IMMUNITE INNEE ET RECEPTEURS TOLL
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Toutes les especes animal es sont confrontées quotidiennement a un grand nom-
bre de micro-organismes potentiellement dangereux. L e systeme immunitaireinng,
commun atous les animaux, permet de détecter ces micro-organismes grace a une
famille de récepteurs récemment caractérisés, les récepteurs Toll. Ces récepteurs
contrélent I expression de molécules qui vont s’ opposer aux agents infectieux, soit
directement soit en permettant le recrutement et |’ activation de cellules effectrices.
En particulier, I'activation du systéme immunitaire adaptatif, qui est présent
exclusivement chez les vertébrés, est controlée par les récepteurs Toll.

REPONSES IMMUNITAIRES INNEE ET ADAPTATIVE

Le systéme immunitaire des vertébrés est constitué de deux bras, I'immunité
innée, et I'immunité adaptative ou spécifique. La recherche en immunologie a été
dominée au cours des derniéres décennies par les travaux portant sur la compré-
hension des mécanismes de I'immunité adaptative, et des progrés spectaculaires
ont été accomplis. Le role des lymphocytes B et des lymphocytes T, et de leurs
récepteurs des antigenes spécifiques a notamment été décrypté [1]. Au cours du
développement de ces cellules, un mécanisme de recombinaison de genes génére
dans chague lymphocyte un récepteur de I’ antigéne possédant un site de recon-
naissance unique. L’infection induira ensuite une expansion clonale des lympho-
cytes dont |es récepteurs reconnaissent un antigéne exprimeé par |’ agent infectieux,
permettant ainsi une réponse adaptée, ou spécifique, a ce germe. Les deux génes
codant pour la recombinase site-spécifique impliquée dans les réarrangements des
genes codant pour les récepteurs des antigénes ont probablement été acquis suite
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al’infection de I’ ancétre commun de tous les vertébrés par un rétrotransposon qui
s est intégré dans un membre primitif de la famille des immunoglobulines.

Malgré sa tres grande spécificité, le systeme adaptatif ne permet pas a lui seul
de contrdler lesinfections. En effet, I'amplification clonale des lymphocytes naifs
et leur différenciation en cellules effectrices prennent plusieurs jours (3 a5), aors
gue de nombreux agents infectieux ont des temps de génération qui peuvent n’ étre
gue de quel ques dizaines de minutes. En outre, comme |e sait tout biologiste ayant
été amené a obtenir des anticorps chez un animal, I’injection d'un antigene pur ne
permet pas d' obtenir une réponse significative, et il est nécessaire de lui adjoindre
un adjuvant constitué d’un mélange d’ extraits microbiens. En fait, chez tous les
vertébrés, I'invasion par des micro-organismes est initialement combattue par des
mécanismes de défense innée qui préexistent chez tous lesindividus et sont activés
dans les minutes qui suivent I’infection. Les adjuvants qu'il est nécessaire d'injec-
ter avec |’ antigéne pour obtenir une bonne réponse ont précisément pour fonction
d activer ce bras inné de la réponse immunitaire. Quoique les travaux de Metch-
nikoff al’ Institut Pasteur aient ouvert lavoie deslafin du xix® siecle, ce n’est que
dans les dix derniéres années que I’ on a commencé a comprendre I’importance du
systéme immunitaire inné qui, outre sa capacité a neutraliser les micro-organismes
par la phagocytose et I’ action de molécules comme les peptides antimicrobiens, le
complexe de lyse du complément ou les radicaux libres, déclenche et oriente la
réponse immunitaire adaptative en controlant |’expression de cytokines et des
mol écules costimulatrices CD80 et CD86 (fig. 1).

Les macrophages, cellules dendritiques, cellules NK qui opérent en premiére
ligne de la réponse innée sont activés par des motifs moléculaires conservés au
sein de différents types de micro-organismes baptisés PAMP (pathogen associated
molecular pattern) par Charlie Janeway [2]. Ces PAMP sont caractérisés par les
trois propriétés suivantes: (i) ils sont absents des cellules de I’ héte ; (ii) ils sont
communs a de nombreuses espéces de micro-organismes ce qui permet de recon-
naitre I’énorme diversité des microbes par un nombre restreint de récepteurs;;
(i) ils sont essentiels a la survie des micro-organismes, ce qui limite I’ apparition
de mutants échappant ala reconnaissance. Les lipopolysaccharides (L PS) des bac-
téries a Gram négatif, les peptidoglycanes des bactéries a Gram positif, I'ARN
double brin des virus ou encore les motifs d’ ADN CpG non méthylés caractéris-
tiques du génome des bactéries et de certains virus a ADN constituent des proto-
types de PAMP bien connus. Dés 1989, C. Janeway a postulé I’ existence de
récepteurs, les pattern recognition receptors ou PRR reconnaissant ces PAMP et
activant la réponse immunitaire [2]. L’identité moléculaire de ces récepteurs est
cependant longtemps restée mystérieuse, et ' est |’ étude de laréponse immunitaire
dans un modéle animal trés particulier, lamouche drosophile, qui a permis de met-
tre en évidence I’importance des récepteurs Toll [3].

