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A

AACR GENIE : « American Association for Cnacer Research », registre international du
cancer accessible au public

Ac : anticorps

ADN : Acide Désoxyribo Nucléique

Ag : antigenes

AMM : Autorisation de Mise sur le Marché

AMP : AntiMicrobial Peptide (peptides antimicrobiens)
ANK : Répétitions ankyrines

AOM : Azoxyméthane

AP : « Activating Protein-1 », protéine activatrice 1
APRIL : « A Proliferation Inducing Ligand ligand », inducteur de prolifération
ARN : Acide Ribo Nucléique

ARNdb : ARN double brin

B

BAFF: « B cell-activating factor belonging to the TNF family », Facteur d'activation des
cellules B appartenant a la famille TNF

Bcl3: « B-cell lymphoma 3», Lymphome a cellule B3

BCR: « B Cell Receptor», Récepteur de cellule B

BDR : Bortézomib, combiné avec la Dexaméthasone et le Rituximab
Benda-R : Bendamustine combiné au Rituximab

Breg : B regulateurs

BTK: Bruton Tyrosine Kinase

C

CAC : Cancer Associé a la Colite

CaRD : Carfilzomib, Rituximab et Dexaméthasone
CD : Cellules Dendritiques

CHC : Carcinome HépatoCellulaire



CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité

CPA : Cellules Présentatrices de I’ Antigéne

CRP : « C réactive Protein », Protéine C-Réactive

CU : Colite Ulcéreuse ou Rectocolite hémorragique/RCH

CXCR4 : « C-X-C Motif Chemokine Receptor 4», Récepteur de chimiokines Motif C-X-C 4

D

DC-SIGN : « DC-spécifique intercellular adhesion molecule-3 grabbing nonintegrin »,
Récepteurs aux lectines de type C

DD : « Death Domain », Domaine de mort
DEN : Diéthylnitrosamine
DLBCL : Lymphomes Diffus a grandes Cellules B

DSS : Dextrane sulfate de sodium

E
EBV : Epstein-Barr virus
ERK : « Extracellular signal-regulated kinases », kinases régulées par le signal extracellulaire

ernl : « Endoplasmic Reticulum To Nucleus Signaling 1 », signalization du reticulum
endoplasmique au noyau

ETS1 : « Avian erythroblastosis virus E26 homolog-1 », Homologie du virus E26 de
I’érythroblastose aviaire

F

FLIL : « Friend leukemia integration 1 transcription factor », facteur de transcription
d’intégration de la leucémie

G
GC-like : « Germinal Center», centre germianatif

GRR : « Glycin-Rich Region », région riche en glycine

H

HCC : carcinome hépatocellulaire



HLH : domaine hélice-boucle-helice en position carboxy-terminal
HMGBL1 : « high mobility group box 1 », groupe de boite a haute mobilité

HTLV1 : « human T lymphotropic virus », virus lymphotrope T humain

I

IDR : Ixazomib, Dexaméthasone et Rituximab
IFN :linterférons

Ig : Immunoglobulines

IKK : IxB kinase

IL : Interleukine

IL-1R : Interleukine recepteur 1

IRAK : «Interleukin 1 Receptor Associated Kinase », Kinase associée au récepteur
d’interleukine

IRF : « Interferon Regulatory transcription Factor », facteur de transcription régulateur de
I’interféron

J
JAK: «Janus Kinase »

JNK: c-Jun N-terminal kinase

K
K48: Lysine 48
K63: Lysine 63

L

LB : Lymphocytes B

LL : Lymphome lymphocytique

LLC : Leucémie lymphoide chronique

LMP1 : « Latent Membrane Protein-1 », protéine membranaire de latence-1
LNH : Lymphome non Hodgkiniens

LNHB : Lymphome non Hodgkiniens B

LNHT : Lymphome non Hodgkiniens T



LPL : Lymphome lymphoplasmocytaire

LPS : Lipopolysaccharide

LRR : « Leucine-Rich Region », Régions riches en leucine
LT : Lymphocytes T

LZ : « Leucine Zipper », Motif de fermeture éclair a leucine

LZM : Lymphome de la zone marginale

M

MAL : « MYD88 adapter-like protein », protéine adaptatrice MY D88

MALT : « Mucosa-Associated Lymphoid Tissue », tissue lymphoide associé aux muqueuses
MAMP : Motifs de peptides antimicrobiens

MAP3K14 : « Mitogen-Activated Protein Kinase », protéine kinase active par les mitogénes
MBC : « Memory B Cells », Cellules B mémoire

MC : Maladie de Crohn

MCA : Méthyl-Chol-Anthréne

MCL : « Mantle Cell Lymphoma », cellules du manteau

MDSC : Cellules Suppressives Dérivées des Myéloides

MGU«S : Gammapathie Monoclonale de Signification Indéterminée

MII : Maladie Inflammatoire de 1’Intestin

MW : Macroglobulinémie de Waldenstrom

N

NAPL1 : « Nucleosome Assembly Protein 1-like », protéine d’assemblage du nucleosome 1-
like

NBD : Domaine de liaison NEMO

NEMO : NF-«xB Essential Modulator

NES : « Nuclear Export Sequence», Séquence d’Exportation Nucléaire
NF-«B : « Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells»
NIK : «NF-kappa-B-inducing kinase»

NK : « Natural Killer », cellules tueuses

NOD : « Nucleotide-binding Oligomerization Domain proteins», protéine du domaine
d’oligomérisation se liant aux nucléotides



O
ODN-CpG : CpG oligodeoxynucleotide

P

PAMPs : « Pathogen Associated Molecular Patterns », patterns de peptides antimicrobiens
PC : Cellules Plasmocytaires

PI3K : Phosphatidylinositol 3-kinase

PRRs : « Pattern Recognition Receptor », récepteurs de reconnaissance de motifs

PTEN : Phosphatase Tensine

PTX3 : Molécule pentraxin3

R

R-CHOP: cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine et prednisone plus rituximab
Rel : « Rel Homology Domain »

RHD : Rel N-terminal

RHD : Domaine d’Homologie a Rel

RHIM : « Receptor-interacting protein Homotypic Interaction Motif », protéine interagissant
avec les récepteurs de motif d’interaction homotypique

RIP1: « Receptor-Interacting Protein », récepteur d’interaction protéique

S

SAP: Serum Amyloid P

SAPK : Stress-Activated Protein Kinases

SCFlk : « Skpl, Cdc53/Cullinl, and F-box protein B IkB », Complexe ligase Ik
Sl : Systeme Immunitaire

STATS3: « Signal Transducer and Activator of Transcription 3 »

SWM: « Smolding Macroglubulinémies de Waldenstém »

T

TAD : domaine C-terminal d'activation de la transcription



TAK : TGF-activated kinase 1

TAM : « Tumor-Associated Macrophages », Macrophages Associés aux Tumeurs
TBK1: TANK-binding kinase 1

TCR: T Cell Receptor

TICAM: « Toll Like Receptor Adaptor Molecule 1»

TIL : Lymphocytes Infiltrant la Tumeur

TIR : Domaine (Toll/IL-1R/R).

