des études ont tenté de suivre I’expression des TLR par les leucocytes innés

mais plusieurs éléments ont rendu difficile I’obtention de conclusions sires :

- les contradictions entre 1’expression des ARN messagers et la capacité des cellules a
répondre aux agonistes de TLR

- le manque d’Ac fiables pour les TLR

- les différences d’expression entre especes

- larégulation positive ou négative de I’expression de certains TLR dans différents types

cellulaires

Cependant, les résultats de I’expression de I’ARN messager des TLR a quand méme permis
d’obtenir quelques informations intéressantes. Chez I’Homme, les neutrophiles expriment les
ARN messagers des TLR1 a TLR10, sauf le TLR3, et répondent au LPS (agoniste du TLR4),
zymosan (agoniste synthétique du TLR2) et R848 (agoniste du TLR7). En revanche, ils ne
répondent pas a une stimulation par le CpG du TLR9 (Neufert et al., 2001). De la méme
manicre, les cellules NK expriment I’ARN messager du TLR9 mais ne répondent pas a sa
stimulation par le CpG (Hornung et al., 2002). Malgré leur expression constitutive d’ARN
messagers TLR1, 4, 7, 9 et 10, les ¢osinophiles ne répondent qu’a la stimulation par le R848
via le TLR7, permettant ainsi leur activation et leur survie prolongée. Les mastocytes expriment
les TLR1, 2, 4 et 6 et répondent aux agonistes des TLR2 et TLR4. Les monocytes expriment
une quantité de TLR qui induit leur activation. Une fois activés, les monocytes peuvent se
différencier en macrophages ou DC et contribuer au développement d’une réponse adaptative

dans les tissus inflammés.

La signalisation par les TLR ne permet pas uniquement de réguler 1’émission de chimiokines
et de leurs récepteurs, mais ils controlent également 1’expression de ces récepteurs aux
chimiokines a la surface des cellules stromales en inhibant la désensibilisation de ces récepteurs.
Ainsi, les neutrophiles activés par le TLR4 inhibent I’expression des kinases couplées aux

protéines G, ce qui permet a ces cellules de continuer a répondre aux chimiokines plus

longtemps.
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Activation des cellules dendritiques
Les DC sont a la charniere entre le ST inné, et le SI adaptatif. Ces cellules présentatrices
d’antigénes sont notamment nécessaires a 1’activation et a la différenciation des LThl, des
LTh2 et des LT cytotoxiques (LTc) et expriment de nombreux types de Pattern Recognition

Receptor (PRR), y compris des lectines de type C, des récepteurs au mannose et des TLR.

Activées apres la capture d’antigenes, les DC migrent vers les ganglions lymphatiques
les plus proches pour présenter les peptides antigéniques aux LT naifs via le CMH-II. Pour
réaliser cette présentation, plusieurs processus doivent avoir lieu et sont influencés par une
stimulation via les TLR. Il est nécessaire de phagocyter le pathogéne, d’augmenter I’expression
du CMH-II et des molécules de co-stimulation (CD80, CD86), ainsi que de sécréter des

cytokines et des chimiokines.

La stimulation des DC immatures via des ligands de TLR conduit a I’inhibition de CCR6
et a ’augmentation de 1’expression de CCR7 (Sallusto et al., 1998). Cela améliore la capacité
des DC a migrer des tissus périphériques vers les ganglions lymphatiques. Ils sont dépendants
de I’environnement et de la reconnaissance d’un PAMP par un PRR. Certaines réponses
conduites par les TLR sont particuliécrement importantes a 1’établissement de réponses Thl

(Schnare et al., 2001) et cytotoxiques (Palliser et al., 2004).

Des sous-groupes de DC naturellement répartis dans différentes niches anatomiques
sont capables de répondre a certains types de pathogenes grace a I’expression de différents TLR.
Chez la souris, toutes les DC de la rate expriment les TLR1, 2, 4, 6, 8 et 9 (Edwards et al., 2003)
mais leurs pDC n’expriment pas le TLR3, comme leurs DC CD8a* n’expriment pas le TLRS
ou le TLR7. I est intéressant de noter que les pDC semblent spécialisées dans la détection des
infections virales parce qu’elles induisent une réponse tres efficace aprés stimulation via le
TLRO9 et le TLR7. D’autres différences existent dans la capacité de réponse de certaines DC
fraichement isolées apreés stimulation via les TLR. Les DC de la rate fraichement isolées
expriment le TLR4 mais ne sont pas capables de répondre a une stimulation par le LPS, seuls
les monocytes et les DC différenciés in vitro le peuvent. A I’instar des macrophages murins, les
DC CD11c*CD11b* différenciés a partir des précurseurs de la moelle osseuse en présence de
granulocye-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) ont quant a eux une haute

expression du TLR4 et répondent fortement au LPS (Boonstra et al., 2003).
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Activation des cellules stromales

Comme évoqué précédemment, I’épithélium constitue une premiére ligne de défense du
SIinn¢é. Une forte expression de TLR dans les cellules de 1’épithélium de 1’intestin en découle,
ainsi que dans les tractus respiratoire et urogénital. La reconnaissance de pathogeénes par ces
cellules via les TLR conduit a la production de cytokines, de peptides anti-microbiens et de
chimiokines, ce qui influence la migration cellulaire comme vu précédemment. Une étude
publiée en 2003 utilise un modele de choc septique pour démontrer que la stimulation par le
TLR4 sur les cellules stromales est a 1’origine d’une rapide concentration de neutrophiles dans

les poumons (Andonegui et al., 2003).

Role des TLR dans I'activation des cellules de I'immunité adaptative

Grace a une étude publiée en 2001, il a été montré que I’immunité innée et I’immunité
acquise sont intimement liées. Dans cet article utilisant un modele murin myd88-/- stimulé par
I’injection d’un Ag, Schnare et al. mettent en évidence un défaut de la réponse Th1 mais pas de
la réponse Th2. Cela suggere que les voies de signalisation par les TLR sont nécessaires a
I’induction et I’orientation de réponses adaptatives a I’antigéne injecté dans les souris (Schnare
etal., 2001). D’autres études ont affiné cette hypothese en précisant que, dans un modele de co-
stimulation, la quantit¢ de PAMP utilisée pour déclencher I’immunité innée en parallele a
I’exposition a ’antigéne joue un role dans 1’orientation entre réponse Th1 ou Th2. En effet, une
étude consacrée a 1’asthme allergique caractérisé par une réponse Th2 montre que lorsque la
dose de LPS inhalée est faible, la réponse induite est préférentiellement de type Th2 alors
qu’une forte exposition au LPS conduit a I’'induction d’une réponse Thl. Dans une autre étude,
il a été remarqué que la voie des TLR permet une réponse adaptative a I’infection en induisant

la production d’IL6 et I’inhibition de I’action régulatrice par les LTreg.

Controle de I'activation des LT par les DC stimulés via les TLR
Une fois dans les ganglions lymphatiques, les DC activées migrent dans les zones T et
cherchent un LT spécifique de leur Ag pour induire son activation et sa différenciation en cellule
effectrice. Les TLR sont nécessaires a I’activation et a la maturation des DC, qui vont exprimer
les molécules de CMH et les molécules de co-stimulation (CD80 et CD86) nécessaires pour
réaliser la présentation antigénique ainsi que l’activation des LT (Medzhitov, 2001). En
fonction de la quantité de peptide présenté, des types de molécules de co-stimulation exprimées

et des molécules sécrétées par les DC, les LT CD4™ naifs se différencieront préférentiellement
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en LTh1 ou en LTh2. La premieére activation des LT CD8* requiert les mémes signaux de la

part des DC, alors que I’établissement d’une réponse par les LT mémoires CD8" nécessite 1’aide
des LT CD4".

Une population donnée de DC ne peut répondre qu’a un type de pathogene donné en fonction
des TLR qu’elle exprime et, inversement, la stimulation par un ligand de TLR donné va donner
des réponses différentes en fonction de la DC qui I’exprime (Iwasaki and Medzhitov, 2004).
Par exemple, la stimulation de pDC humains et de DC myéloides (mDC) avec un ligand
synthétique du TLR7 ou certains oligonucléotides synthétiques contenant des motifs CpG

induisent la sécrétion d’IFNa et d’IL12 respectivement (Ito et al., 2002) (figure 7).
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Figure 7 : Les populations de DC experiment différents TLRs

Les DC du sang périphérique et les monocytes expriment différents TLR a leur surface et dans le
compartiment endolysosomal. Cela leur permet de reconnaitre les bactéries, les champignons et les
virus présents dans I’environnement. En réponse, ils sécrétent des cytokines proinflammatoires et des
interférons de type | (d’apres lwasaki & Medzhitov, 2004).