DECOUVERTE ET STRUCTURE DES RECEPTEURS TOLL

La drosophile est un modéle génétique puissant, pour lequel de nombreux outils
génomiques et protéomiques sont disponibles, qui a fait ses preuves pour I’ éucida-
tion des mécanismes moléculaires contrélant le développement, I’ oncogenése ou
plus récemment les mécanismes de défense de I’ hbte. Une des caractéristiques de la
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Fic. 1. — Les deux bras du systéme immunitaire des vertébrés.

La reconnaissance des agents infectieux par les cellules du systéme immunitaire inné
(cellule présentatrice de I’antigéne, CPA) induit la production de cytokines qui déclen-
chent I'inflammation (IL-1, TNF, IL-6) et de molécules effectrices (iNOS, peptides anti-
microbiens). Les molécules de costimulation CD80 et CD86 et des cytokines telles que
I"IL-12 ou I'IL-18 sont également induites, ce qui va permettre I activation de lympho-
cytes exprimant un récepteur reconnaissant spécifiquement un antigéne de I’ agent infec-
tieux et enclencher la réponse adaptative.

réponse immunitaire de la drosophile est la synthése d’ un cocktail de puissants pep-
tides antimicrobiens en réponse al’ infection. Ces peptidesinductibles, qui sont actifs
contre des bactéries a Gram positif et/ou négatif ou des champignons, peuvent étre
utilisés comme marqueurs de la réponse immunitaire. L' analyse génétique de la
régulation de I’ expression des genes codant pour ces peptides amené al’identifica-
tion de deux voies de signalisation : lavoie Tall, activée en réponse a des infections
par des bactéries a Gram positif ou des champignons, qui contréle notamment
I expression du peptide antifongique drosomycine ; et lavoie IMD, activée par infec-
tions bactériennes a Gram négatif, et qui controle |’ expression des genes codant pour
des peptides antibactériens comme la diptéricine [3]. Suite ala mise en évidence du
role critique joué par le récepteur Toll chez la drosophile, une famille de 10 récep-
teurs apparentés a Toll, les Toll-like receptors (TLR1-10), a été identifiée chez les
mammiferes[4]. Cesrécepteurs sont caractérisés par un domaine intracytoplasmique
de 150 acides aminés environ, qu’ils partagent avec les membres de la famille du
récepteur de I'interleukine 1 (IL-1R). Ce domaine est également présent dans les
produits de plusieurs génes de résistance a l’infection chez les plantes (génes R), et
a été baptisé domaine TIR (Tall/IL-1R/R). L’ ectodomaine des récepteurs Toll est
congtitué de répétitionsriches en leucines (motifs LRR), alors que celui des membres
de la famille de I'lL-1R est constitué de trois domaines immunoglobulines [5].
Comme on pourrait S'y attendre sur la base de ces considérations structurales, les
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TLR et les IL-1R activent des cibles communes en réponse a des signaux différents
(PAMP pour les TLR, cytokines pour les IL-1R).

ACTIVATION DES TLR

Il est trés rapidement apparu que les TLR pouvaient fonctionner comme PRR.
En effet, le clonage positionnel du locus responsable de I hyposensibilité aux LPS
des souris de la souche C3H/HeJ arévélé|’ existence d’ une mutation perte de fonc-
tion dans le géne tir4 [6]. Des expériences complémentaires ont permis d’ établir
gue TLR4 était un composant essentiel du complexe récepteur au LPS. D’ autres
études, basées en particulier sur I’analyse du phénotype de souris chez lesquelles
différents membres de la famille des TLR ont été inactivés ont montré que ces
récepteurs sont impliqués dans la reconnaissance d' autres PAMP tels que les lipo-
peptides bactériens (TLR1, -2 et -6), les ARN double brin (TLR3), la flagelline
(TLR5), ou encore les motifs CpG non méthylés (TLR9) (fig. 2 ; revu dans [7]).
Certains TLR peuvent former des hétérodimeres, ce qui leur permet d’ élargir le
spectre des molécules reconnues. Ains, I’ activation cellulaire par les lipopeptides
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FiG. 2. — Lafamille des Toll-like receptors (TLR) chez les mammiféres.