TIRAP : Toll/IL-1 receptor adapter protein»

TLR: Récepteurs Toll-like

TNF-o : « Tumor Necrosis Factor-a», Facteur de nécrose tumorale

TRAF: « Tumor-necrosis Factor Receptor-Associated Factor», Facteur associé au récepteur
du facteur de nécrose tumorale

TRAM: « TRIF-related adaptor molecule», Molécule adaptarice liée a TRIF
Treg : T régulateur

TREM-1: « Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells-1», récepteur de déclenchement
exprimé sur les cellules myéloides

TRIF: « TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f», interféron induisant un
adaptateur contenant le domaine TIR

U
UBC13: « Ubiquitin-Conjugating Enzyme E2N», enzyme de conjugaison de I 'ubiquitine E2N

Uevl1A: « Ubiquitin Conjugating Enzyme E2 V1», enzyme de conjugaison de l'ubiquitine E2
V1

UV : Ultra-Violet

X

xbpl: « X-Box Binding Protein 1», protéine de liaison x-box

Z

ZMS: lymphome de la zone marginale splénique



Avant-propos

Les cancers constituent un groupe de pathologies tres hétérogenes, que ce soit au niveau de la genése de
la maladie, la prise en charge, la morbidité ou méme du taux de guérison. Selon les derniéres estimations
publiées par le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC), 18,1 millions de nouveaux cas
de cancer auraient été diagnostiqués dans le monde en 2018 et 9,6 millions de personnes sont décédées
d’un cancer. L’Institut National du Cancer (INCa) estime qu’un peu plus de 3,8 millions de cas de cancer
sont diagnostiqués en France aujourd’hui. Ce nombre de cas de cancer n’a cessé d’augmenter avec les
années au point de devenir en 2013 la premiére cause de mortalité chez I’homme et la deuxiéme chez la
femme (Centre d’épidémiologie sur les causes médicales de Déces, CépiDc, 2021). Le cancer du sein et
le cancer de la prostate sont les cancers qui rencontrent la plus forte progression avec respectivement,
31% de nouveaux cas chez les femmes et 28% de nouveaux cas chez les hommes. Apparaissent ensuite,
les cancers du poumon ou I’on rencontre une progression de 14 % chez les hommes et 7 % chez les
femmes, suit derriere le cancer du cdlon rectum pour lequel on observe une progression de 12 %. Pour
finir, nous avons les hémopathies malignes, qui représentent 10 % des nouveaux cas de cancer dont 55%
chez I’lhomme et 45% chez la femme. Chaque année, en France, ces hémopathies malignes touchent plus
de 33 000 personnes. Il existe 137 types d’hémopathies malignes et d’affections connexes. Chez I’adulte
les plus fréquentes sont la leucémie lymphoide chronique (LLC) et la leucémie aiglie myéloblastique
(LAM), le lymphome hodgkinien, le lymphome non hodgkinien et le myélome. Parmi les lymphomes non
hodgkiniens on retrouve des formes malignes a évolution trés lente, elles sont définies comme indolentes.
Parmi ceux-ci, on trouve le lymphome folliculaire, la LLC, les lymphomes de la zone marginale, le
lymphome lymphoplasmocytaire ou Macroglobulinémie de Waldenstrom (MW). D’autres sont dites
agressives et englobent notamment, le lymphome B diffus a grandes cellules, le lymphome de Burkitt.
Méme s’il est possible de diagnostiquer ces lymphomes chez les jeunes, la grande majorité des patients
sont des personnes de plus de 65 ans. Cependant, méme si le nombre de patients ne cesse d’augmenter
depuis plus d’une trentaine d’années, a contrario, le taux de mortalité diminue depuis le début des années
1990. Ceci est en rapport avec I’amélioration des méthodes de dépistage et de diagnostic, qui permettent
de déceler les cancers a un stade plus précoce et a I’avancée des recherches en terme de traitements.

Le gouvernement a souhaité renforcer la lutte contre les cancers en France en ciblant la prévention, la
prise en charge ou I’accompagnement des patients. C’est pourquoi depuis 2003, un plan de lutte contre
les cancers a été mis en place. Ce plan a pour objectif de réduire de 60 000 cas par an le nombre de cancers
évitables a 1’horizon 2040, de dépister un million de personnes en plus par an a partir de 2025, de réduire
de deux tiers a un tiers la part des patients souffrant de sequelles 5 ans apres un diagnostic, et d’infléchir
significativement le rythme de progression du taux de survie des cancers de plus mauvais pronostic, a

1I’horizon 2030 (https://solidarites-sante.gouv.fr/). Afin de renforcer la lutte contre le cancer, plusieurs
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stratégies sont en cours de développement. Ces dernieres consistent a améliorer la prévention, primaire
comme secondaire, a limiter les séquelles et améliorer la qualité de vie des patients, a lutter contre les
cancers de mauvais pronostic chez I’adulte et chez I’enfant, et s’assurer que les progres en matiere de lutte
contre les cancers bénéficient a tous.

Il est nécessaire de développer des thérapies plus efficaces et plus ciblées afin de réduire les effets
secondaires, prévenir les risques de rechutes ainsi que d’éventuelles résistances aux traitements. Il est
également important de connaitre 1’origine d’un cancer, ses causes et Ses conséquences sur 1’organisme.
Cela ne peut étre fait que par établissement d’études cliniques et précliniques. Cela nécessite
obligatoirement 1’utilisation de méthodes in vitro (modéles cellulaires) ou in silico (modélisation
informatique), méthodes indispensables pour la compréhension de nombreuses voies de signalisation
cellulaire. Cependant, I’utilisation de mod¢les animaux est essentielle pour étudier 1’organisme dans son
intégralité et reproduire les multiples interactions créées au sein d’un organisme tout entier.

Mon travail a porté sur 1’établissement et la création d’un modele murin reproduisant la MW. La MW est
un lymphome indolent incurable associé a la présence d’une mutation L265P au niveau du géne MYD88.
Mon introduction bibliographique portera sur 1’étude des voies de signalisation TLR dépendantes de
MYDB88 ou non, impliquées dans la réponse immune innée. Ensuite je présenterai le potentiel role
oncogenique de la protéine MYD88 dans les cancers avec une présentation détaillée des différents
lymphomes pour lesquels une mutation de MYD88 est connue. Enfin, la partie introductive se terminera
par une description et une analyse critique des modeles in vitro et in vivo avec expression de MYD88
mutée publiés au cours de ma thése. La partie Résultats est divisée en 2 parties. La premiére partie
concerne la caractérisation d’un nouveau modele in vivo d’expression de la mutation Myd88 L252P. Il a
fait I’objet d’un article scientifique publié dans Frontiers in Immunology dans lequel je suis co-1°® auteure
[1]. Pour la 1% fois, nous montrons que I’activation continue de MYD88 est suffisante pour induire un
LPL ressemblant & la MW. La 2°™ partie de mes résultats porte sur la création d’un modéle in vitro
d’expression de la mutation humaine MYD88 L265P et fait 1’objet d’un article scientifique en cours
d’écriture. Dans cet article, nous étudions 1’impact de la mutation MYD88 L265P sur les cellules B de
I’EBV en quiescence. L’objectif est de mieux comprendre les changements aussi bien au niveau
phenotypique qu’au niveau fonctionnel qu’engendre directement la mutation MYD88 L265P. Cela
permettra de mieux comprendre comment MYD88 contribue a 1I’émergence de la MW. L’ensemble de ces
résultats feront 1’objet d’une discussion spécifique qui permettra d’aborder les perspectives possibles a

I’ensemble de ce travail.



Chapitre 1 : Réponse Immunitaire : Généralités

Le systeme immunitaire (SI) est un mécanisme de défense utilisé par les organismes multicellulaires.
Il vise a protéger 1’organisme contre ce qui lui est étranger (le non-soi) et de tolérer ce qui lui est propre
(le soi). Parmi les agents pathogénes, on retrouve les bactéries, les virus et les parasites. Le Sl est
compos¢ d’un ensemble d’organes, tissus, cellules et molécules qui contribuent au maintien de
I’intégrité de 1’organisme.

