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Introduction

Les Toll-like receptors (TLR) sont des protéines transmembranaires exprimées
notamment par les cellules de I'immunité, comme les macrophages, les lymphocytes
ou encore les cellules dendritiques, mais également par d’autres types cellulaires,
comme les fibroblastes ou les cellules épithéliales en contact avec le milieu extérieur
— par exemple les cellules épithéliales pulmonaires (McClure, Massari 2014). lIs
jouent un réle de sentinelle du systéme immunitaire, du fait de leur capacité a
reconnaitre des motifs microbiens conservés, autrement appelés les PAMP
(pathogen-associated molecular pattern), et d’entrainer ensuite une réponse
immunitaire, via une cascade de signalisation menant a la production d’interféron de
type 1 et/ou de cytokines inflammatoires. Ces motifs sont des lipides, des
liproprotéines, des protéines et des acides nucléiques, qu’ils proviennent de
bactéries, de virus, de parasites, de champignons ou de I'héte lui-méme. On
distingue deux catégories de TLR : ceux présents a la surface cellulaire, dans la
membrane plasmique, et ceux présents a lintérieur des cellules, dans des
endosomes, des lysosomes ou des endolysosomes.

Il s’agit plus exactement de récepteurs transmembranaires de type |,
comprenant un domaine de liaison extracellulaire avec des leucin-rich repeats (LRR),
un seul domaine transmembranaire et un domaine intracellulaire dénommé TIR pour
Toll-Interleukin-1 Receptor. Ce domaine présente des similitudes avec la protéine
Toll de Drosophila melanogaster, activée par des ligands endogenes et impliquée
dans le développement ainsi que dans 'immunité innée de cet insecte.

On dénombre dix TLR différents chez 'homme et douze chez la souris. Les
TLR 1 a 9 sont conservés chez ces deux especes et les TLR 11, 12 et 13 ont disparu
du génome humain. Ces récepteurs appartiennent a la grande famille des Pattern
Recognition Receptors (PRR), qui comprend également les RIG-1-Like Receptors
(RLR) et les NOD-Like Receptors (NLR) (Kawai, Akira 2010).

Si les TLR sont absolument indispensables a la survie, ils peuvent avoir des

effets déléteres en contribuant a des maladies telles que I'inflammation chronique et

a des maladies auto-immunes. Les sociétés modernes ont vu I'’émergence de
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nouvelles maladies et 'obésité est un probléme auquel elles doivent faire face. Selon
organisation mondiale de la santé, environ 700 millions de personnes étaient
obéses en 2015 (WHO | Obesity and overweight). L’obésité est associée a divers
troubles de la santé et ces derniers ont vu leur prévalence augmenter en paralléle de
celle de I'obésité, les principaux étant les maladies cardiovasculaires, le diabete
sucré de type 2, la stéatose hépatique et certains cancers.

Concernant le diabéete sucré de type 2, l'inflammation est un des principaux
mécanismes menant a la résistance a linsuline, ce processus étant exacerbé
lorsque le régime alimentaire est riche en matieéres grasses (Ferreira et al. 2011). Or,
il s’avére que I'obésité est un état d’inflammation chronique a bas bruit, caractérisé
notamment par une augmentation de I'expression et de la libération de cytokines
comme le TNF-alpha et I'lL6, par I'activation de voies de signalisation inflammatoires
— comme la réponse de stress du réticulum endoplasmique — suite aux
perturbations de I’homéostasie cellulaire et par des taux sanguins en acides gras
augmentés, menant également a I'activation de voies pro-inflammatoires. Ces effets
seraient en partie dus a l'activation des TLR (Kénner, Brining 2011). De plus, un
régime riche en matiéres grasses induirait de linflammation dans des régions
neuronales clefs contrélant ’'noméostasie énergétique, un processus qui impliquerait
également les TLR (Plum, Schubert, Briining 2005).

Etant des protéines transmembranaires, les TLR sont dans des membranes
composées de protéines et de lipides. La composition de ces membranes est
particulierement complexe, les lipides pouvant par exemple varier en terme de
longueur de chaine carbonée, de niveau de saturation et de groupe polaire. De
nombreuses études ont montré linfluence de la composition lipidique sur le
comportement des TLR (Kd&berlin et al. 2015) et cette composition peut varier in vitro,
si des lipides sont ajoutés au milieu de culture, et in vivo selon I'alimentation
consommée (Zhu et al. 2010; Kim et al. 2007). De nombreuses zones d’ombre
persistent en ce qui concerne les mécanismes régissant les interactions entre les
TLR et les composés lipidiques environnants, notamment en cas de maladie
perturbant le métabolisme lipidique, comme I'obésité, ce qui rend I'étude du rdle des

lipides sur la signalisation des TLR particulierement intéressante (Wong et al. 2009).
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Dans le cadre de ces travaux de thése, nous nous sommes intéressés au 1-

palmitoyl-2-arachidonyl-sn-glycero-3-phosphorylcholine

oxydé (oxPAPC),

couramment utilisé comme modéle de phospholipide oxydé. L’obtention de 'oxPAPC

se fait a partir de I'oxydation des groupes arachidoniques contenus dans la structure
du PAPC et donne divers composés (figure 1) (Mauerhofer et al. 2016). L’'oxPAPC

est décrit comme un inhibiteur de la signalisation des TLR (Erridge et al. 2008; Ke et

al. 2017) et est couramment rencontré in vivo lors de processus d’oxydation (Watson

et al. 1997). Nous avons testé I'’hypothése que I'inhibition de la signalisation des TLR

par 'oxPAPC impliquerait des perturbations de la fluidité membranaire et de la

dimérisation des TLR.