Les TLR sont des PRR membranaires (mp : membrane plasmique) dont les ectodomaines
sont composés de motifs LRR (rectangles) et de motifs flanquants riches en cystéine
(demi-cercles). Leur domaine intracellulaire, le domaine TIR, est similaire a celui du
récepteur de I'lL-1 (ovale). Les TLR sont activés sélectivement par différents types de
PAMP, parmi lesquels des lipopeptides bactériens (BLP) di- ou triacylés, des lipopoly-
saccharides (LPS), des acides nucléiques (ARN double brin ou motif CpG d’ ADN) ou
des protéines (flagelline). TLR7 et TLR8 sont activés par des molécules de la famille
des imidazoquinolines, comme le resiquimod ou R-848.
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triacylés implique une association de TLR1 et TLR2, adors que la réponse aux
lipopeptides diacylés implique un dimére TLR2/TLR6. D’autres TLR, comme
TLRS3, 4, 5 0u 9, peuvent fonctionner comme homodimeéres, mais pourraient avoir
besoin de s associer avec des molécules accessoires pour permettre une reconnais-
sance et une signalisation optimale. Le cas de TLR4 a été particuliérement bien
étudié a cet égard, et on sait que ce récepteur doit S associer a un facteur sécrété
de 25 kDa, MD-2, pour atteindre la membrane plasmique et interagir avec le LPS.
Le corécepteur CD14 est lui aussi associé a TLR4 au sein du complexe récepteur
au LPS[5]. Bien quel’on n'ait pas encore identifié de PAMP impliqué dans |’ acti-
vation de TLR7 et TLRS, il a été montré que ces récepteurs sont actives par des
petites molécules de la famille des imidazoquinolines, qui activent une réponse
antivirale. On peut donc supposer que ces récepteurs sont actives par des PAMP
d’origine virale, comme TLR3 [7]. Ces données chez la souris semblent confir-
mées chez I"homme, comme I'illustre I’ existence de polymorphismes dans les
genes codant hTLR2 ou hTLRA4. Ces variants alléliques qui produisent des récep-
teurs hypoactifs ou inactifs sont associés a une sensihilité accrue a différents types
d agents infectieux [8-10].

Certaines données expérimental es suggerent que les TLR pourraient aussi étre
activés par des ligands endogenes, comme certaines protéines de choc thermique
ou peptides antimicrobiens, ou des fragments de molécules de la matrice extra-
cellulaire, tels que les protéoglycanes, I acide hyaluronique, ou lafibronectine. Ces
résultats sont cependant & prendre avec précaution, la contamination potentielle de
ces molécules (souvent produites sous forme recombinante) par des PAMP comme
le LPS pouvant expliquer I’ activation des TLR (voir [7]). En dépit de ces réserves,
ces études sont intéressantes car elles suggérent que les TLR pourraient étre activés
de fagon coopérative par des molécules du non-soi et des molécules formées a la
suite d’ une dégradation tissulaire : une telle synergie pourrait expliquer comment
le systéme inné établit une distinction entre microbes commensaux et infectieux,
qui contiennent les mémes PAMP [11, 12].

Malgré lesimportants progres réalisés grace ala génétique ces derniéres années,
il est important de noter qu’il subsiste de grandesincertitudes concernant les méca-
nismes moléculaires impliqués dans I’ activation des TLR. En particulier, il 'y a
pas a I'heure actuelle de preuve biochimique solide que les TLR interagissent
directement avec les PAMP. Chez la drosophile, il a par contre été montré que
Toll est activé apres fixation delacytokine apparentée aux neurotrophines Spaetzle
[13]. Dans ce modele, la reconnaissance du non-soi infectieux se fait par des PRR
solubles, comme |a protéine de reconnai ssance du peptidoglycane PGRP-SA [14],
qui activent une cascade protéolytique menant au clivage de Spaetzle et ala for-
mation d'un ligand actif pour le récepteur Toll.