Ces mécanismes sont devenus de plus en plus complexes au fur et a mesure de 1’évolution des espéces
afin de combattre des agents pathogenes en constante évolution. Tous les organismes pluricellulaires
possedent un systéeme immunitaire plus ou moins développé. Selon les organismes, il existe deux types

de réponse immunitaire : I’immunité innée (ou naturelle) et I’immunité adaptative (ou a médiation

cellulaire) (cf._Eigure 1). [2]
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Figure 1 : Schéma d’évolution des systemes immunitaires

A ce jour, il existe environ 2 millions d’organismes pluricellulaires faisant
appel a la réponse immunitaire innée pour combattre les infections par les
micro-organismes. En revanche seule, 45 000 espéces vertébrées font appel
a la réponse immunitaire innée et adaptative. D’aprés Cooper et al. [2]



1.1L’immunité naturelle (innée) et I’'immunité adaptative

1.1.1. L’immunité naturelle (innée)

Le Sl inné est un systeme de défense de I'ndte conservé au cours de I'évolution dont les principales
caractéristiques sont partagees entre les plantes, les invertébres et les mammiferes [3][4]. La premiére

fonction du SI inné est d’empécher la pénétration des agents infectieux dans I’organisme par

I’intermédiaire de barriéres physiques telles que la peau ou les surfaces muqueuses des voies
respiratoires et gastro-intestinales, et de barrieres chimiques constituées par les sécrétions biologiques

(le mucus, la salive et les sucs gastriques) [3]

1.1.1.1. Les PAMPs et les PRRs

Il arrive parfois que des agents bactériens franchissent ces barrieres physiques de la peau. Des lors le
Sl inné fait intervenir une seconde fonction qui consiste a déclencher une action en réponse a ce signal

de danger. Cette action de détection et d’identification passe par I’intermédiaire de récepteurs de

reconnaissance des motifs moléculaires (PRRs: Pattern Recognition Receptors). Les PPRs sont
exprimés par les macrophages, les cellules dendritiques (CD), les cellules tueuses naturelles NK («
Natural Killer »), les polynucléaires, les mastocytes, les lymphocytes B et les cellules résidentes
(fibroblastes, cellules musculaires, cellules épithéliales)[5] Ces récepteurs PRRs reconnaissent des
motifs moléculaires associés aux pathogénes ou PAMPs (pour « Pathogen Associated Molecular
Patterns »)) ou des motifs moléculaires associés aux microbes ou MAMP (pour « Microbial
Associated Molecular Patterns ») [6] [7] [8], présents a la surface des agents pathogénes et provoquant
initialement la sécrétion de peptides antimicrobiens génériques (AMP) telle que la dermcidine sécrétée
par les glandes sudoripares eccrines présentes dans la peau [9] [10].

Les PAMPs sont des motifs moléculaires tres conservés du non-soi, car essentiels pour la survie des
micro-organismes. Parmi ces PAMPs, on retrouve les lipopolysaccharides bactériens (LPS,
endotoxines présentes sur les membranes cellulaires des bactéries Gram négatif) [11], la flagelline
bactérienne, I'acide lipotéichoique pour les bactéries Gram positif, [12] le peptidoglycane et les variants
d'acides nucléiques normalement associes aux virus (I’ARN double brin (ARNdb), ou motifs CpG non
méthylés) [12] [13].



Les PRRs peuvent étre classées en trois groupes :

o Les PRR solubles (opsonines) qui jouent un rble dans la phagocytose et dans
I’inflammation. Il s’agit notamment des facteurs du complément [14] et des molécules de la phase
aigiie de I’inflammation comme les pentraxines, CRP (protéine C réactive), SAP (sérum amyloide P),
et la molécule PTX3 (pentraxin3) [15].

o Les récepteurs cytosoliques qui sont impliqués dans la reconnaissance des composants
bactériens ou viraux intracellulaires. Ils appartiennent a la famille des récepteurs NOD (Nucleotide-
binding Oligomerization Domain proteins) [16] et a la famille des hélicases [17].

o Les récepteurs membranaires d’endocytose qui sont impliqués dans la phagocytose,
I’inflammation, la réponse antivirale. Ils sont exprimés par les cellules a forte activité d’endocytose,
telles que les CD et les macrophages. lls appartiennent a la famille des récepteurs scavenger [18], a la
famille des récepteurs aux lectines de type C (DC-SIGN, par exemple) [19], a la famille des récepteurs
Toll-like (TLR) [19].

1.1.1.2. La phagocytose et la réaction inflammatoire

La troisieme fonction du Sl inné est de déclencher une réaction inflammatoire en recrutant sur le site

de I’infection des cellules phagocytaires et des protéines du systéme immunitaire. Ces cellules, attirées
par les gradients de chimiokines, migrent dans l'organe cible infecté pour internaliser et digérer les
particules et micro-organismes pathogenes [20]. Ce processus, appelé phagocytose, comprend une
phase d’adhésion, d’ingestion, de digestion et d’¢limination de 1’agent pathogene. Cette phagocytose

est principalement exécutée par les neutrophiles, les CD et les macrophages [21].



1.1.2. L’immunité adaptative a médiation cellulaire

La réponse adaptative est un second systeme de défense contre les agents infectieux. Il est retrouvé
uniquement chez les vertébres (cf._Eigure 1). C’est une réponse lente et spécifique. Cette spécificité
lui permet de s’adapter a I’apparition de diverses formes de variants & méme de subir rapidement des
modifications génétiques entrainant un échappement a la réponse immunitaire. Les cellules impliquées
dans cette réponse sont les CPA (monocytes, macrophages, CD)[22], les lymphocytes B (LB) et les
lymphocytes T (LT) de type CD4 et CD8. L’immunité adaptative fait intervenir les récepteurs BCR
présents a la surface des LB et les récepteurs TCR présents a la surface des LT. Ces récepteurs
reconnaissent des parties d’éléments du non-soi (Ag). Les Ag sont présentés aux TCR d’un LT par
I’intermédiaire du CMH (complexe majeur d’histocompatibilité). Les CD8 reconnaissent le CMH-I
présent a la surface de toutes les cellules nucléées alors que les CD4 reconnaissent le CMH-II présent
uniquement a la surface des CPA. Une fois que le LT CD4 ou CD8 via son TCR reconnait I’ Ag présenté
par le CMH, il subit un processus de maturation et d’activation pour devenir respectivement un CD4
auxiliaire ou un CD8 cytotoxique. Ce processus est caractéris¢ par une augmentation d’expression des
molécules de co-stimulation (IL-12, TGFp, IL-10, IL-6...). De fagon simplifié et classique Le LT CD4
auxiliaire est dit « le chef d’orchestre de la réponse immuns spécifique », c’est autour de lui que
s’organise la réponse immune. Le LT CDS8 cytotoxique détruit les cellules infectées en libérant par
exocytose des vésicules contenant des granzymes et des perforines [23]. Comme exemple : les

perforines forment des pores au sein de la membrane des cellules infectées.

Contrairement a I’immunité innée, I’immunité adaptative a pour résultat m’établissement d’une
mémoire immunitaire qui permet une réponse rapide en cas de rencontre ultérieure avec le méme Ag.
Cette réponse devient spécifique et adaptative puisqu’elle est renforcée lors d’un nouveau contact (=

réponse anamnestique).

Les cellules cancéreuses produisent des néo-antigénes en rapport avec les altérations de leur génome.
Ces néo-antigenes induisent une réponse immune chronique contre ces cellules de méme type que la
réponse contre les agents pathogénes [24] [25]. Malheureusement, ce systéme de défense n’est pas
infaillible et les cellules cancéreuses disposent d’outils qui permettent de le neutraliser, de s’en
dissimuler, voire de le détourner mettant 3 mal ’homéostasie tissulaire. Les anomalies de cette
homéostasie, par augmentation de la prolifération et/ou diminution de la mort cellulaire, sont a I’origine
de I’accumulation des cellules malignes donnant naissance a une tumeur. Cette affection clonale peut
toucher tout aussi bien la prolifération des lymphocytes B que la production d’immunoglobuline

engendrant des lymphopathies malignes.



Chapitre 2 : Les TLRs et MYD88

Les récepteurs de type Toll-like appartiennent a la famille des PRRs. Leur découverte s’appuie sur les
travaux du groupe de Jules Hoffmann qui a mis en évidence I’existence chez la drosophile de
récepteurs Toll-like capables de reconnaitre certains champignons et permettant d’activer la synthése
de molécules antifongiques [26].