La sécrétion d’IL12 est capable d’influencer la différenciation des LT CD4™" activés vers un
profil LTh1 (Trinchieri, 2003). Cela a été confirmé par une étude conduite chez la souris. Si la
souris sauvage, stimulée par une forte quantité d’adjuvant de Freund et de ligands de TLR (LPS,
CpG) produit une réponse Thl, les souris déplétées pour le gene de myd88 en aval de la

signalisation par les TLR induit une réponse Th2 (Kaisho et al., 2002), ce qui permet de
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conclure que I’activation des DC via les TLR avec une forte dose de ligand permet de favoriser
le développement d’une réponse Thl. 11 est intéressant de noter que si une forte activation des
DC par du LPS en grande quantité induit une réponse Thl, une faible quantité induira
préférentiellement une réponse Th2 comme en cas d’asthme (Eisenbarth et al., 2002).
L’activation des DC via les TLR leur permet également d’influer sur la balance entre
inflammation et régulation. En effet, aprés stimulation par les TLR, les DC produisent de 1I’IL6,
cytokine pro-inflammatoire qui va bloquer la régulation des LT effecteurs par les LTreg
CD4*CD25"FoxP3* (Pasare and Medzhitov, 2003). Cette suppression de la fonction régulatrice
médiée par les DC est également observable in vivo, et les autres modes d’activation des DC ne

produisent pas d’effet équivalent (Yang et al., 2004).

Contréle de la production d’interférons par les TLR

Une étude publiée en 1999 montre qu’une stimulation via les ligands de TLR
poly(Dpoly(C), LPS, CpG et Imiquimod résulte en une forte production d’IFN-f3 et d’IFN-a par
plusieurs types cellulaires (Tough et al., 1999). Apres une infection virale, ces interférons
sécrétés induisent une boucle de rétrocontrole positif en se liant a leurs récepteurs IFN-a/BR et
induisent I’expression de plus de geénes de la famille de I’'IFN-q, alors qu'une stimulation type
bactérienne avec du LPS conduit a une sécrétion principale d’IFNf sans induction d’IFNa. I1
est intéressant de noter que les TLR ont une spécificité dans 1’induction de certains IFN. Si les
TLR3, 4, 7 et 9 peuvent tous induire les IFN-0/f, mais via des voies de signalisation différentes,

les TLR1, 2, 5 et 6 ne le peuvent pas.

Originellement associées a la défense antivirale, ces cytokines ont d’autres effets dans le
développement de I’immunité adaptative. Les TLR exercent donc encore une fois une influence
sur I’immunité adaptative par I’intermédiaire des interférons. Les IFN de type I peuvent activer
directement STAT4 et induire la production d’IFNy par les LT CD8" chez la souris (Nguyen et
al., 2002) et les LT CD4" chez ’'Homme (Rogge et al., 1998). De plus, la cross-presentation
des antigeénes viraux a lieu grace a un mécanisme dépendant des interférons de type I,
indépendant de 1’aide des LT CD4* mais dépendant de I’interaction avec des DC stimulés (Le
Bon et al., 2003). Les IFNo/p permettent aussi aux LB de réaliser leur commutation isotypique
et leur différenciation en plasmocytes via ’activation des DC (Le Bon et al., 2001). IIs sont

indispensables également a I’activation des cellules NK (Biron et al., 1999).
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Contréle de I'activation des LB et de leur production d’Ac par les TLR
Les LB ont la particularité d’étre en mesure d’exprimer un BCR, récepteur a 1’antigéne
congu a partir de réarrangements génétiques des génes d’immunoglobulines qui le rendent
unique et spécifique d’un antigéne donné. Ils expriment en méme temps des PRR, et
principalement des TLR qui lui permettent d’étre réceptif a plusieurs autres molécules associées
a des pathogenes. Les LB humains expriment en effet les TLR1, 6, 7, 9 et 10 et le TLR2 a un
plus faible niveau. (Bourke et al., 2003). Comme évoqué plus haut, les LB humains difféerent

des LB murins qui expriment le TLR4 et peuvent donc étre stimulés par le LPS.

Une stimulation des LB via les TLR conduit a une activation polyclonale ainsi qu’a la
production d’Ac IgM de faible affinité. Les LB B1 de la cavité péritonéale et les LBzvsont
particulierement sensibles aux ligands de TLR et participent a une réponse rapide en produisant
des Ac de maniere LT indépendante, souvent dirigés contre des composants bactériens tels que
la phosphatidylcholine (Martin and Kearney, 2002). Une étude publiée récemment a montré
que la signalisation par le TLR9 est capable de bloquer la capacité des LB a capturer, appréter
et présenter les Ag pour lesquels ils sont spécifiques. Cela aboutit a une inhibition de
I’activation des LTh in vitro. Ils montrent enfin dans un modele murin in vivo et dans un essai
clinique chez ’Homme que le CpG-ODN potentialise la réponse Ac a une protéine vaccinale
mais ne permet pas la maturation d’affinité. La signalisation par le TLR9 est donc en mesure
d’augmenter le titre en Ac mais non les évenements typiquement réalisés par les LB dans les

OLS (Akkaya et al., 2018).

Comme vu précédemment, dans des cas exceptionnels, les LB peuvent produire des Ac auto-
réactifs apres reconnaissance d’ADN endogéne (Green and Marshak-Rothstein, 2011;
Marshak-Rothstein, 2006) mais il existe des mécanismes qui permettent d’inhiber cette
production. Un de ces mécanismes est I’envoi d’un signal tolérogénique par les LB autoréactifs
via les TLR qui inhibe leur activation (Rui et al., 2003). Un modele de souris Nba2 Yaa (locus
Y chromosome-linked autoimmune accelerating) enclin a développer une autoimmunité et 71r9-
/- a permis de démontrer que le TLR7 induit une pathologie autoimmune de maniere accélérée
et la survie des souris en était compromise. En effet, ces souris surexpriment des ARN
messagers du TLR7 qui produit une meilleure réponse au ligand du TLR7 par rapport aux LB
Tlr9+/+ provenant de la méme souche (Santiago-Raber et al., 2010). D’autres études ont
montré que la délétion du géne du TLR7 a un effet bénéfique sur la pathologie, réduisant
I’inflammation et la sévérité de la pathologie (Christensen et al., 2006; Nickerson et al., 2010).

De son c6té, une délétion en TLR9 a un réle contraire sur I’inflammation. Elle induit en effet
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une augmentation de 1’activation de I’inflammation et de la mortalité (Bossaller et al., 2016;

Gies et al., 2018; Wu and Peng, 2006; Yu et al., 2006).

Les LB mémoires humains stimulés via les TLR7 et TLR9 sont plus répondeurs que les LB
naifs et produisent des Ac apres une stimulation par le CpG (Bernasconi et al., 2002). Il semble
donc que la stimulation par les TLR permette d’induire une réponse rapide par les LB ainsi que

la tolérance du soi.

LE TLRO HUMAIN ET LYMPHOCYTE B

Structure et ligand

Le 9°™ membre de la famille des TLR (ou CD289) est principalement exprimé par les cellules
du SI, et en particulier par les LB (Bourke et al., 2003) et pDC chez I’Homme (Hornung et al.,
2002). Sa séquence ADN, sur le chromosome 3 chez I’Homme, est long de 5,08kb et possede
deux exons. Certains polymorphismes (single nucleotide polymorphism, SNP) ont été
découverts mais malheureusement, leur impact sur la structure et la fonction du TLR9 n’ont pas
été étudie€ systématiquement. Chez ’Homme, il existe 5 isoformes du TLRO issus d’un épissage
alternatif des transcrits du gene. Ils sont appelés TLR9-A, TLR9-B, TLR9-C, TLR9-D et TLR9-
E. Quelques 1égeres variations de taille les distinguent les uns des autres, mais une région de
975 acides aminés leur est commune. L’expression de ces différentes isoformes varie en
fonction du type cellulaire, de leur état de maturation ou encore du degré d’inflammation
systémique. Le TLR9-A est la forme la plus décrite et c’est de cette forme dont nous allons

traiter dans ce travail (figure 8).

Le TLRO est une protéine transmembranaire de type I longue de 1032 acides aminés et de
localisation intracellulaire. La structure tri-dimensionnelle de la partie C-terminale de son
homologue murin a été obtenue par cristallographie (Ohto et al., 2015; Park et al., 2008). Ses
domaines LRR se regroupent sous forme de fer a cheval et une boucle Z (Z-loop) se trouve au

milieu de I’ectodomaine (entre les séquences LRR 14 et 15) (figure 8).

De par la littérature, on sait que le TLRY interagit avec son ligand, le CpG-ODN, au niveau de
sa partie extracellulaire au niveau des séquences d’a.a 7-51 ; a.a 72-77 ; a.a 95-109 ; a.a 132 ;
a.a 179-181 ; a.a 208. Elle a un domaine transmembranaire correspondant aux acides aminés
819-839. Son domaine TIR est limité par les acides aminés 868 et 1016. Enfin son domaine

cytoplasmique correspond aux acides aminés a.a 840-1032. La protéine a 8 ponts disulfures qui
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lui conferent sa structure tridimensionnelle. Elle peut enfin &étre glycosylée par des N-
glycosylations qui touchent les sites suivants : 64 ; 129 ;200 ; 210 ; 242 ; 300 ; 340 ; 469 : 513
;567 ;694 ;731.