VOIES DE SIGNALISATION ACTIVEES PAR LES TLR

Les TLR activent une voie de signalisation menant a I’ activation des facteurs
detranscription NF-kB et AP1, qui régulent I’ expression inductible des cytokines
inflammatoires comme le TNFa, I'[L-1 ou I’ [L-6, et des molécules costimulatri-
ces CD80 et CD86 [4]. Ledomaine TIR joue un réle critique dans cette activation,
puisqu’ une mutation ponctuelle dans les séquences codant ce domaine du récepteur
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TLR4 (remplacement de la proline en position 712 par une histidine) bloque la
réponse au LPS [6]. Les TLR (et IL-1R) interagissent par I'intermédiaire de ce
domaine avec une molécule cytoplasmique contenant elle-méme un domaine TIR,
le facteur MyD88. Cette molécule contient un domaine de mort (DD : Death
domain) aminoterminal par I'intermédiaire duquel elle interagit avec les sérine-
thréonine kinases a domaine DD de la famille IRAK [15]. MyD88 fonctionne
donc comme un adaptateur entre les récepteurs a domaine TIR et des kinases
impliquées danslasignalisation en aval. Des études génétiques utilisant des souris
déficientes pour le géne codant MyD88 ont confirmé que ce facteur joue un rdle
essentiel dans I’induction NF-kB-dépendante des genes codant pour le TNFa et
I"IL-6. De facon plus surprenante, |’ analyse de ces souris mutantes a également
révélé |’ existence d’ une voie de signalisation indépendante de MyD88 en aval de
certains TLR. En effet, I’induction de NF-kB (et AP1) par le LPS (TLR4) et les
ARN double brin (TLR3) n’est pas abolie chez |les souris MyD88-/-, mais seule-
ment retardée. En outre, la maturation des cellules dendritiques n’ est pas affectée
quand les cellules déficientes en MyD88 sont stimulées avec du LPS ou des ARN
double brin. L’induction d’'une autre cytokine inflammatoire, I'lFN(, par TLR3
et TLR4 implique également un mécanisme indépendant de MyD88. L’ ensemble
de ces données indique qu’il existe deux groupes de TLR, dont I’un (qui inclut
TLR3 et TLR4) ne dépend pas entierement de MyD88 pour la signalisation [16].
On sait a présent que TLR3 et TLR4 peuvent utiliser une autre molécule a
domaine TIR, connue sous le nom de TRIF ou TICAM-1, pour activer NF-kB et
AP1 (avec une cinétique plus lente que MyD88) et le facteur IRF3, qui régule
I’expressiondel’ IFN [17, 18]. Deux autres mol écul es cytoplasmiques adomaine
TIR sont impliquées dans la signalisation par certains TLR. La premiére, TIRAP
ou MAL, fonctionne comme cofacteur de MyD88 en aval de TLR2 et TLR4, mais
pas des autres TLR [19, 20]. La seconde, TRAM, fonctionne comme un cofacteur
de TRIF en aval de TLR4 (mais pas de TLR3) [21]. La signalisation par lesTLR
implique donc un réseau complexe de molécules cytoplasmiques a domaine TIR
(fig. 3).

En aval de MyD88, la kinase IRAK4 joue un rdle critique. Cette kinase s auto-
phosphoryle en réponse al’ activation des TLR, ce qui induit salibération du com-
plexe récepteur, et lui permet de venir interagir avec le facteur TRAF6 [22]. Cette
molécule adomaine RING active alors les facteurs Uevla et Ubcl3 qui catalysent
lapolyubiquitination de TRAF6. Cette polyubiquitination est tout afait particuliére
puisgu’ elle implique une polymeérisation de I’ ubiquitine sur la lysine en position
63 (K63) et non sur lalysine en position 48, classiquement utilisée pour marquer
les protéines dégradées par le protéasome [23]. La polyubiquitination de TRAF6
lui permet d’interagir et d’ activer la sérine-thréonine kinase TAK 1. Celle-ci phos-
phoryle alors et active leskinases IKK 3 et MKK6. IKK fait partie d’ un complexe
de haut poids moléculaire qui contient également la sous-unité régulatrice essen-
tielle IKKy ou NEMO. Cette kinase phosphoryle IkB, I'inhibiteur cytoplasmique
de NF-kB, permettant ainsi le relargage du facteur de transcription et sa translo-
cation nucléaire [24]. MKK6 phosphoryle quant a elle la kinase INK, qui active
APL (fig. 3A).