Il faut attendre les années 2000 pour montrer qu’il existe treize paralogues TLRs identifiés chez les
mammiferes [27] [28] [29]. 1ls sont au nombre de 10 chez I’'Homme (TLR1 a 10) et 13 chez la souris
(TLR1 a 13) bien que le TLR10 soit non fonctionnel chez cette derniere [30]. Le fait qu'une seule
famille de récepteurs puisse servir a la reconnaissance microbienne chez des espéces aussi divergentes
que la Drosophila melanogaster et Mus musculus, suggére que les séquences des TLRs sont fortement
conservées au cours de 1’évolution [31]. Ces récepteurs sont spécialisés dans la reconnaissance de
certains PAMPs. Par exemple, les TLR1, 2, 4, 5, 6 situés au niveau de la membrane cytoplasmique
reconnaissent des antigenes exogenes protéiques ou lipidiques : les TLR1, 2 et 6 reconnaissent les
lipopeptides bactériens, le TLR5 reconnait la flagelline, le TLR4 reconnait le LPS [31] (cf._figure 2).

En revanche, les TLR3, 7, 8, 9 sont spécialisés dans la détection des composants viraux ou bactériens
en reconnaissant surtout les acides nucléiques. Ils sont situés au niveau de la membrane endosomale
ou lysosomale. Ces acides nucléiques peuvent notamment étre de I’ARN viral double brin (TLR3) ou
simple brin (TLR7 et 8) ou de I’ADN bactérien hypométhylé (TLR9). lls sont surtout situés sur les

cellules folliculaires dendritiques, les macrophages et les cellules B (cf._figure2) [32].
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Figure 2 : Les différents TLR et leurs ligands :

Diacyllipopeptides activateur du TLR6-2, Triacyllipopeptides

activateur du TLR 1-2, Flagéline activateur du TLR5, LPS activateur

du TLR 4, dsRNA : ARN double brin, ssSRNA : ARN simple brin, CpG

DNA : ADN hypométhylé activateur des TLR 3-7 et 9 d’aprés Takeda 7
etal. [32]



2.1. Structure des TLRs

Les TLRs présentent une structure proche de celle des récepteurs a ’interleukine 1 (IL-1R). Les TLRs
sont des protéines transmembranaires de type | composés :
1. D’un domaine intracytoplasmique de 150 a 200 acides aminés environ, commun avec celui des
IL-1R : le domaine TIR (Toll/IL-1R/R).
2. D’un domaine transmembranaire riche en cystéine.
3. D’une partie extracellulaire qui est différente des IL-1R. Elle comporte des domaines riches en
leucines (les LRR, régions riches en leucine) alors que celle des IL-1R possede trois domaines

immunoglobulines : [33] (cf. figure 3).
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Figure 3 : Structures des TLR et IL-1R

Les deux récepteurs different par leur domaine extracellulaire, dans lequel IL-1R posséde
un domaine de type lg, tandis que TLR a des répétitions riches en leucine (LRR). La
région intracellulaire est la méme, et contient le domaine Toll/IL-1R (TIR) responsable
de la similitude de signalisation entre les récepteurs. D’aprés Essakalli et al. [33]

Bien que la plupart des TLRs semblent fonctionner comme des homodimeéres, certains TLR tels que
les TLR2 forment des hétérodiméres avec TLR1 ou TLR®.

Ces changements de conformation font suite a I’activation des TLRs par leurs ligands. La signalisation
des TLRs se fait par le recrutement de molécules adaptatrices spécifiques conduisant a 1’activation des
facteurs de transcription AP-1, NF-kB et IRF que je décrirai plus loin, et aboutit & la libération de
diverses cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-6, I'lL-1 ou TNF-a. L'initiation de cette cascade
de signalisation dépend de la liaison du domaine TIR de la partie intracellulaire des TLR aux protéines

adaptatrices cytosoliques contenant aussi un domaine TIR [34].



2.1.1. Les protéines adaptatrices des TLRs

Les quatre principales protéines adaptatrices sont : la protéine MYD88, la protéine TIRAP (Toll/IL-1
Receptor Adapter Protein), connue aussi sous le nom de MAL (pour MYD88 Adapter-like Protein),
la protéine TRIFF (TIR-containing adapter Inducing IFNf, également connu sous le nom de TICAM1)
et la protéine adaptatrice TRAM, (également connu sous le nom de TICAM?2) (cf. figure 4) [35] [36]
[37][38].

Ces molécules sont tres importantes pour la transduction de la signalisation TLR. Une fois actives,
tous les TLR recrutent MYD88 sauf TLR3 qui fait intervenir TRIFF [39] [40]. En plus de MYD88,
certains TLR recrutent d’autres molécules adaptatrices : c’est le cas des TLR 2 et 4 qui font appel a
une protéine adaptatrice supplémentaire TIRAP qui interagit avec le domaine TIR de MYD88 [41]
[42](cf._figure 5). On distingue deux voies de signalisation pour la transduction de signalisation des
TLRs : une voie dépendante de MYDB88 dans laguelle MYD88 joue un réle central et la voie
indépendante de MYD88 faisant intervenir TRIF. Il est intéressant de noter que TLR4 est capable
d'utiliser I'une ou l'autre des voies de signalisation en associant respectivement MYD88 a TIRAP et
TRIFF a TRAM.
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Figure 4 : Les TLRs et leurs molécules adaptatrices. Le recrutement des protéines
adaptatrices différe en fonction des TLRs activés. Tous les TLRs font intervenir la
protéine adaptatrice MYD88 a I’exception de TLR 3 qui fait intervenir TRIFF d’apres
Kawai et al. [35]



2.1.2. Structure de la protéine MYDSS8

La protéine MYDB88 a été décrite pour la premiere fois en 1990, en tant que facteur de différenciation
myéloide 88 (MYD88) [43] [44] [45]. Le gene MYDB88, positionné en 3p22.2 (bras court du
chromosome 3) chez I’homme, code une protéine adaptatrice cytoplasmique de 296 acides aminés.
MY D88 est cruciale pour le recrutement des protéines de signalisation aux récepteurs TLR/IL-1R [46].
La protéine MYD88 a une structure modulaire composée d'un domaine de mort (DD, Death Domain)
a l'extrémité N-terminale et d'un domaine de récepteur Toll/IL-1 (TIR) & I'extrémité C-terminale

séparée par une courte région de liaison, appelée domaine intermédiaire [37] [43] (cf.figure 5).
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Figure 5 : Structure de MYD88.
La protéine MYDSS est constituée d’un domaine DD, d’un domaine
intermédiaire et d’un domaine TIR. Adapté d’apres GAY et al [37]
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2.2. Signalisations TLRs MYDS88 dépendantes

Les voies de signalisation TLRs dépendantes de MYDS88 conduisent a 1’activation des voies MAP
kinases, NF-kxB et IRF aboutissant a la translocation dans le noyau de ces facteurs de transcription AP-
1, NF-xB et IRF (IRF1, IRF3, IRF5, IRF7) qui induissent I’expression et la production de cytokines
inflammatoires (IL-1a, IL1-B, TNFa, IL6) ou des Interférons de type | (IFNa, IFN) [47] (cf._figure
6).

Dans les paragraphes suivants, nous allons étudier en détail chacune de ces voies et plus

particulierement la voie NF-xB qui est au cceur de mon sujet (cf. chapitre 3).

TLR2 TLR4/MD2

~
A .
|
> CpGDNA
RORR,

TLR9

&0
&

Pl AP) Paar
M@wx\ P “m
Inflammatory Cytokines Typel Interferons
(IL-1a, IL-1b, TNFa, IL6) (IFNa, IFNb)

Figure 6 : Les fonctions de MYD88

Dans la signalisation TLR MyD88 dépendante, Myd88 est décrit pour activée les facteurs
de transcription NF-xB, JNK, p38, IRF1-5 et IRF7 en réponse a tous les TLRs sauf TLR3.
Ce cas particulier utilise la protéine adaptatrice TRIF pour activer lui aussi les facteurs de
transcription NF-xB, JNK, p38 et IRF3. Myd88 en activant ces divers facteurs de
transcription induit l'expression, aprés stimulation des TLRs, de cytokines pro-
inflammatoires, IFN, du TNFa etc... Adapté d’aprés Thompson et al.[47]
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2.2.1. Myddosome

Lorsque les TLRs sont activés, ils recrutent une molécule adaptatrice telle que MY D88 pour propager le
signal au niveau du domaine DD. Pour cela, MYD8S interagit par 1’intermédiaire de son domaine TIR
avec le domaine analogue des récepteurs IL-1R ou TLR [48]. Il a été montré que MYD88 forme des
homodimeres et favorise I'activation et le recrutement a la membrane plasmique de deux kinases associées
au récepteur IL-1 : IRAK-4 et IRAK-1 (IL-1R-associated kinase 4 et 1) [49]. Une interaction homophile
entre le DD de MYDB88 et son homologue trouvée a I'extrémité N-terminale des Kinases est requise pour
un tel événement [50]. L’oligomérisation des 6 a 8 sous-unités de MYDB88 et de 4 sous-unités d'IRAK-4
avec 4 sous-unités d'IRAK-1/2, [51] [52] forme un complexe moléculaire appelé le myddosome [53] [54]

(cf.figure 7).