A
a.an’l « > a.an’818 a.a 1032
N-term [1]2]3]a[s]e[7]8]o] 1011 ]12]13]1a15] 16 [17[ 18] 19 [20]21]22] 23] 2a] 25 26] | TIR I
8 ™
) _ Z-loop
B Slte(ileoglgl)age Site de clivage C
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en motifs LRR
N-term
Membrane | :
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Domaine
TIR

v

Domaine C-terminal non
clivé (vert) —site de liaison au
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Figure 8 : Structure du TLR9 humain entier

A : Le TLR9 humain est composé de 26 domaines LRR et d’une boucle Z (Z-loop). Il est également
composé d’'un domaine transmembranaire et d’'un domaine TIR. B : Le TLR9 subit clivage protéolytique
au niveau de la boucle Z par les cathepsines et endopeptidases a pH acide. Le fragment N-terminal
généré se rattrache au reste du TLR9 et joue un role important dans sa signalisation. C: Le domaine
riche en LRR est le site de liaison du ligand CpG-ODN. Ici, le ligand apparait en violet.

a.a = acide aminés, TM = domaine TransMembranaire , N-term = domaine N-terminal, C-term =
domaine C-terminal, LRR = Leucine Rich Repeat (d’apres Ohto et al., 2015 et uniprot.org)

Le TLRO reconnait préférentiellement I’ADN n’ayant pas de méthylation sur le carbone 5 des
cytosines dans un contexte particulier de motifs répétés C-G (CpG) (Barton, 2007; Hemmi et
al., 2000). Ces motifs répétés varient entre les especes et sont globalement moins fréquents dans
I’ADN eucaryote (Krieg, 2002). On en trouve principalement dans le milieu environnant apres
endocytose ou phagocytose de virus ou de bactéries qui, apres dégradation, ont vu leurs acides
nucléiques relargués (Lee and Barton, 2014). Chez ’Homme, ces répétitions de CpG existent

sous forme d’héxameres : 5’-GTCGTT-3’ mais elles activent trés peu le TLR9. Cependant, a
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cause d’importants dommages cellulaires ou tissulaires, des acides nucléiques endogenes
associés a des protéines ou contenus dans des complexes immuns souvent pi€égés dans la matrice
extracellulaire ou Neutrophils extracellular traps NETs peuvent faire réagir le TLR9
(Brinkmann et al., 2004; Pelka et al., 2016). Apres capture par le BCR, le récepteur Fc, le LL37
ou encore High Mobility Group Box 1 (HMGBI1), ces autoAg peuvent étre endocytés et
atteindre les endolysosomes ou ils activent le TLRY (Yanai et al., 2009) (figure 9).

omplexe immun- Virus
ADN libre ‘ c::omatine  ADN
=\ —AR—> viral
/ —
Dégradation (DNase Récepteur Fc Entrée par
1) - pas d’entrée 0 VB » endocytose
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Transcription des
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Figure 9 : Entrée du ligand du TLR9 dans la cellule et trafic vers les endosomes ot ils se
rencontrent

En 2008, une étude confirme d’ailleurs que le BCR peut étre internalisé avec un Ag dans des
compartiments autophagosomes-like ou il co-localise avec le TLR9 et p38, un marqueur de
I’autophagie (Chaturvedi et al., 2008). Cela suggere que le BCR est en mesure d’organiser la
relocalisation des compartiments cellulaires pour améliorer la rencontre entre le TLR9 et son
ligand. Dans les pDC, un systeme analogue de livraison d’antigene existe, le CD32 (ou

FcyRlla), un récepteur de faible affinité pour les I[gG2a (Means et al., 2005).
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Pour I’¢étude du TLR9, des ligands synthétiques ont été produits afin de le stimuler de manicre
optimale. Des ODN possédant des motifs CpG non méthylés ont été synthétisés. Il en existe

plusieurs formes qui different par de 1égeres variations dans la structure (figure 10).

- Le CpG-A contient une séquence palindromique centrale de CpG-PO (phosphodiester)
et une queue 3’poly-G modifiée. Sa structure hautement stable peut étre endocytée
efficacement pour rejoindre le TLRO et induire une forte stimulation et maturation des
DC et pDC, en particulier et une production de grandes quantités d’IFNa, de cytokines
pro-inflammatoires et encourager la prolifération des LT effecteurs et donc une réponse

pro-inflammatoire.

- A contrario, le CpG-B consiste en une séquence de 18-28mer d’oligodeoxynucleotides
linéaires contenant un motif 6mer CpG (GTCGTT chez ’'Homme ; GACGTT chez la
souris) qui active efficacement les LB par la voie Nuclear Factor kappa B (NFkB) mais
ne permet qu’une faible production d’IFNa (Giirsel et al., 2002; Krieg, 2002; Verthelyi
and Zeuner, 2003).

- Laderniere catégorie de CpG est de type C. Elle combine les caractéristiques des CpG-
A et CpG-B, et sont capables d’induire une forte production d’IFNa par les pDC ainsi
qu’une forte stimulation des LB, mais dans une moindre mesure que le CpG-B (figure
10).

La fixation du CpG-ODN permet le rapprochement allostérique des domaines TIR, le
recrutement de MyD8&8 et la transduction du signal. Ce signal peut induire la production de
cytokines proiklammatoires et d’IFN de type I surtout par les pDC. Il induit également

I’activation polyclonale des LB.
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Types de CpG-ODN
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Figure 10 : Les trois classes de CpG-ODN synthétiques, agonistes du TLR9

Le TLR9 est un récepteur reconnaissant spécifiguement I’ADN bactérien riche en motifs CpG hypométhylé.
Il existe 3 classes de ligands synthétiques du TLR9, le CpG-A, le CpG-B et le CpG-C (d’apres le site
www.invivogen.com).

Le trafic intracellulaire du TLR9

Un premier niveau régulant la reconnaissance des antigenes du soi est la localisation du
TLRO dans les endolysosomes qui limite la rencontre avec des Ag (Latz et al., 2004). Une étude
démontre dans un modele artificiel de TLR9 muté dans sa partie transmembranaire (TLR9™-
MUT), qu’une localisation aberrante du TLR9 a la membrane plasmique force la rencontre avec

des autoAg et induit une inflammation létale chez la souris (Mouchess et al., 2011).

Pour retrouver ses ligands endocytés, le TLRO doit se déplacer du RE ou il réside a son état
inactif jusqu’aux endosomes précoces puis tardifs ainsi que dans les organelles associées au
lysosome ou il agit. Cette migration est engagée suite a ’endocytose du ligand CpG-ODN. Ce
trafic requiert la participation de nombreux partenaires moléculaires qui jouent le role de
chaperones de ce trafic. Parmi ces chaperonnes, la protéine UNC93B1 s’associe au TLRO et est
essentielle a son adressage du RE vers I’appareil de Golgi . En 2011, il a été montré que la
production d’IL-10 par les LB est controle par les senseurs calciques intracellulaires STIM-
1 et STIM-2 (Fukui et al., 2011a). Or, en 2017, I’équipe de Bénédicte Manoury a montré que
la protéine UNC93B1 interagit avec STIM-1 afin de permettre I’oligomérisation et I’activation
de STIM-1, ce qui conduit a ’acidification endosomale, la dégradation de 1’antigéne, 1’export

de I’antigene dans le cytosol et une cross-presentation efficace (Maschalidi et al., 2017).
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Pour rejoindre ensuite les endosomes, le TLR9 associé a UNC93B1 met en jeu des protéines
adaptatrices (adaptator protein complex, AP). Grace a son interaction avec le complexe
protéique AP-1, le TLR9 se rapproche de maniere transitoire de la membrane plasmique ou il

recrute le complexe protéique AP-2 qui lui permet de se rediriger vers les endosomes (figure

11).
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Figure 11 : Trafic intracellulaire des TLRs

A : Les TLRs sont produits dans le réticulum endoplasmique. Pour le quitter, le TLR9 et le TLR7
homodimérisés rejoignent les vésicules COPII grace a la protéine chaperonne UNC92B1, ce qui leur
permet de rejoindre I'appareil de Golgi. B : Le TLR9 rejoint la membrane plasmique (supposition)
grace a la protéine chaperonne UNC93B1 pour y recruter le complexe protéique AP-2 qui lui permet
de rejoindre dans un 28™ temps les endosomes précoces. Le TLR7 s’associe quant a lui avec le
complexe AP-4 directement depuis I'appareil de Golgi pour rejoindre les endosomes (d’aprés Bettina
Lee, 2014). COPII = coat protein complex I, PRAT4A = Protein associated with TLR4 A, UNC93B1 =
Unc-93 homolog B1, AP = adaptor complex, TLR = Toll-like receptor, HRS = HGF-regulated tyrosine
kinase substrate, ESCRT = endosomal sorting complexes required for transport , gp = glycoprotéine

Dans les endosomes, environnement acide, 1’homodimére TLRY subira un clivage

protéolytique au niveau de a Z-loop par des endopeptidases et les cathepsines actives a pH acide.
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Se liberera alors le fragment N-terminal du TLR9 qui restera accrochée a la partie C-terminale

et sera utile a la signalisation induite par le récepteur.

Enfin, nous allons voir comment la localisation finale du TLR9 peut conditionner la nature de
la réponse qu’il induit et des molécules antimicrobiennes alors produites. Le contrdle du trafic

intracellulaire du TLR9 est donc clé dans la régulation de sa signalisation.

A son état inactif, le TLR9 est localisé dans le réticulum endoplasmique. Suite a I’endocytose

de son ligand, il migre vers les endosomes ou il rencontrera ce ligand.

Trafic depuis le réticulum endoplasmique
Comme le TLR7 et le TLRS, le TLRO est formé dans le réticulum endoplasmique (RE)
qu’il quitte via les vésicules COPII. Ces vésicules transportent des cargos protéiques pour qu’ils
rejoignent 1’appareil de Golgi, et finalement le large réseau de vésicules endosomales
(Chockalingam et al., 2009; Lee et al., 2013). Ce trafic a ’intérieur des cellules est réalisé grace
a un ensemble de protéines chaperonnes qui permettent notamment 1’étape initiale de 1’export
du RE, étape critique a la livraison d’un nombre suffisant de TLR fonctionnels dans les

endolysosomes (figure 11).