Lavoied activation d' IRF3 par TLR3 et TLR4 est moins bien caractérisée, mais
elle implique les kinases IKKe et TBK-1, qui font partie de |la méme famille que
IKK [25, 26]. Ces kinases phosphorylent IRF3, permettant ainsi sa translocation
nucléaire (fig. 3B). NF-kB, AP1 et IRF3 permettent alorslatranscription des genes
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Fic. 3. — Les voies de signalisation induites par les TLR.
(A) Les TLR induisent une voie de signalisation commune, impliquant |’ adaptateur
MyD88 et activant |es facteurs de transcription NF-kB et APL. (B) Certains TLR comme
TLR3 peuvent également induire une voie aternative impliquant TRIF, un autre adap-
tateur adomaine TIR, et activant le facteur de transcription IRF3. (Vair le texte pour les
détails).

codant les molécules de I'inflammation (cytokines, iINOS, sélectine-E...) mais
aussi les costimulateurs déclenchant I'induction de la réponse adaptative (CDA40,
CD80, CD86).

LES TLR ET LA REPONSE ADAPTATIVE

Comme mentionné en introduction, une des fonctions de la réponse innée est
d'initier et d' orienter laréponse immunitaire adaptative. Certains résultats récents
montrent que les TLR participent effectivement aI’induction de la réponse adap-
tative, comme le suggéere leur réle essentiel dans I'immunité innée. Des études
utilisant les souris MyD88-/- ont montré que ce facteur était essentiel pour I’induc-
tion d'une réponse adaptative a un antigéne administré en présence d’ adjuvant
complet de Freund [27]. De fagon surprenante cependant, la réponse humorale
contrélée par les cellules TH2 n'est pas affectée, et des anticorps d'isotype 1gG1
et IgE dirigés contre la protéine injectée sont produits. D’ autres études ont établi
que I'induction d’une réponse TH1 ou TH2 dépendait en fait de la dose de PAMP
utilisée. 1l a en particulier été montré dans un modéle murin de sensibilisation a
un antigéne inhalé que le type de réponse adaptative induite dépend de la dose de
LPS inhalée en méme temps que I’ antigéne : des faibles doses de L PS déclenchent
une réponse TH2 dans ce modéle, alors que des doses fortes induisent une réponse
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TH1 [28]. Quelle que soit ladose de LPS utilisée, I’ activation de la réponse adap-
tative nécessite un récepteur TLR4 fonctionnel. Ces données suggerent que les
TLR pourraient étre impliqués dans des pathologies inflammatoires telles que
I’ asthme. |1 est également apparent depuis peu qu’ outre les cellules TH, le systeme
inné et les TLR régulent aussi |’ activité des cellules T régulatrices [29].

Les TLR pourraient donc jouer un réle important dans la vaccination. Ainsi,
une corrélation entre les faibles titres d’ anticorps chez certains sujets suite a une
vaccination avec lalipoprotéine OspA de Borrelia burgdorferi (I’ agent delamala
die de Lyme) et I’absence de TLR1 & la surface des macrophages a été observée.
Des études complémentaires utilisant des souris TLR1-/- ont permis de confirmer
I"importance de ce récepteur pour la vaccination par OspA [30].

Finalement, les TLR pourraient également étre impliqués dans des pathologies
auto-immunes. Il aainsi été montré que I’ activation des lymphocytes B produisant
une classe d' anticorps autoréactifs connus sous le nom de facteur rhumatoide se
fait en réponse a des complexes entre des |gG et lachromatine, et nécessitel’ enga-
gement alafois du récepteur de |’ antigéne des cellules B (Ig membranaire) et d’un
TLR, probablement TLR9 [31].

CONCLUSION

En résumé, les TLR représentent une famille de récepteurs primordiaux régulant
la réponse immunitaire. Depuis la découverte du rdle critique joué par Toll chez
ladrosophile en 1996, il a été clairement établi que les TLR contrdlent de multiples
aspects de la réponse immunitaire, a la fois innée et adaptative. De ce fait, ces
récepteurs sont potentiellement impliqués dans plusieurs types de pathologies
affectant le systéme immunitaire, allant du choc septique a |’ asthme ou aux mala-
dies auto-immunes. Les TLR ou les voies de signalisation qu’ils activent repré-
sentent autant de cibles potentielles prometteuses pour des nouvelles thérapies
contre ces maladies.
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