AR AR AR
PUEPPEYEY!
MyD88 4 I
| |
IRAK4 ; |
KD | |
IRAK1/2 = I |
I I
I I
| |
\ 1 |
I
N (2
ITLR LRR domain TMdomain [  TIRdomain 0
PIP2 binding mott
MAL i I TiRdomain @
115 35 84 235
MyD88 Death domain I  TIR domain
1 110 155 296
IRAK4 Death domain © Kinase domain ]
1 95 166 460
TRAFE binding motifs
IRAK1 Death domain T Kinase domain S ]
1 103 198 522 72
TRAFE binding motits
IRAK2 Death domain . Kinasedomain [ K]
1 94 166 489 590

Figure 7 : Le myddosome.

Ce schéma représente un dimere TLR4 montrant I'arrangement de
ses domaines TIR cytosoliques (en vert) en association avec les
domaines MYD88 TIR (en vert), les domaines de mort (DD) de
MYD88 et des kinases associées au récepteur de I'interleukine-1
(IRAK-4 et IRAK-1/2) sont représentés en orange. Les six
domaines DD de MYD88 disposés en 2 anneaux fournissent une
plate-forme pour le recrutement de 2 couches successives de 4
IRAK4 et 4 IRAK1/2, dont I’ensemble forme le complexe
Myddosome. Adaptées d’aprés Katherine R et al [53] .
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2.2.2. Les complexes TRIKA

Un modeéle récent propose que MYD88 se lie a IRAK-4 et favorise I’activation et la phosphorylation
d'IRAK-1 par IRAK-4 [51] [55] .

IRAK-4 libére IRAK-1 dans le cytoplasme en le phosphorylant pour former un signalosome avec
I’enzyme TRAF6 (« Tumour necrosis factor receptor-associated factor 6 ») (cf. figure 9.2). TRAF6 est
une ubiquitine ligase E3 qui a besoin, pour agir, de la présence du complexe enzymatique TRIK1.
TRIK1 est un complexe enzymatique E2 composé de Uev1A(« Ubiquitin Conjugating Enzyme E2
V1 ») et de UBC13 (« Ubiquitin-Conjugating Enzyme E2N ») [56][57]. Ce complexe E2 fonctionne
avec TRAF6, pour synthétiser une chaine de polyubiquitine au niveau de la lysine K63 sur des protéines
cibles, telles que NEMO (« NF-kB Essential Modulator » ) et TRAF6 elle-méme [58] [59]. L’auto-
ubiquitination de TRAF6 facilite le recrutement du complexe trimérique TRIKA2 constitué de la
protéine kinase TAK1 (« Transforming growth factor beta-Activated Kinase 1 ») et de deux protéines
adaptatrices TABL1 et TAB2 [60] [61]. Ce recrutement facilite I’interaction directe TRAF6-TAK1 et
favorise 1’activation de TAK1 par ubiquitination K63 de TAK1 est activée [62] (cf. figure 8).

TRIKA-1

UEV-E2 (K63) conjugating
enzyme complex

UBE2V2

(mms2)

TRAF6
o E3-ligase "
D14 2 TRAF3  (ubc13) y

ring finger domain

WYL

TLR4

Figure 8 : Complexes TRIKA.

Formation de complexes de signalisation médiée par TRAF6. Recrutement de I'RAK4
apporte IRAK1 dans le complexe de signalisation. IRAK4 phosphoryle IRAK1 (1) et cela
entraine un changement de conformation qui permet a IRAK4 de phosphoryler lui-méme sur
de nombreux résidus en particulier dans la région entre le domaine de la mort et le domaine
kinase (2). Cela provoque a son tour la recrutement et activation d'un complexe de transfert
d'ubiquitine (3), comprenant TRAF6 (E3-ligase) et UBE2N (anciennement Ubc13) et UB2V?2
(anciennement mms2). Ces deux derniers constituent le Complexe enzymatique de
conjugaison EUV-E2 (TRIKAL). IRAK4 et TRAF6 sont des substrats. L'enzyme
UBE2N/UB2V?2 relie les ubiquitines via leur glycine C-terminale (G76) et la lysine en
position 63 (K63) (4). La chaine K63-ubiquitine agit comme un site d'amarrage pour deux
complexes de kinase. L'un d'eux comprend TAB2 couplé a la K63 et TAK1 avec TABL1 (5)
d’aprés Kramer et al. [62]
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2.2.3. Les facteurs IRFs
2.2.3.1. IRF7

La stimulation de TLR9 ou TLR7 situés dans I’endosome
par les acides nucléiques viraux ou bactériens declenche
I’activation du facteur de transcription IRF-7. Un
complexe comprenant MYD88, IRAK-4, TRAFG6,
TRAF3, IRAK-1, IKKa et IRF7 est recruté au niveau des
TLRs. IRF7 phosphorylé par IRAK-1 et IKKo et
ubiquitinylé par TRAF6 forme un dimere et est
transloqué au noyau pour activer la transcription de génes
des interférons de type | (IFNa et IFN) [63] [64] [65]

(cf. figure 9).
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Figure 9 : Voie de signalisation via les TLR7 et
9 aboutissant a D’activation du facteur de
transcription IRF-7.

Apres activation, IRF-7 est transloqué au noyau
afin de permettre la transcription des génes IFN-
o/B. d’apres Takeuchi et al.[63]
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2.2.3.2. IRFlet IRF5

Dans les signalisations TLR2, 4, 5, 7 et
9, IRF5 est

complexe

recruté au niveau du
myddosome-TRAF6  puis
transloqué au noyau pour activer la
transcription  de  cytokines  pro-
inflammatoires

(IL-6, TNF-o)[66].

IRF1 est recruté de la méme maniére que
IRF5 lors des signalisations TLR7 et 9 et
contréle la production d’interleukine
IL12, de p35, d’oxyde nitrique synthase
inductible (iNOS) et d’IFN-B, [38]
[67](cf. figure 10).
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Figure 10 : Signalisations TLR activant les facteurs de
transcription IRF-1 et IRF-5.

IRF-1 et IRF-5 activés sont ensuite transloqués au noyau afin de
permettre la transcription des génes pro-inflammatoires, tel qu’IL-6,
IL-12 IFN-B. d’aprés Kawai et al. [67]
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2.2.4. Le facteur de transcription AP-1 avec la voie MAP Kinases

La voie des «Mitogen Activated Protein
kinases » (MAP kinases) constitue 1’une des
voies principales de transmission des signaux
de prolifération apportés par les facteurs de
croissance [68]. Cette voie, apres activation des
TLRs, est a l'origine d’une cascade de
phosphorylation au cours desquels une MAP
Kinase d’ordre 3 (MAP K3), phosphoryle et
active une MAP Kinases d’ordre 2 (MAP KK)
qui phosphoryle et active une MAPK d’ordre 1
(MAP K). Les MAP kinases sont des Ser/Thr
kinases qui incluent INK/SAPK, ERK et p38
[69].