La protéine chaperonne UNC93B1 (protein unc-93 homolog B1) en est une importante (Kim et
al., 2008; Latz et al., 2004; Pelka et al., 2016) et controle principalement le trafic des TLR
endosomaux (Tabeta et al., 2006). Afin de prendre en charge ces TLR, UNC93B1 doit interagir
directement avec eux a plusieurs sites précis identifiés. Le site H412R sur UNC93B1 en est un
exemple. Lorsqu’il est muté, le TLR9 ne quitte pas le RE (Brinkmann et al., 2007; Lee et al.,
2013). De méme, les sites D812 et E813 adjacents a la partie transmembranaire des TLR sont
capitaux (Kim et al., 2013). Il a également été montré que la partie cytosolique du TLR9 est
importante pour son trafic (Leifer et al., 2006). Un dernier site clé a été€ identifié sur la partie
N-terminale la protéine UNC93B1. Il s’agit de la position D34 qui, lorsqu’elle est mutée en
D34A, potentialise la réponse TLR7 en supprimant la réponse TLR9. 11 a été montré que cette
position est impliquée dans le recrutement du TLR9. En compétition avec le TLR9 pour le
recrutement de UNC93B1, le TLR7 est alors davantage capable de fixer sa chaperonne. Les
niveaux de TLR7 présents dans les endosomes sont plus importants, ce qui conduit a une

inflammation 1éthale chez la souris (Fukui et al., 2009, 2011b; Kim et al., 2008).
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D’autres protéines sont importantes pour la sortie des TLR du RE mais elles fonctionnent
principalement comme partenaires du repliement tridimensionnel des TLR (Lee et al., 2012).
Notons ainsi gp96, un paralogue de 1I’Heat Shock Protein 90 (HSP90) qui agit en partenariat
avec la 2',3'-cyclic nucleotide 3' phosphodiesterase 43 (CNP43) (Liu et al., 2010) et la protéine
Protein Associated with Toll-like receptor 4 (PRAT4A) (Takahashi et al., 2007).

Et au-dela !

Méme apres la sortie du RE, UNC93B1 reste associé aux TLR endosomaux. Il s’associe,
via la position Y539, avec le complexe protéique adaptateur AP-2 chargé de faciliter
I’endocytose des récepteurs depuis la surface cellulaire. Lorsque cette position est mutée
(Y539A), le TLR9 ne parvient pas a rejoindre les endosomes et s’accumule a la membrane

plasmique (Lee et al., 2013).

Le facteur hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate (HRS), appartenant a
la voie ESCRT, est un autre élément clé du trafic du TLR7 et du TLR9. La voie canonique
ESCRT est impliquée dans I’inhibition des récepteurs de la membrane plasmique et leur trafic
vers le lysosome pour dégradation. Cependant, le TLR9 semble utiliser une voie ESCRT non
canonique utilisée pour assurer le recyclage des récepteurs plutdt que leur dégradation (Chiang
et al., 2012). Le TLRY est ubiquitinylé par une ubiquitine E3 non identifiée, dans un
compartiment cellulaire localisé apres le RE. Cette ubiquitinylation permet la reconnaissance

du TLRO par HRS et le maintien de son trafic vers les endolysosomes ot il doit résider.

Une découverte majeure a été réalisée lorsque I’équipe de Taniguchi a mis en évidence que
I’induction de la production des cytokines proinflammatoires ou d’IFN de type I, deux classes
différentes de genes, dépend de la nature de I’endosome d’ou la transduction du signal démarre
(Honda et al., 2005). D’autres études menées a la méme époque ont montré que différents CpG-
ODN induisent différentes voies de signalisation dans les pDC (Guiducci et al., 2006;
Kerkmann et al., 2003; Vollmer et al., 2004). En effet, le CpG-A permettait une forte production
d’IFN de type I alors que le CpG-B permettait la production de cytokines proinflammatoires
(TNFa, IL6 et IL12p40). Or, ces différents types de CpG migrent vers des vésicules différentes
dans la cellule d’ou le TLR9 peut induire des voies de signalisation et des facteurs de
transcription différents. En pratique, le CpG-A est principalement localisé dans les endosomes
précoces d’ou le TLR9 peut favoriser la production d’IFN-I en recrutant interferon regulatory
factor 7 (IRF7). Le CpG-B quant a lui est principalement localisé dans les endosomes tardifs

d’ou le TLRO peut favoriser la production de cytokines proinflammatoires en recrutant NFxB.
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Cette différence de localisation des CpG a précédemment été associée a leur structure

tridimensionnelle (Honda et al., 2005) (figure 11).

L’Adaptor Protein 3 (AP-3), comme AP-2, est un complexe protéique qui facilite le trafic du
TLRY depuis les endosomes précoces Vesicule-Associated Membrane Protein 3 (VAMP3) *
vers les organelles associées aux lysosomes Lysosome-associated membrane glycoprotein 3
(LAMP2)* ou AP3 peut se lier avec IRF7 et TNF receptor associated factor 3 (TRAF3).
(Blasius et al., 2010; Sasai et al., 2010). Dans des souris AP-3-/-, une stimulation par le TLR9

ne permet pas d’induire la production d’IFN-I.

Pour terminer, il a également été montré qu’une voie non canonique de 1’autophagie, appelée
LC3 associated phagocytosis (LAP) joue également sur la réponse IFN-I apres stimulation par
le TLRY dans les pDC. Apres I’intégration des complexes immuns, le TLR9 s’associe a
UNCO93B1 et migre vers les endosomes ou il est recruté. La nature des endosomes ou il est
recruté est influencée par la voie LAP. Chez des pDC murins Azg7-/-, les complexes immuns
sont localisés dans les compartiments VAMP3" et non dans les compartiments
LAMPI1/LAMP2*, et ne parviennent pas a induire de production d’IFNa. Or les pDC Arg7-/- et
Atg5-/- voient leur production d’IFNa diminuer apres liaison du TLR9 avec son ligand

(Henault et al., 2012).

La signalisation par le TLR9

Une fois les endolysosomes rejoints, le TLR9 subit d’autres étapes-clé qui permettent
I’induction d’une signalisation contrdlée. Dans cette partie nous allons voir comment le clivage
de son domaine N-terminal, la reconnaissance du ligand et la dimérisation du TLRY sont

essentiels a sa signalisation (Ewald et al., 2008).

Clivage de la partie N-terminale du TLR9

Si 'importance du clivage de la partie N-terminale du TLRO pour la liaison de son
ligand est discutée, on sait en revanche qu’il est indispensable a la transduction de son signal
(Ewald et al., 2008). Ce clivage est réalisé par les cathepsines et asparagines endopeptidases
actives seulement a pH acide (Ewald et al., 2008; Park et al., 2008; Sepulveda et al., 2009).
Cette importance de I’acidité du pH a été relevée par deux études qui montrent que, lorsque
I’on corrige cette acidité en utilisant de la chloroquine ou de la bafilomycine Al, on inhibe
¢galement I’activation médiée par le TLR9 (Rutz et al., 2004; Yi et al., 1998). Une autre étude

a montré que le fragment libre généré par le clivage demeure indispensable a la signalisation
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par le TLR9. Une mutation d’un nucléotide dans cette partie N-terminale du TLRO suffit a
induire un défaut de sa signalisation (Peter et al., 2009). D’autres é¢tudes menées sur les TLR3
et TLRS, deux autres TLR endosomaux, montrent que ce fragment N-terminal clivé se rattache
au reste du TLR et joue un role capital dans la liaison du ligand (Ewald et al., 2008; Park et al.,
2008; Onji et al., 2013; Bauer, 2013; Peter et al., 2009) (figure 6).

Reconnaissance du ligand et dimérisation

Le TLRY connait plusieurs ligands : des agonistes d’origine naturelle du type ADN
contenu dans des complexes immuns (IC-DNA) ou synthétique (CpG-ODN) ainsi que des
antagonistes (ADN interférent : iDNA) (Duramad et al., 2005) qu’il rencontre dans les
endolysosomes acides (figure 8). L’importance de la liaison du ligand pour I’homodimérisation
du TLRY est controversée et la participation éventuelle d’une chaperonne a la formation de
I’homodimeére n’est pas exclue (Latz et al., 2007; Ohto et al., 2015). Cependant, il a été
démontré par une étude cristallographique du TLR9 que deux molécules de CpG-ODN peuvent
se lier de maniere symétrique a deux molécules protomeres dans I’homodiméere du TLR9 (Ohto
et al., 2015). Dans cette étude, iDNA, antagoniste du TLR9, ne forme qu’un monomere avec le
récepteur dont la signalisation est bloquée par des changements de conformation de son

ectodomaine.

Dans une autre étude, il existe pour les auteurs deux conformations de I’homodimere de TLRY.
Une confirmation inactive ol les domaines cytoplasmiques TIR sont éloignés ce qui ne permet
pas de recrutement de la molécule adaptatrice MYD88, nécessaire a la transduction du signal.
Et une conformation active ou la liaison du ligand permet un changement allostérique dans la
conformation du TLR9 ce qui force le rapprochement des domaines TIR et permet la

transduction du signal (Latz et al., 2007).