Figure 1 : génération d’oxPAPC

]

/o ] ST Oxydation

1 / —_—
O

o [°)
< HJ\/\)\O { o

o

—07 NN NN NN NN

o
ST+ o
NS~ Lobo~y/

OOH OH o

15-hydroperoxy-PAPC

o
*0)\—/\—/\ NN

I
—o-p-o POVPC
OH *EN

\\\\\\\\\\\\\\\\\\

N A~ A~ /
NN N,
OH A\

i
° 0 Ao~
A o 1 [ o
<‘"~/ ol 9
e —=0—P—0._"
/ B
HO

PEIPC
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Premiére partie : étude bibliographique

l. Les TLR, sentinelles de 'immunité
A. La découverte des TLR

Avant la découverte des TLR, I'immunité innée était concue comme quelque
chose de basique et peu complexe, reconnaissant de maniere non spécifique les
agents pathogénes. On suspectait toutefois que des récepteurs aptes a reconnaitre
les PAMP ou les danger associated molecular pattern (DAMP) existaient et on les
appelait les PRR.

L’'idée que de telles molécules puissent exister remonte seulement a une
trentaine d’années. En 1989, Charles Janeway prédit que ces récepteurs
reconnaissant des motifs microbiens faisaient le lien entre limmunité innée et
limmunité acquise, cette derniere étant considérée comme beaucoup plus
développée (Janeway 1989).

La premiére molécule d’intérét découverte fut le récepteur de type 1 a
linterleukine 1. En 1980, I'on découvrit que l'interleukine 1 (IL-1) était impliquée dans
I’activation des lymphocytes T et dans des processus tels que I'apparition de la fiévre
(Dinarello 1991), sans pour autant savoir comment sa synthése était provoquée. Le
gene du récepteur de cette molécule (IL-1R1) fut identifié et cloné en 1988, mais
aucun motif reconnaissable ne fut alors trouvé dans sa séquence protéique (Sims et
al. 1988).

Suite a des recherches sur le développement de Drosophila melanogaster (Gay,
Keith 1991), il s’avéra que l'interleukine 1 avait un domaine cytosolique similaire a
celui de la protéine Toll — ce qui fut une surprise, car la seule fonction connue de
cette protéine était la polarisation dorso-ventrale de la larve de l'insecte (Anderson,
Jurgens, Nusslein-Volhard 1985). L’on réalisa également qu’au cours de cette
polarisation dorso-ventrale, une protéine (nommée Dorsal) intervenait et partageait
un domaine d’homologie Rel avec les facteurs de transcription de la famille Nuclear
factor kappa B (NF-kB) (Steward 1987). NF-kB régulant de nombreux genes de
immunité et de l'inflammation, et étant activé par I'lL-1, il fut logique de penser qu’un

mécanisme similaire était présent lors du développement de Drosophila
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melanogaster et lors des réactions pro-inflammatoires des mammiféres. En d’autres
termes, dans deux contextes complétement différents, les protéines Toll et IL-1R1
entrainaient la signalisation de NF-kB.

Une autre découverte importante eut lieu en 1994, lorsque I'existence de la
protéine N (conférant la résistance au virus de la mosaique du tabac) fut mise en
évidence. Le domaine amino-terminal de cette protéine était similaire aux domaines
cytoplasmiques de Toll et de IL-1R1, montrant la qu’il s’agissait d’'un domaine
conservé et impliqué dans 'immunité, que ce soit dans le régne animal ou dans le
regne végétal (Whitham et al. 1994). Ces domaines furent alors appelés TIR pour
Toll-IL-1-Receptor.

L'on découvrit a peu prés au méme moment que la protéine Dif, un autre
membre de la famille NF-kB chez D. melanogaster, passait du cytoplasme au noyau
en cas d’infection bactérienne ou de blessure chez la larve. Il fut également
démontré que Dif se liait a une séquence kB-like du promoteur du géne codant pour
la cécropine — un peptide antimicrobien —, suite a son activation par un mutant
constitutif de Toll, appelé Toll'® (Ip et al. 1993).