Lorsque TRAF®6 se lie a TAK1, cela active la
voie des MAP Kinases qui permet la
phosphorylation de p38 et JNK. JNK
phosphoryle a son tour c-Jun [70] [71]. c-Jun
activé shomodimérise et/ou s'hétérodimérise
avec c-Fos générant le complexe de
transcription de la protéine activatrice-1 (AP-1)
[72] [73]. L'activation transcriptionnelle des
composants AP-1 par les MAP kinases induit
l'expression de cytokines pro-inflammatoires tel
que IL-la, IL-1b, TNFa, IL6 [69] [74]. Les
chémokines tels que 1L8, MCP-1 (Monocyte
Chemotactic ~ Protein-1), les  molécules
d’adhésion telle que la voie VCAM (Vascular
Cell Adhesion Molecule), ICAM (Intracellular
Cell Adhesion Molecule), P-sélectine, les

récepteurs membranaires (CMH, Integrinep)

[63] (cf. figure 11).

IL-1R TLRs1,2,4,5¢et6
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Figure 11 : Signalisations TLRs activant le facteur de
transcription AP-1.

TLR2 et 4 répond & une variété de stimulus entrainant I'activation
de la voie NF-kB et MAPK via MyD88. La voie MyD88-
dépendante via l'activation transcriptionnelle des composants AP-
1 induit I'expression de cytokines pro-inflammatoires telles que
IL-1a, IL-1b, TNFa, IL6.
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2.2.5. Le facteur de transcription NF-xkB

NF-kB forme une famille de facteurs de transcription qui participent a divers processus biologiques,
notamment la réponse immunitaire, l'inflammation, la croissance et la survie cellulaire, et le
développement [75] [76] [77]. On sait maintenant que cette voie est utilisée par de nombreuses cellules
normales et cancéreuses pour favoriser leur survie. NF-xB a d’abord été défini dans les lymphocytes
B comme un facteur de transcription régulant I'expression de la chaine légére kappa des Ig [78] et
comme étant associé a la mort cellulaire. L’activation NF-xB associé a la mort cellulaire constitue un
avantage majeur pour la transformation du lymphocyte B. [79].

Dans les lymphocytes B, l'activation NF-kB se produit de fagon transitoire en aval de nombreux
récepteurs, tels que le BCR, le CD40, le récepteur BAFF et divers TLRs.

NF-«B influe sur la biologie de la cellule a travers deux voies de signalisation principales, la voie
d’activation « alternative » et la voie d’activation « classique ». Ces deux voies seront détaillées dans

le chapitre 3 consacré a NF-kB.
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2.2.6. Régulation de la signalisation TLRs MYDS88 dépendante :
IRAK-M

IRAK-M connu sous le nom IRAK-3 est une sérine/thréonine kinase IRAK, codée par le géne IRAK3
[80]. La famille IRAK est composée de deux Kinases activatrices, IRAK-1 et IRAK-4, et de deux
kinases inhibitrices, IRAK-2 et IRAK-M. L'expression d'IRAK-M est limitée aux
monocytes/macrophages, alors que les autres IRAK sont omniprésents

[81].
A partir du modeéle murin déficient pour Irak3, [81] il a été observé une

PAMP

production accrue de cytokines pro-inflammatoires lorsque ces souris sont

MyD88

. , , . . - 1
infectées par des bactéries vivantes ou mortes. Dans cet article, les auteurs H - I 3
b4 A%
(@ 2
I :

Salmonella typhimurium puisque les souris Irak-m~ infectées présentent A I:

Phospho-IRAK
Phospho-IRAK4

montrent que 1’absence d’IRAK-M augmente la réaction inflammatoire

intestinale lors d’une infection avec la bactérie pathogéne entérique

des plaques de Peyer agrandies et enflammées, contrairement aux souris

de type sauvage. Figure 12 A : Activation de la
, . , \ . voie de signalisation MYD88

Au vu de ces résultats, Kobayashi et al ont proposé le modele suivant pour 1Ry gependante [81].

la fonction IRAK-M[81]. L'activation des TLRs par les PAMPs dimérisent ~ s e TN

ces recepteurs. IRAK-1, IRAK-4 et la protéine adaptatrice MYD88 sont i

ensuite recrutés, entrainant l'activation d'IRAK-1 et d'IRAK-4 et leur

phosphorylation ultérieure (cf._figure 12 A). La phosphorylation d'IRAK-1 Myoes

ou d'IRAK-4 entraine un changement de conformation, provoquant une ﬂ }1} I%

perte d'affinité pour le complexe de signalisation TLR et permettant la 1/. %
stimulation de la signalisation en aval par association avec des molécules

de signalisation telles que TRAF6. IRAK-M inhibe ce processus en inhibant e é

la dissociation de IRAK-1 et IRAK-4 du complexe de signalisation TLR

soit en inhibant la phosphorylation de IRAK-1 et IRAK-4, soit en stabilisant Fidure 12 B - Inhibition de la voie

le complexe TLR/MYD88/IRAK-4 (cf._figure 12 B). Ainsi les auteurs g? Sigga”fatisolf] MYD88 TRL
épendante .
montrent que la kinase IRAK-M exerce ce role de régulateur négatif critique

sur la voie MYD88 TLR dépendante.
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2.3. Signalisations TLRs MYDS88 indépendantes

Les voies de signalisation TLRs indépendantes de MYD88 (cf. figure 7) sont retrouvées lors de
I’activation des TLR 3 et TLR4 et faisant alors intervenir comme principale protéine adaptatrice TRIFF
[82]. En réponse a la stimulation par ’ARN double brin issu d’agents infectieux, TLR3 recrute
directement une molécule adaptatrice TRIFF, contrairement a TLR4 qui a besoin d’un intermédiaire,
TRAM [83][84]. TRIFF a la particularité de pouvoir s’associer avec TRAF3 et TRAF6 a travers ses
motifs TRAF-binding, en N-terminal [85]. La protéine RIP1 (Receptor-Interacting Protein s’associé a
TRAFG6 et au motif RHIM (Receptor-interacting protein Homotypic Interaction Motif) contenu dans
TRIFF pour activer la voie NF-«xB [86] et la voie des MAPKinases (cf. figure 13) [87] [88].

TRAF3, quant a lui, va induire la phosphorylation de IRF3 et IFR7. Le complexe IRF3/IFR7

phosphorylé est alors transloqué au noyau pour induire 1I’expression des genes des I[FNs de type I (IFN-

1) [63] (cf. figure 13).
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Figure 13 : Exemple d’une voie de signalisation indépendante de MYD88 via
P’activation du TLR3.

Au niveau de I’endosome TLR3 va étre activé par les ARNs double brin. TLR3 est activé
par la voie TRIFF dépendante et non MYD88 dépendante. L’activation de TRIFF va
permettre le recrutement de TRAF6 et RIP1 ainsi que TRAF3. Le couple TRAF6 et RIP1
est responsable de I’activation de la voie NF-xB et MAPK3 alors que TRAF3 est
responsable de la phosphorylation du complexe IRF3/IRF7 responsable de I’induction de
géne de IFN de Type I.
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Chapitre 3 : NF-xB

Bien qu’elles soient similaires en de nombreux points, les deux voies de signalisation dites
« alternative » et « classique » de NF-kB, se distinguent, non seulement par leurs acteurs moléculaires,
mais également par les activateurs de ces deux voies induisant ainsi des réponses cellulaires distinctes.
Avant de détailler chacune des deux voies, je vais revenir sur les différentes sous-unités et régulateurs
de la voie NF-«B.

3.1. Les différents régulateurs de NF-xB

3.1.1. La famille des protéines kinases IKK

Les sous-unités de NF-kB se déplacent entre le cytoplasme et le noyau. Ces déplacements sont régulés
par les protéines kinases IKK qui répondent a 1’activation des TLRs par les PAMPs.