Initiation de la signalisation
En plus de leur spécificité pour une famille de ligands, les TLR varient dans leur niveau
d’expression et dans les voies de signalisation qui les activent. L’importance de ces différences
biologiques n’est pas connue. Cependant, 1’activation de n’importe quel TLR aboutit a la
production d’une réponse inflammatoire anti-microbienne. Cette réponse passe par 1’activation
de facteurs de transcription tels que IRF7, AP-1 et NF«B qui transloquent dans le noyau ou ils
régulent 1’expression de cytokines inflammatoires comme le TNFa, IL1 ou I’IL6 et des

molécules co-stimulatrices comme CD80-CD86. Dans cette partie, nous allons parler des voies
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de signalisation engagées par le TLR9 et qui aboutissent, comme vu précédemment, a la

production d’IFN de type I ou de cytokines pro-inflammatoires (figure 6).

Apres rencontre avec son ligand dans les endosomes acides, le TLR9 est clivé et la transduction
de son signal peut démarrer. Elle requiert la participation de molécules partenaires et, comme
la plupart des TLR, le TLR9 recrute la protéine adaptatrice MYD88 (Imler and Hoffmann,
2003; Muzio et al., 1997; Wesche et al., 1997). L’interaction du TLR9 avec MYDS88 s’effectue
entre leurs domaines TIR respectifs. MYDS88 contient également un domaine de mort amino-
terminal qui lui permet d’interagir en parallele avec les protéines de la famille Interleukin-1
receptor-associated kinase (IRAK). Ces kinases situées plus en aval dans la voie participent a
la conduction du signal provenant des TLR. Dans la famille IRAK, le couple IRAK1 et IRAK4
joue un rdle critique (Vollmer et al., 2017). En réponse a 1’activation des TLR, ces kinases
phosphorylées forment avec MYD88 le myddosome. Il recrute le facteur TRAF6 qui,
polyubiquitinylé par les facteurs Uevla et Ubcl3, sera alors capable d’activer IkB kinase o
(IKKa) et Transforming growth factor p-activated kinase 1 (TAK1) (Flannery and Bowie,
2010; Suzuki et al., 2002). Ces kinases phosphorylent respectivement IxkB kinase  (IKKp) et
Mitogen-activated protein Kinase Kinase (MKKO) et activent des facteurs de transcription plus
en aval dans la voie comme le facteur IRF7, IRF3 et Nuclear Factor k B (NFkB). Ces facteurs
de transcription transloquent alors dans le noyau ou ils régulent I’expression de molécules de
la réponse immunitaire telles que I’IFN de type I et les cytokines pro-inflammatoires (De Nardo,
2015; Honda et al., 2005; Sato et al., 2005). IKKp active nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor p (IkB), ’inhibiteur cytoplasmique de NF«B et
permet ainsi le relargage du facteur de transcription et sa translocation dans le noyau. Cette
translocation de NF«kB se fait de maniere plus retardée que celle d’IRF7. MKK6 phosphoryle
quant a elle la kinase c-Jun N-terminal kinase (JNK), qui active AP-1. Ainsi, la stimulation via
le TLRY permet d’induire la translocation dans le noyau de trois facteurs de transcription qui
vont agir sur des promoteurs de genes de I’inflammation pour induire leur transcription (figure

6).

Par ces voies de signalisation, les TLR participent au recrutement des leucocytes aux sites
d’infection en activant les cellules stromales, les cellules du SI inné résidentes des tissus
infectés et les leucocytes circulants ; une stimulation chez le LB via le TLRY induisant sa
prolifération, sa commutation de classe isotypique et sa différenciation en plasmocyte sécréteur

d’Ac.
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Synergie des voies en aval du TLR9 et du BCR

La capture et ’internalisation du CpG-ODN est un processus cavéoline-indépendant
mais qui requiere une endocytose médiée par un récepteur (Latz et al., 2004). Chez le LB, le
BCR et le récepteur au fragment Fc participent a la capture et a I’internalisation du CpG-ODN
(Lanzavecchia and Sallusto, 2007). Mais le role du BCR n’est pas simplement d’internaliser et
de présenter 1’antigéne-acide nucléique. Si ’activation par le BCR permet d’augmenter
I’expression du TLR9 endosomal et du TLR9 total, elle permet également la relocalisation du
TLRO des endosomes précoces vers les endosomes tardifs ou il co-localise avec le BCR et son

antigene (Busconi et al., 2007; Chaturvedi et al., 2008; O’Neill et al., 2009).

En dehors de cet effet direct, quelques molécules de la signalisation en aval du BCR
interagissent avec les voies de signalisation des TLR afin d’en moduler la réponse (Rawlings
et al., 2012, 2017). Les kinases spleen tyrosine kinase (Syk) et Bruton’s tyrosine kinase (Btk)
participant a la signalisation par le BCR sont également nécessaire a [’activation du
TLR7/TLRY (Iwata et al., 2015; Niindel et al., 2013). Dans les LB humains, Syk est un
régulateur positif des TLR et de la synergie BCR/TLR, puisse que I’inhibition de Syk bloque
la réponse TLR (Iwata et al., 2012; Kremlitzka et al., 2015). Son activation a également été
associée a I’expression de TRAF6 dans les LB de patients atteints de LES (Iwata et al., 2015).
Ces différents éléments suggerent que, Syk pouvant bloquer la réponse par le TLR9, son role
pourrait étre important dans I’initiation de pathologies autoimmunes. Les protéines TANK
(TRAF associated NFxkB activator) et TOLLIP (Toll interacting protein) ont également été
identifiées pour leur role inhibiteur de la voie du TLR9 (Clark et al., 2011; Giinthner et al.,
2013; Piao et al., 2009).

De la méme maniere, des LB murins déficients en Lyn produisent plus d’autoAc anti-acides
nucléiques, ainsi que davantage de cytokines, et favorisent le développent d’une pathologie
autoimmune ce qui souligne son role capital (Nishizumi et al., 1995). Le mécanisme exact de
cette régulation négative dans la signalisation par les TLR n’est pas définie mais il est bien
établit que la protéine kinase Lyn est nécessaire a la phosphorylation et a I’activation du CD22,

un régulateur négatif important de la signalisation par le BCR (Xu et al., 2005).

D’autres molécules de la signalisation en aval du BCR peuvent interférer avec la signalisation
par les TLR. La protéine B cell adaptor for phosphoinositide 3-kinase (BCAP) est capable de
réguler négativement les réponses inflammatoires conduites par les TLR4, 7 et 9 (Matsumura

et al. 2006). La protéine B-cell scaffold protein with ankyrin repeats (BANKI1) est également
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capable d’augmenter la signalisation par le TLR7 et le TLR9 méme si les mécanismes a
I’origine de ce phénomene ne sont pas encore connus (Wu et al., 2013, 2016). Le point initial
de croisement entre les voies du BCR et du TLR semble étre la kinase TAK1. Lorsqu’elle est
inhibée ou déplétée, ’activation synergique BCR-TLRO est abrogée (Szili et al., 2014). Jabara
et al. ont mis en évidement que dedicator of cytokinesis-8 (DOCKS) constitue un lien entre le
TLRO9 et STAT3 (Jabara et al., 2012). L’activation du TLR9 par le CpG induit la migration du
complexe formé par Myd88, DCOKS et de la protéine tyrosine kinase 23 (Pyk2) vers la queue
cytoplasmique du TLR9Y. Cette association induit la phosphorylation de DOCKS par Pyk2, et
permet ainsi la liaison de DOCKS avec Lyn. Cette liaison conduit a I’activation de Syk et de
STATS3, de qui conduit a une forte expression de genes permettant la survie des LB mémoires
et la production d’Ac. L’ensemble de ces éléments suggere que la cinétique d’activation du
BCR par rapport a celle du TLRY est importante. Si, dans un contexte physiologique, le BCR
est activé avant que les ligands ne soient présentés au TLR9, DOCKS, Syk et Lyn peuvent tous

jouer un role d’autant plus important dans I’intégration des signaux BCR/TLRO.

TLRY et auto-immunité

Dans le premier chapitre de cette introduction, nous avons vu comment les TLR et le
TLR9 en particulier sont en mesure d’induire I’activation des LB ainsi que leur prolifération.
Ces LB au caractere « régulateur de I’inflammation » sont en mesure d’orienter la réponse T
vers une réponse Thl en sécrétant de ’IL12, d’inhiber la prolifération de ces LT et d’encourager
I’apparition de LT, FoxP3*. Dans certains contextes exceptionnels, les LB sont activés de
maniere aberrante par le TLR9 qui reconnait des acides nucléiques endogenes libérés de cellules
endommagées ou mourantes. En réponse a cette activation, les LB produisent des autoAc et
initient une réponse auto-immune. Tout au long de I’introduction, nous avons vu comment des
déficiences ou des surexpressions de certaines molécules clé du trafic ou de la signalisation de
TLR peuvent conduire au développement de pathologies autoimmunes. Dans cette partie, nous

allons ajouter quelques éléments intéressants a prendre en compte.

En plus de la signalisation par le BCR, la balance TLR7/TLR9 est clé dans le développement
d’une autoréactivit¢ par les LB. La suppression du TLR7 conduit au développement
d’adénopathies ainsi qu’a la baisse des marqueurs de I’activation des lymphocytes et des pDC,
corrélée a la réduction de I’atteinte rénale chez les patients lupiques (Christensen et al., 2000).
Au contraire, la déficience en TLR9 semble aggraver ces différents parametres, ce qui conforte
dans I’idée qu’il joue un role régulateur. Cela est conforté par Niindel ez al. qui montrent qu’une

activation in vitro des LB via le BCR/TLRO est en mesure de bloquer partiellement la réponse
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BCR/TLR7. Dans un modé¢le murin d’autoimmunité, la déficience de TLR9 dans les LB est
responsable de 1’aggravation des symptdmes de la maladie (Niindel et al., 2013). De plus,
I’activation BCR-TLR7 induit un état pro-inflammatoire et atténue la tolérance par les LB en
périphérie (Poovassery et al., 2009). A 1’opposé, une synergie BCR-TLRY induit une tolérance
centrale notamment via ’expression de l’enzyme spécifique des LB activation-induced
cytidine deaminase (AID) et la production d’IL10 dans les LB immatures autoréactifs/T1
(Kuraoka et al., 2017). Cet équilibre entre la signalisation par le TLR7 et le TLR9 constitue une

balance entre une activation normale et pathologique des LB.

Le role du TLRY semble cependant paradoxal. Il peut en effet étre protecteur contre 1’auto-
immunité et inhiber directement et indirectement la production des autoAc médiée par le TLR7.
Mais il a également été rapporté qu’il est capable d’induire la production d’autoAc par des LB
mémoires activés via leur BCR. Chez les donneurs de LB sains, le double engagement
synergique du BCR et des TLR7/TLR9Y induit la production de cytokines, d’Ac, et une
commutation de classe (Pone et al., 2012; Vanden Bush and Bishop, 2008). Cependant, chez
les patients atteints de maladies auto-immunes, 1’activation synergique BCR-TLR7/TLR9
conduit a une augmentation de la prolifération des LB et de la production d’autoAc (Lau et al.,

2005; Leadbetter et al., 2002; Viglianti et al., 2003).

Le relargage de HMGBI1 depuis les cellules nécrotiques, une protéine liant I’ ADN, est associée
aux réponses inflammatoires dans les maladies autoimmunes et les septicémies (Scaffidi et al.,
2002). 11 peut également étre sécrété activement par les monocytes et les DC. Il peut étre
facilement reconnu par le récepteur Receptor for Advanced Glycosylation End products
(RAGE) et une interaction avec une IgG2a facilite son passage vers les compartiments

intracellulaires (Avalos et al., 2010; Tian et al., 2007).

Il est intéressant de noter que les IFN produits sont capables d’induire une boucle de
rétrocontrole positif en se fixant sur leur récepteur interferon o/f receptor (IFNAR) qui induit
alors une nouvelle production d’IFN. La moitié des patients lupiques montre d’ailleurs une

signature-interféron qui correle avec la sévérité de la maladie (Hall and Rosen, 2010).
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OBJECTIFS DE LA THESE

Tout au long de I’introduction, nous avons montré combien les LBy, et la signalisation
par les TLR étaient importants pour 1’équilibre entre inflammation et tolérance. Il a ét¢ montré
que la voie du TLR9 participe activement au maintien de cette tolérance et permet aux LB de
devenir régulateurs. De nombreux papiers démontrent qu’une déficience en LB ou dans la
voie ou le trafic du TLRY peut conduire au développement d’une hyperinflammation, voire a

des pathologies telles que des cancers ou des maladies autoimmunes.

Une localisation aberrante du TLR9 a la membrane plasmique peut étre a 1’origine d’une
réaction contre des antigenes du soi. D’autre part, une étude conduite au sein de notre
laboratoire a permis de montrer un marquage a la membrane plasmique d’un Ac monoclonal
anti-TLRY dans des LB de sang périphérique. Ce TLR9 « plasmique » des LB, stimulés en
culture in vitro par le méme Ac monoclonal induisait un changement phénotypique des LB vers
un profil LB transitionnels CD24MCD38M (Guerrier et al., 2014). Dans la méme étude, il a été
montré que ce TLRY ne ciblait pas de CpG-ODN et pouvait se retrouver dans les radeaux

lipidiques en présence du BCR.

Dans ce travail de thése, nous avons donc souhaité confirmer la présence d’un TLRY a la
membrane plasmique des LB et le caractériser. Dans un deuxieme temps, nous avons souhaité
identifier ses ligands potentiels et la voie de signalisation qui lui permet d’influer sur le profil
phénotypique et fonctionnel des LB. Pour terminer, nous souhaitions identifier les partenaires

moléculaires de son trafic vers la membrane plasmique.

En cours de réalisation de nos expérimentations, nous avons constaté un défaut majeur des Ac
commerciaux dirigés contre le TLR9. Ce défaut nous a conduits a remettre en question certains
résultats précédemment obtenus d’une part, et a réorienter le sujet de thése d’autre part, la

réussite de nos objectifs initiaux ayant fortement été compromise par cette observation.

Dans les parties suivantes, nous traiterons donc principalement de nos travaux qui ont consisté
en la caractérisation des Ac monoclonaux et polyclonaux anti-TLR9 que nous avons acquis au
laboratoire afin d’en définir les limites d’usage au travers de plusieurs applications

expérimentales.

Pour terminer, nous discuterons les points principaux de ce travail. Inspirée de travaux
précédents, nous souhaitons rapporter les contrdles indispensables a la validation de travaux

nécessitant 'utilisation d’Ac commerciaux. Nous tracerons également un bilan de différentes
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techniques alternatives a 1’utilisation des Ac commerciaux, recensées dans la littérature, et qui

sont a la base des principaux travaux de caractérisation du TLRO telle que connue aujourd’hui.
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MATERIEL ET METHODES

Lignées et culture cellulaire

LIGNEES CELLULAIRES

La lignée lymphocytaire B humaine RA-1 dérivée du lymphome de Burkitt (RAMOS) et la
lignée myélomonocytaire U937 sont entretenues dans du milieu RPMI-1640 (Roswell Park
memorial Institute) [Sigma Aldrich] enrichi avec 10% de sérum de veau foetal
[Eurobio] décomplémenté au bain-marie a 56°C pendant 30 minutes (SVFdec), 2mM de L-
Glutamine [Gibco life Technology], 100ug/mL de pénicilline et 200U/mL de streptomycine
[Panpharma]. La lignée cellulaire rénale adhérente Human Embryonic Kidney 293 (HEK293)
issue de cellules épithéliales humaines de rein embryonnaire est entretenue en milieu
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) [Dominique Dutscher] enrichi des mémes
éléments que le milieu RPMI. Pour réaliser le passage des HEK293 a environ 90-95% de
confluence, de la Trypsine/ Ethylénediaminetétraacétique (EDTA) [Pan Biotech] est utilisée
pour décoller les cellules. Elles sont ensuite reprises dans 10mL de SVFdec, quantité suffisante
pour (gsp) SOmL de PBS1X puis centrifugées a 1200 rotations par minutes (RPM) pendant 10
minutes. Diluée en milieu DMEM, une fraction de cellules est réensemencée dans une flasque

75cm’. Tous les types cellulaires sont cultivés a 37°C en présence de 5% de CO».

CELLULES PRIMAIRES ET PURIFICATION CELLULAIRES

L’isolement des cellules mononuclées du sang (PBMC) est réalisé a partir d’échantillons de
sang. Le sang collecté est préalablement déplaquetté, puis dilué au demi dans du tampon
phosphate salin (PBS) avant d’étre déposé sur un gradient de Ficoll-Hypaque (Eurobio,
Courtaboeuf, France). Aprés centrifugation, 1’anneau cellulaire contenant les PBMC est
récupéré, lavé dans du PBS puis les cellules sont comptabilisées sur cellule de Malassez en

présence de bleu trypan (Sigma Aldrich, Saint Louis, USA).

L’isolement des cellules mononuclées d’amygdales (Tonsil Mononuclear Cells, TMC) est
réalisé a partir d’amygdales hypertrophiques d’enfants agés de 2 a 15 ans. Elles sont disséquées
et broyées mécaniquement dans du tampon phosphate salin (Phosphate buffered saline, PBS)
puis le broyat est filtré au travers d’un tamis de 70um [BD Biosciences]. La suspension
cellulaire ainsi obtenue est diluée dans du PBS puis séparée sur un gradient de Ficoll-Hypaque

[Eurobio] en respectant le ratio 1/3 de Ficoll pour 2/3 de suspension cellulaire. La séparation se
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fait le temps d’une centrifugation a 1800 RPM pendant 30 minutes sans frein et a température
ambiante. L.’anneau formé entre les deux phases est prélevé et lavé 2 fois en PBS. Il contient
les TMC. Les cellules sont comptées sur cellule de Malassez en présence de bleu de trypan

[Sigma Aldrich] avant d’étre déplétées en LT par la technique des rosettes.

Pour la préparation des rosettes : SmL de suspension de globules rouges de mouton (GRM) [Dr
Merck] lavés au PBS sont incubés dans une solution d’ Alsever (pour 1L d’H20 : 20,5g Dextrose
(114mm°, 7,9g citrate de sodium (27mM), 4,2g NaCl (71mM), pH=6,1), puis a nouveau lavés
dans du PBS. De la neuraminidase [Sigma Aldrich] est ensuite ajoutée a raison de 1U/mL de
culot cellulaire et le mélange est incubé a 37°C pendant 75 minutes. Elle va permettre de
découvrir les récepteurs LFA-3 a la surface des GRM, permettant ainsi les interactions avec le
récepteur CD2 des LT. Quatre lavages au PBS (2000 RPM, 7 minutes, 4°C) sont alors réalisés

et les cellules sont reprises dans du milieu RPMI complet.