La famille des protéines kinases IKK est constituée de deux kinases catalytiques IKKa, IKKf et d’une
sous-unité régulatrice IKKy également connue sous le nom de NEMO [89] [90] [91]. Lorsqu’elles sont
associées entre elles, elles forment le complexe IKKa/IKK /NEMO. IKK o et IKKf sont exprimés de
maniere ubiquitaire et possedent un domaine kinase en position N-terminale, un domaine Leucine
Zipper et un domaine hélice-boucle-hélice (HLH, Helix Loop Helix) en position C-terminale (Fig. 2).
Le domaine Leucine Zipper est responsable de la dimérisation des kinases et la présence de mutations
dans cette région rend les kinases inactives, contrairement au domaine HLH dont la présence peut
s’avérer superflue [92]. Les parties C-terminales de IKKa et IKKB sont essentielles pour leur
interaction avec la sous-unité régulatrice NEMO, qui est médiée par une séquence hexapeptidique
(LDWSWL) appelée domaine de liaison NEMO (NBD) (cf. figure 14)[93] [94][95].

NBD

IKKa —{ Kinase domain ;: (HLH G T
NBD

IKKp —{iinase doman ——EZ X @HLH f==(=
NEMO R
IKK 0000 SC 0= EER=zr

IKK complex

Figure 14 : Famille des IKKs.

La famille des protéines kinases IKKs est constituée de deux kinases catalytiques
IKKa, IKK et d’une sous-unité régulatrice IKKy. Les domaines kinase, leucine
zipper (LZ), hélice-boucle-hélice (HLH) et d’un domaine de liaison & NEMO
(NBD) sont caractéristiques des IKKa et IKK. Contrairement a IKKy qui lui est
constitué de deux bobines enroulées (CC1-2).'d’aprés Oeckinghaus et Ghosh [93]
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3.1.2. Les sous-unités de NF-kB

La famille de facteurs de transcription NF-kB se compose de NF-kB1 (p50 et son précurseur p105),
NF-kB2 (p52 et son précurseur p100), RelA (également appelé p65), RelB et c-Rel (cf. figure 15) [75].
Ces facteurs de transcription sont tous caractérisés par la présence d'un domaine d'homologie Rel (« Rel
Homology Domain », RHD) en position N-terminale responsable de I'nomo et hétérodimérisation ainsi
que de la liaison a I'ADN spécifique de la sequence. RelA, RelB et c-Rel possédent un domaine C-
terminal d'activation de la transcription (TAD), contrairement aux sous-unités p52 et p50 [75]. Alors
que RelB s'hétérodimerise avec les précurseurs p100 et p105 ainsi que leur forme active respective
p52 et p50, RelA et c-Rel s'hétérodimérisent majoritairement avec p50 [87][96][97] [98].
Contrairement a d'autres membres de la famille NF-kB, RelB possede également un motif de fermeture
éclair a leucine (LZ) dans son extrémité N terminale, qui joue un rdle régulateur transcriptionnel

important [75].

p65

c-Rel

p100/p52
(NF-xB2)

Multiple

nan D) x:(me N
p105/p50 3385 433 ) 924(F 933
(NF-xB1) mmooma—

Figure 15 : Famille des NF-kB/Rel . La famille de
facteur de transcription & NF-xB est composée de 5
facteurs de transcriptions qui sont p65, RelB, c-Rel, p50,
et p52. D’aprés Matthew S.Hayden et al. [75].
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Figure 16 : Famille des protéines IxB.

La famille IkB comprend IkBo, IkBp, IkBe et IkB( et Bcl-3 ainsi que les protéines
précurseurs pl05 et pl00. Les protéines 1[/B contiennent toutes des répétitions
ankyrine (ANK). Les protéines précurseurs pl00 et pl05 possedent en plus un
domaine d’homologie Rel (RHD). Les domaines qui caractérisent chaque protéine
sont indiqués schématiquement d’aprés Oeckinghaus et Ghosh [94].
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3.1.3. La famille des protéines IxB

Les protéines IxB (IkBa, IkBp et IkBg) jouent un role essentiel dans la régulation du signal NF-xB.
Toutes les protéines 1B sont caractérisées par la présence de cing & sept motifs répétés ankyrine, qui
médient leur interaction avec le RHD (domaine d’homologie a Rel) des protéines NF-xB. La famille
des protéines inhibitrices IkB posséde une séquence d’exportation nucléaire (NES, Nuclear Export
Signal) qui leur permet d’exercer un rétrocontrole négatif sur la voie NF-kB. En effet, en absence de
stimulation adéquate, les diméres NF-kB sont séquestrés dans le cytoplasme ou ils sont maintenus
inactifs suite a leur interaction avec les protéines inhibitrices kB qui, en plus de masquer le signal de
localisation nucléaire (NLS) des sous-unités de NF-kB, interfeérent au niveau de leur affinité de liaison

a ’ADN. (cf. figure 16).

Les protéines Bcl3 et IkB, sont apparentées aux IkB classiques. Elles sont constituées respectivement
de six et sept domaines de repétition ankyrine. Cependant, contrairement aux IkB classiques, elles sont
localisées dans le noyau et se comportent comme des activateurs transcriptionnels de NF-xB (cf. figure
16) [75].

En sus d’étre des précurseurs de p52 et p50 les protéines p100 et p105 ont la particularité de pouvoir
fonctionner comme des inhibiteurs de la protéine Rel de la voie alterne et classique respectivement
[99] [100]. En plus d’un domaine RHD cété N-terminal, ces précurseurs possedent un domaine
constitué de 7 répétitions ankyrines (ANK) qui joue un réle important dans 1’inhibition des protéines
NF-xB ainsi qu’une région charniére riche en glycine (GRR) [101] [102] [103]. Ce site GRR est un
site de maturation par clivage protéolytique. Bien que leur séquence et leur organisation globale soient
similaires, la génération de p50 et p52 a partir de leurs précurseurs respectifs (p105 et p100) s’effectue
par le biais de mécanismes distincts. La protéolyse de p105 en p50 est un phénomene constitutif alors
que celle de p100, dont la forme active est p50, est finement régulée [97]. p105 peut, comme IkBa,

subir une degradation compléte lors de la phosphorylation par IKKf [93] [104] [105] (cf. figure 16).

IxBa et IkBf sont principalement connues pour inhiber les complexes contenant c-Rel et p65, avec
IxBa ayant une affinité plus élevée pour p65/p50 que pour les complexes p65/p65 [106]. RelB lie
exclusivement p100, alors que Bcl-3 et IkB { s'associent préférentiellement avec homodimeéres de p50
et p52 [107].
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Figure 17 : Représentation schématique de la voie classique NF-kB médiée par

MYD88.

La voie classique est activée par des signaux transmis par plusieurs récepteurs de surface
cellulaire, tel que le TLR. L'activation se traduit par la translocation nucléaire des
hétérodimeres constitués par les sous-unités canoniques NF-kB, p65 et p50 ou ils activent

la transcription des genes cibles.
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3.2. La voie « classique » NF-kB et le myddosome

La voie d’activation « classique » de NF-kB est aussi dénommeée de voie canonique de NF-«B. Elle
implique les dimeres RelA/p50 et c-Rel/p50 (cf. figure 17). Elle intervient dans la réponse immune et
inflammatoire, dans la réponse anti-apoptotique, dans des phénomenes de différenciation normale et
de cancerogenése [108]. NF-kB a un effet direct sur la transcription des génes codant des cytokines
pro-inflammatoires (TNFa, IL-1, IL-6, IL-18...) permettant le recrutement de nouveaux macrophages
et cellules dendritiques amplifiant ainsi la réponse innée. De plus, elle favorise également la mise en
place de la réponse spécifique en permettant la synthése de co-récepteurs dont le CD40, le CD80 et le

CD86 nécessaires pour 1’activation des lymphocytes B.

De nombreux stimuli extracellulaires peuvent activer la voie classique NF-xB via I’activation des
TLRs. Des stress cellulaires tels que I’exposition a des radicaux libres, aux UV ou encore aux
irradiations gamma en sont de puissants inducteurs ; de méme que des produits viraux ou bactériens
tels que le LPS et les ARN double-brin. De nombreuses cytokines peuvent également activer la voie
classiqgue NF-kB, notamment IL-1 et TNF-a. La voie classique d'activation de NF-kB utilise le
complexe IkB kinase (IKK) composé des sous-unités a, p et y (NEMO). Comme décrit précédemment
TRAF6 ubiquitine TAB3 et NEMO en K63 et le complexe TAK1/TAB phosphoryle et active IKKa et
B. IKK a et  phosphorylent a leur tour deux résidus sérines situés dans la partie N-terminale d'TkBa
qui sera ensuite ubiquitinylée en position K48 conduisant a sa dégradation par le protéasome S26. [87]
[100] [90]. Les dimeres p50/RelA (p65) ainsi libérés sont transloqués dans le noyau rendant possible

la transcription de genes cibles spécifiques.