Les TMC remises en suspension 2 raison de 10%/10mL de SVFdec sont mélangées a un volume
identique de GRM prétraités a la neuraminidase, centrifugées a 800RPM, 5 minutes puis
incubées 1h30 sur glace. Les LT vont former des complexes avec les GRM, permettant de les
isoler de la fraction LB-monocytes sur gradient de Ficoll-Hypaque. L’anneau cellulaire et les
culots sont récupérés et lavés dans du PBS. Afin d’¢liminer les GRM, les deux fractions sont
incubées dans une solution de lyse Ammonium/Chloride/Potassium (ACK) (pour 1 litre d’H20
= 8,2g NH4Cl (0,15M), 1g KHCO3 (10mM), 37,2mg Na;EDTA (0,1mM), pH=7.4) pendant 4
minutes sur glace, puis lavées dans du PBS. La pureté des cellules est alors évaluée par
cytométrie de flux [Navios, Beckman Coulter]. La technique des rosettes permet d’obtenir une
population de LB pure a plus de 95%. Concernant les LT, un enrichissement supplémentaire

est nécessaire afin d’éliminer le restant de LB.

Cet enrichissement est effectué¢ grace a I’utilisation d’un kit CDI19* Microbeads, human
[Miltenyi Biotec] selon les recommandations du fabricant. Les LB marqués par les billes
magnétiques recouvertes d’un Ac anti-CD19 sont retenus dans la colonne grace a ’utilisation

d’un aimant alors que les LT sont ¢lués. La population de LT est ainsi pure a plus de 95%.

COCULTURES LB-LT I1SSUS D’ AMYGDALES

Analyse de la prolifération des LT

Les cellules sont cultivées a 37°C en présence de 5% de CO2 dans des plaques 96 puits
en milieu RPMI 1640 complet. Des IgG F(ab’); anti-Ig de souris [Jackson Immunoresearch]

sont fixées préalablement dans chaque puit a la concentration de 10pug/mL. Afin d’induire la
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prolifération des LT, 4.10* cellules sont stimulées par deux Ac anti-CD3 (0,2 pg/mL, clone
OKT3, Biolegend) et anti-CD28 (0,2 pg/mL, clone CD28.2) [Beckman Coulter]. Les LT et LB
sont cultivés a un ratio 1:1 pendant 4 jours. Les LB sont stimulés ou non avec du CpG-ODN
2006 (0,25uM) [InvivoGen] afin d’induire leur fonction régulatrice. Pour suivre la prolifération
par cytométrie de flux, les LT sont préalablement marqués avec un agent intercalant de I’ADN,
le Cell Trace Violet (CTV) [ThermoFisher] avant la mise en culture a raison de 1uL de
marqueur pour 10° cellules/mL. L’inhibition de la prolifération induite par les LB est évaluée

par le logiciel FlowJo.

Analyse de la différenciation des sous-populations de LB

Afin d’évaluer la différenciation des sous-populations de LB d’amygdales a I’issue de la co-
culture LT-LB, nous avons évalué I’expression de plusieurs marqueurs par cytométrie en flux :

CD19, CD25, CD27, 1gD/IgM, Human Leukocyte Antigen (HLA) DR, CD5.

Analyse quantitative de |'expression d’ARNm

L’EXTRACTION D’ARN TOTAUX

L’extraction d’ARN totaux est réalisée a 1’aide du kit RNeasy Plus MicroKit [Qiagen]
selon les recommandations du fabricant. La mesure de leur qualité ainsi que le dosage ont été

réalisés avec le Nanodrop 2000C.

LA RETROTRANSCRIPTION

Pour la rétrotranscription des ARN messagers en ADN complémentaire, 1ug d’ARN totaux
sont placés dans un tube 0,5uL. De I’H20 est ajouté qsp 10uL ainsi que 150ng de random
primers et 1pL a 0,5mM de dNTPs. Le mélange est incubé a 65°C pendant 5 minutes puis
refroidit 1 minute sur glace. On ajoute 2uL a 10mM de dithiothréitol (DTT) et 4uLL de tampon
de réaction (5x). Apres centrifugation a la centrifugeuse de paillasse, le tube est laissé a
température ambiante 2 minutes supplémentaires. Enfin, 50U de transcriptase inverse
Supertranscriptll sont ajoutées. Apres 10 minutes d’incubation a température ambiante, les
tubes sont placés au thermocycleur ot ils subissent le programme suivant : 50 minutes a 42°C
puis 10 minutes a 70°C pour inactiver I’enzyme. Le mélange d’ADN complémentaire est

conservé a -20°C.

Pour vérifier la non-contamination de I’ADN complémentaire par de I’ADN génomique, une

PCR est réalisée en présence de 1uL d’ADN complémentaire, de SuL. de tampon de réaction
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(5X), de 1,5uL de MgCl, (25mM), de 1uM de dNTP (10uM), de 1uLL d’amorces (SuM) ciblant

la partie charniere entre deux exons codant pour le gene de la glycéraldéhyde-3-phosphate
déshydrogénase (GAPDH). Le produit de cette PCR est déposé sur gel d’agarose 2% et séparé

a 150 volts pendant 50 minutes. Le résultat de I’¢électrophorése est analysé sous UV. La
présence d’une bande unique a 100pb indique que I’ADN complémentaire n’est pas contaminé

par de I’ADN génomique.

LA PCR QUANTITATIVE

La polymerase chain reaction (PCR) quantitative en temps réel est réalisée a 1’aide du
systéme QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR System [Applied Biosystem] avec le kit SYBR®
Green PCR Master Mix & RT-PCR Reagents kit [Life Technologies] dans les tubes MicroAmp
[Applied Biosystems]. Chaque réaction est préparée en double et un tube d’H»0 sert de contrdle
négatif. La réaction a lieu dans un volume total de 20uL avec SuM d’oligonucléotide sens et
anti-sens, 50ng d’ADN complémentaire et 10uL. de MasterMix qsp 20uL avec de I’'H0. Le
programme comprend une premiere étape Hold stage (50°C pendant 2 minutes, puis 95°C
pendant 10 minutes) puis une étape PCR Stage (40 cycles avec 15 secondes a 95°C puis 1
minute a 60°C) et se termine par une étape de dissociation des fragments amplifiés permettant

d’obtenir la courbe de dissociation (Melt curve) qui refléte la pureté du fragment amplifié.

Clonage du TLR9 tagué avec une hémagglutinine

POUR LA REALISATION DE LA PROTEINE DE FUSION TLR9-HEMAGGLUTININE (HA) EN C-
TERMINAL :

Pour obtenir la séquence d’ADN complémentaire de I’ARNm du TLR9 humain

[NM 017442]:

Aprés purification a partir d’amygdales humaines, les ARNm de 107 LB ont été extraits.
Leur qualité et quantité ont été évaluées au bioanalyseur 2100 (RIN=9,90), une transcription

inverse en ADN complémentaire.

Pour vérifier le succes de cette rétrotranscription, une PCR a été réalisée pour confirmer
I’expression de trois génes de ménages. Le programme de PCR consiste en une étape de
dénaturation de 3 minutes a 95°C initiale suivie de 20 cycles comprenant 30 secondes de

dénaturation a 95°C, 30 secondes d’hybridation a 60°C et 30 secondes d’élongation a 72°C et
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terminée par 5 minutes a 72°C. Le thermocycleur utilis€é provient de la société Applied

biosystems.

Afin de sélectionner le cadre de lecture ouvert (Open Reading Frame, ORF) du TLR9 humain,
une PCR d’amplification a été réalisée a 1’aide de la Platinium Super Fi DNA polymerase
[ThermoFisher Scientific] et des amorces TLR9 clonage 1 sens et TLR9 clonage 1 reverse. La
séquence a amplifier contient 62,5% de nucléotide G et C. Les réactifs ajoutés a I’ADN
complémentaire pour cette PCR sont du 5X SuperFI Buffer, des ANTP a 0,2mM finaux, 0,5uM
finaux de chacune des amorces, et 2 unités d’ADN polymérase. Le produit de cette PCR, d’une
taille attendue a 3263 pb, est vérifié sur gel d’agarose 1% puis purifié a I’aide du PureLink PCR
purification kit [ThermoFisher Scientific]. Le programme du thermocycleur commence par une
étape de dénaturation a 98°C pendant 30 secondes, suivie de 30 cycles de 10 secondes a 98°C
puis 10 secondes a 63°C et 1 minute et 30 secondes a 72°C. La PCR s’est terminée par une

phase de 5 minutes a 72°C.

L’insert TLRO ainsi produit a été sous-cloné dans le vecteur pCR BLUNT II TOPO grace a
I’utilisation du kit Zero Blunt TOPO PCR cloning kit [ThermoFisher S.] selon les

recommandations du fabricant.

Le produit de ce sous-clonage a alors été amplifié par transformation de cellules One Shot
TOP10 chemically competent [ThermoFisher S.] apres 10 minutes dans la glace suivies de 30
secondes a 42°C par une nouvelle incubation de 1 minute dans la glace en présence de 250 uL.
de milieu Super Optimal broth complémenté avec du glucose (SOC). Le mélange est incubé 1
heure a 37°C sous agitation horizontale a 200 RPM. Les cellules ainsi transformées ont été
déposées et cultivées sur boite de milieu LB contenant 10pug/mL de kanamycine afin de réaliser
la sélection des clones effectivement transformés. Au bout de 24 heures a 37°C, les clones ayant
poussé ont été criblés. Une taille de 1505 pb est attendue pour le plasmide pCR Blunt-II TOPO
contenant I’insert. La PCR de criblage est réalisée en utilisant la GoTaq® G2 Flexi DNA
Polymerase [Promega] et le couple d’amorces TLR9 seq 3 et M13R en utilisant le programme
suivant au thermocycleur Techne : une étape de dénaturation de 5 minutes a 94°C suivie de 25
cycles d’amplification commengant par 30 secondes a 94°C, puis 30 secondes a 55°C et se

terminant par 3 minutes a 72°C. La PCR se termine par 10 minutes a 72°C.

Apres sélection des clones contenant I’ORF du TLRO inséré en sens, le plasmide a été purifié a
partir de deux clones grace au Qiagen Plasmid Mini Kit [Qiagen]. Sa concentration et sa pureté

ont été vérifiées au nanodrop.
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Pour cloner une hémagglutinine en 3’ du cDNA du TLR9 :

Pour I’insertion des sites de restriction EcoRI et Xhol de part et d’autre de I’ORF du TLR9Y,
une PCR a été réalisée avec la polymérase Platinium Super Fi DNA polymerase [ThermoFisher
Scientific] et les amorces TLR9-EcoRI et TLR9-Xhol (cf. tableau récapitulatif).
L’emplacement des sites de fixation de ces oligonucléotides sur le plasmide pCR Blunt-1I
TOPO TLRY est indiqué sur la figure 32. La nature et la quantité des réactifs utilisés pour cette
PCR sont les suivantes : 20uL de tampon 5X Super FI, 0,2mM de dNTP, 0,5uM d’amorce sens
et d’amorce anti-sens, 2 unités d’ADN polymérase, 1uL de ’échantillon d’ADN a 10ng/uL et
une quantité suffisante d’H>0 pour 100uL (gsp) de volume final. Le programme de la PCR a
été le suivant : une dénaturation de 30 secondes a 98°C, suivie de 30 cycles d’amplification de
10 secondes a 98°C puis 10 secondes a 50°C et enfin 1 minute 30 secondes a 72°C. La PCR se

termine par 15 minutes a 72°C.

TLRO seq 3 sens 5’- CTTCAGCGGCAATGCACTGG -3’

pcDNA3.1 BGH rev 5’- TAGAAGGCACAGTCGAGG -3’

M13 forward 5’- CAGGAAACAGCTATGAC -3’

M13 reverse 5’- GTAAAACGACGGCCAG- 3’

TLR9-EcoRI sens 5’- GTACGAATTCCAGCATGGGTTTCTGCCGC -3’

TLR9-Xhol rev 5’-
GTACCTCGAGCTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTATTCGGCCGTGG
GTCC -3’

TLRO clonage 1 sens | 5 — CCTGTAGCTGCTGTCCAGTC -3’

TLRO clonage 1 rev 5’- CTGTGTCAGGTGTGGGGTG -3’

pcDNA3.1 T7 sens 5’ —TAATACGACTCACTATAGGG - 3’

pcDNA3.1 BGH rev 5 - TAGAAGGCACAGTCGAGG -3’

Tableau 4 : Reécapitulatif de ’ensemble des oligonucléotides utilisés

Le produit de la PCR a été analysé apres migration 1 heure 30 a 150 volts sur gel d’agarose 1%.
D’une taille de 3150 pb, il a été purifié sur gel par découpe puis utilisation du High pure PCR
product purification kit [Roche Life Science]. Sa quantité et pureté ont été évaluées au

nanodrop.
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Compte tenu de sa faible quantité, nous avons sous-cloné I’insert purifi¢ dans le pCR Blunt II-
TOPO par PCR a I’aide des amorces TLR9-EcoRI et TLR9-Xhol. De la méme maniere que
précédemment, des cellules One Shot chemically competent avant d’étre cultivées et
sélectionnées sur boite de milieu LB contenant de la kanamycine. Les clones obtenus ont été
criblés a I’aide des oligonucléotides TLR9 seq 3 sens et M13R ; le programme de la PCR
consiste en une dénaturation de 10 minutes a 94°C initiale suivie de 25 cycles comprenant 30
secondes de dénaturation a 94°C, 30 secondes d’hybridation a 60°C et 3 minutes d’¢élongation
a 72°C. La PCR se termine par 10 minutes a 72°C. Les produits de PCR ont migré sur gel
d’acrylamide 1%. Les clones validés ont été cultivés 16 heures a 37°C dans 100 mL de milieu
LB liquide contenant de la kanamycine et le plasmide a été purifié¢ a partir d’un clone grace au

kit Qiagen Plasmid Midi Kit [Qiagen].

La bonne insertion du tag hémagglutinine a été vérifiée par séquencgage, sur le principe de
Sanger. Nous avons utilisé pour cela le kit Big Dye® Terminator [Applied Biosystems], a I’aide
d’une ou plusieurs amorces en fonction de la longueur de la zone a séquencer souhaitée. Apres
une dénaturation de 10 minutes a 95°C initiale, 25 cycles comprenant 10 secondes de
dénaturation a 95°C, 5 secondes d’hybridation a 50°C et 4 minutes d’élongation a 60°C ont
permis la synthése des produits de séquengage. Une précipitation a 1’éthanol est nécessaire afin
d’¢liminer les nucléotides non incorporés qui pourraient géner la lecture de la séquence obtenue,

lecture réalisée au laboratoire de génétique (U1078).

Pour obtenir un plasmide pcDNA3.1/Zeo(+)-TLR9-HA :
Le TLRY9-HA a été transféré du pCR Blunt-II TOPO vers le pcDNA3.1/Zeo(+) par
double digestion Xhol et EcoRI a I’aide des enzymes Anza 8 Xhol [ThermoFisher S.] et Anza

11 EcoRI [ThermoFisher S.]. Apres 15 minutes a 37°C, la réaction est stoppée par inactivation
a 80°C pendant 20 minutes. Les controles de la ligation du vecteur et de 1’insert TLR9 Xhol-
EroRI ont été réalisés, c’est-a-dire le vecteur seul coupé ou non, en présence ou non de la ligase
et I'insert seul en présence de ligase. Une partie du produit de digestion a été traité a la
phophatase alkaline, puis une étape de ligation a suivie et les produits ont été purifiés par le kit
PureLink PCR purification kit [ThermoFisher S.] et le produit de la ligation a été transformé

dans des bactéries NovaBlue [Millipore].

Apres 1 nuit de culture des bactéries transformées sur boite de milieu LB, les clones ont été
sélectionnés et la vérification du produit de ligation a été réalisée par PCR grace a I’enzyme

GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase [Promega] et aux oligonucléotides TLRO seq 3 et
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pcDNA3.1 BGH reverse. Le programme de cette PCR consiste en une étape de dénaturation de
5 minutes a 94°C, suivie de 25 cycles d’amplification de 30 secondes a 94°C, puis 30 secondes
a 55°C et 1 minute 30 secondes a 72°C. Elle se termine par une phase de 10 minutes a 72°C.
La taille attendue est de 1437 pb et le résultat de la PCR analysé sur gel d’agarose 1% apparait
ci-dessous. Les clones validés ont ensuite été cultivés 16 heures a 37°C dans 100mL de milieu
LB liquide contenant de I’amoxicilline et le plasmide a été purifié grace au kit Qiagen Plasmid
Midi Kit [Qiagen, 12143], sa quantité a été évaluée au nanodrop et il a été conservé a -80°C. Il

prét a étre utilisé pour transfection transitoire dans des cellules eucaryotes.

POUR L'ETUDE DE L'EXPRESSION DES PROTEINES DE FUSION TLR9-HA :

1.33x10° cellules de la lignée HEK293 sont ensemencées dans des plaques 6 puits 24 heures
avant la transfection. Le jour de la transfection, les cellules entre 70-90% de confluence sont
transfectées avec 2,5ug d’ADN par puit a 1’aide du kit Lipofectamine®3000 [Invitrogen Life
Technologies] selon les recommandations du fabricant. Les cellules sont ensuite incubées
pendant 72 heures a 37°C, 5% COa. Elles sont enfin récoltées et mises sur glace avant d’étre

lysées pour en extraite les protéines.

POUR L'ETUDE DU TRAFIC INTRACELLULAIRE DU TLR9-HA PAR MICROSCOPIE A

EPIFLUORESCENCE :

Les prémonocytes U937 ont été cultivés puis électroporés a 1’aide du kit Amaxa® Cell Line
Nucleofector® Kit C [Lonza] a partir de 15ug de plasmide dans 200 uL de PBS contenant 10uM
de tampon Hepes en utilisant un electroporateur a 250kV, 900uF. Apres 36-48 heures de culture
apres transfection, les cellules ont été utilisées pour 1’étude de I’expression et de la localisation

du TLRO par immunofluorescence et Western Blot.

Cytométrie en flux

Pour évaluer la capacité des Ac (Tableau N°x) a cibler de maniere spécifique le TLR9
endosomal, des RAMOS et HEK293 ont ét€ récoltées puis marquées selon la procédure
standard. La détection du TLRY endosomal nécessitant une perméabilisation, les cellules<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>