Cependant, la dégradation d’IkBa et par conséquent la transcription des genes pro-inflammatoires tels
que ceux codant TNFa et IL-6, peut s’effectuer par une autre voie impliquant également la voie

classique de NF-«xB : il s’agit de la voie tyrosine kinase de Bruton (Btk).

La BTK est la tyrosine kinase de maladie de Bruton. L’agammaglobulinémie liée au sexe ou la maladie
de Bruton est caractérisee par un deficit en lymphocytes B matures et d’Ac circulant, mettant en
évidence un réle critique de BTK dans le développement B [109]. Il s'est également avéré important
pour l'activation médiée par les IgE des mastocytes entrainant des réactions allergiques. En effet, il a
été demontré que la phosphorylation de la tyrosine Y551 de BTK par Lyn, induit 1’activation de BTK.
Cette activation est augmenteée lors de la réticulation ou de la stimulation du BCR, du récepteur IgE
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(FceRI1) et d'un certain nombre de récepteurs de cytokines tels que ceux de I'lL-3, IL-5, IL-6 et IL-10,
suggerant un réle central de BTK dans la réponse immune [110] [111].

Dans les cellules B, BTK est décrit comme jouant un role ambivalent dans I'apoptose. En effet, lorsque
les cellules B sont exposées a des intermédiaires réactifs de l'oxygéne (ROI, Reactive Oxygen
Intermediates), BTK fonctionne comme une molécule pro-apoptotique en diminuant l'activité de
STATS, tandis que l'association de BTK avec FAS peut empécher l'induction de la mort induite par
FAS [112].

BTK active la voie NF-kB par le BCR via MALT1, BCL10 et CARD11 ou via MYD88 en intéragissant
directement avec le myddosome [113]. En effet en 2003, Jefferies et al. démontrent a I’aide de mutants
inhibiteurs de Btk et un inhibiteur spécifique de Btk, LFM-A13, que Btk régule I'activation de la voie
NF-xB en réponse a une stimulation au LPS [114]. Btk, en s’associant avec TIRAP et MYD88, active
par le biais soit du myddosome soit d’IKKa de la voie NF-xB [115]. (cf. figure 18)
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Figure 18 : Voie de signalisation NFKB
médiée par Btk.

Btk peut activer la voie classique NF-xB
soit par le biais du myddosome soit
d’IKKa d’aprés D’apres J. Castillo, et al
[114].
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Méme s’il est établi que Btk intervient dans la voie NF-kB, son réle au niveau de la signalisation TLR
est quant a lui controversé. En effet, des études contradictoires faites sur cellules mononucléees de
patients porteurs de mutations dans Btk, ont montré dans un cas que Btk est requis pour la signalisation
TLR4 alors que dans 1’autre cas la signalisation TLR4 se fait indépendamment de Btk [116] [117].

Malgré cette controverse, la fonction anti-apoptotique de Btk dans les cellules cancéreuses est bien
connue [118]. En effet, il a été démontré qu’au cours du développement des cellules B, la signalisation
Btk remplit une fonction de survie et son absence chez les souris Xid entraine une réduction du nombre
de cellules B [119]. Btk devient donc une cible potentielle dans les thérapies anticancéreuses. En effet,
dans des lignées cellulaires MW (Maladie de Waldenstrom), 1’utilisation de 1’ibrutinib, un inhibiteur
de I’activité de la kinase BTK, entraine une diminution de la complexation MYD88-BTK dans les

cellules exprimant MYD88 mutée.

L'ensemble, de ces résultats suggérant que Btk est un régulateur important dans la signalisation TLR
dépendante de MYDB88 via I’activation de la voie NF-kB méme s’il semble non indispensable a
I’activation des cellules via le TLR dans les mastocytes et neutrophiles. Il n’en reste pas moins un

acteur tres intéressant pour I’utilisation de molécules anticancéreuses tel que 1'ibrutinib.
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3.3. La voie « alternative » NF-xB

La voie dite « alternative » fait intervenir les protéines NF-xB p100 et sa forme active p52 associée a
RelB. Il semblerait qu’elle ne soit pas activée par les TLR mais plut6t par des ligands ayant une forte
affinité pour les membres de la superfamille du TNF (tumor necrosis factor) (CD40L, lymphotoxine
B, BAFF ou B cell-activating factor belonging to the TNF family...),[120] des protéines virales (LMP1
du virus EBV ou Epstein-Barr virus, Tax du virus HTLV1 ou hAuman T lymphotropic virus...) ou la
souche bactérienne Gram négatif Helicobacter pylori. Elle repose sur la protéolyse partielle de la
protéine p100, I’inhibiteur de RelB [121].

Lorsque la cellule est au repos (cf. figure 19 A) p100, via ses répétitions d'ankyrine C-terminale, se lie
a RelB et le complexe p100/RelB est maintenu dans le cytoplasme. La kinase MAP3K14 aussi connue
sous le nom de NIK (« NF-xB -inducing kinase »), est la kinase impliquée dans la phosphorylation de
la partie C-terminale de pl100. Elle est maintenue a des niveaux tres bas en raison de la
polyubiquitination de sa lysine 48 (K48) par le complexe E3 contenant TRAF2 et clAP1/2 qui entraine

sa dégradation par le protéasome [115].
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Figure 19 A : Signalisation de
la voie alternative lorsque la
cellule est au repos. En
I’absence  d’activation, les
dimeres RelB/p100 sont
séquestrés dans le cytoplasme.
D’aprés Castillo et al [115].

A T’inverse, lorsque la cellule est activée, par exemple, par la liaison du CD40 ligand au récepteur
CDA40 cela induit le recrutement du complexe TRAF3-TRAF2-clAP1/2 vers le récepteur, ou clAP1/2
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subit une polyubiquitination K63 TRAF2-dépendante (cf. figure 19 B) [76]. TRAF2 subit également
une auto-ubiquitination K63. L'ubiquitination de clAP1/2 induit l'ubiquitination de TRAF3 en K48,
conduisant a sa dégradation par le protéasome. En conséquence, les niveaux de TRAF3 dans la cellule
tombent en dessous d'un seuil critique et la protéine NIK ne peut plus étre piégée. Cela conduit a sa
stabilisation, son accumulation et son activation probablement par autophosphorylation. NIK activée
entraine la phosphorylation des diméres IKKa qui phosphorylent a leur tour p100 au niveau de résidus
sérine spécifiques dans son domaine répété d'ankyrine C-terminal [122] [123]. Cet événement de
phosphorylation permet la reconnaissance de p100 par le complexe ligase SCFIk B E3 entrainant sa
polyubiquitination et la libération de 1’hétérodimere p52 / RelB qui migre dans le noyau pour réguler
la transcription de ses genes cibles (BCL3, REL,STATS5, IRF5...) [123] [124].

B: cellule activée
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Figure 19 B : Signalisation de la voie
alternative lorsque la cellule est activée.
En réponse a 1’'un des stimuli cités plus
haut, la protéine NIK sera libérée puis
phosphorylée. NIK activée phosphoryle
p100 alors associée a RelB, aboutissant a
la protéolyse partielle de pl00et a la
libération des dimeres RelB/p52 D’apres
Vallabhapurapus et al [76]
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Figure 20 : Rdles divergents de MYD88 dans la cancérogenése. Dans divers modeles expérimentaux
de cancérogeneése, la signalisation MYDB88 en aval des récepteurs de type Toll (TLR) ou des récepteurs
de la famille de I'interleukine-1 (IL-1) a été associée a la suppression ou a l'augmentation de la formation
de tumeurs. La figure montre les principaux effets rapportés a