L’association de ce mutant de Toll a la production d’un peptide antimicrobien,
combinée aux travaux précédents ayant montré un lien entre Toll et Dorsal, a mené
le laboratoire de Jules Hoffmann a émettre I'’hypothése que Toll ne régulait pas
seulement le développement, mais aussi I'expression des genes de I'immunité. La
preuve définitive de ce postulat fut apportée en 1996 par un membre de ce
laboratoire, Bruno Lemaitre, qui montra que suite a une infection microbienne,
’expression de drosomycine — un peptide antifongique — était sur-régulée
consécutivement a I'activation de Toll (Lemaitre et al. 1996; Lemaitre 2004).

Le premier de ces homologues de Toll chez les mammiferes fut cloné et étudié
par Ruslan Medzhitov et Janeway en 1997. Leurs travaux montrérent qu’en
transfectant des monocytes humains avec une chimére CD4-hToll (hToll pour human
Toll), il y avait activation de NF-kB et des génes sous sa dépendance, dont CD80 qui
était connu pour stimuler les cellules T, montrant Ia un lien entre 'immunité innée et
immunité acquise (Medzhitov, Preston-Hurlburt, Janeway 1997).

En 1998, cinqg homologues de Toll étaient connus ; ils furent nommés les Toll

like receptors (TLR). Leur fonction exacte restait a déterminer, mais ils étaient les
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candidats parfaits pour les PRR. La méme année, I'équipe de Ruey-Bing Yang
réalisa que si des cellules exprimaient un TLR, elles étaient capables de répondre a
la stimulation au LPS (Yang et al. 1998). Ces résultats furent décisifs, car ils
révélerent que les TLR étaient bel et bien les PRR. Cependant, ils crurent que le
récepteur du LPS était le TLR2, et non pas le TLR4, car leurs préparations de LPS
étaient contaminées par de faibles quantités de lipoprotéines bactériennes, qui sont
en réalité de puissants agonistes du TLR2 (Hirschfeld et al. 2000, p. 2).

Pour comprendre la découverte capitale qui fut faite par la suite, il est
nécessaire de remonter un peu le temps. Entre 1960 et 1965, une mutation
spontanée apparut dans une colonie de souris C3H/Hed du Jackson Laboratory, aux
Etats-Unis, ce qui les rendit résistantes & la toxicité du LPS. Il fut déterminé que cette
résistance était sous le contréle d’un seul géne autosomal qui fut nommé Lps®. Ainsi,
suite aux travaux de Ruey-Bing Yang et de ses collégues, le géne Lps® était
suspecté de coder pour le TLR4 (Gerard 1998). C’est le groupe de Bruce Beutler qui
clona ce géne et détermina qu’il s’agissait bien du géne du TLR4 (Poltorak et al.
1998). En 1999, ceci fut confirmé par I'équipe de Shizuo Akira, qui montra qu’une
lignée de souris avec un knockout de ce géne devenait insensible au LPS (Hoshino
et al. 1999). En 2011, le prix Nobel de médecine fut partagé entre Bruce Beutler,
Jules Hoffmann et Ralph Steinman (ce dernier ayant découvert en 1973 les cellules
dendritiques) pour les progrés majeurs qu’ils ont apporté en immunologie.

Suite a cela, de nombreux motifs microbiens furent testés pour déterminer quels
étaient les autres ligands des TLR. De 1999 a aujourd’hui, les travaux de I’équipe
d’Akira en particulier ont été d’'une importance capitale pour déterminer de maniére

spécifique les ligands des TLR.

B. Les cascades de signalisation

1. Différents TLR, différents PAMP

Comme dit précédemment, on peut diviser les TLR en deux grandes
catégories : ceux présents dans la membrane plasmique, reconnaissant

principalement les composants bactériens, a savoir les TLR 1, 2, 4, 5, 6, 10 et 11, et

les TLR présents a lintérieur de la cellule, reconnaissant les acides nucléiques
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microbiens, a savoir les TLR 3, 7, 8, 9 12 et 13. Le TLR3 peut également étre
rencontré a la surface des cellules (Akira, Uematsu, Takeuchi 2006).

Nous allons présenter ici le fonctionnement des TLR étudiés dans le cadre de
cette thése, soitles TLR 2, 4, 5, 7 et 8.

Le TLR2 reconnait des PAMP provenant de bactéries, parasites, virus et
champignons. Il reconnait notamment les lipopeptides bactériens, le peptidoglycan,
’acide lipoteichoique, le lipoarabinomannan des mycobactéries, le zymosan des
champignons, la protéine d’enveloppe du virus de la rougeole etc. Les lipopeptides
sont reconnus par un hétérodimere formé avec le TLR1, liant les lipopeptides
triacétylés, deux des chaines lipidiques allant interagir avec le TLR2 et la troisieme
chaine avec le canal hydrophobe du TLR1. Les lipopeptides diacétylés sont quant a
eux reconnus par le complexe hétérodimérique constitué du TLR2 et du TLR6, ce
dernier n’ayant pas de canal hydrophobe (Jin et al. 2007).

Le TLR4 — le plus étudié de tous les TLR — reconnait le LPS, mais aussi
d’autres motifs, comme la protéine de fusion du virus respiratoire syncytial, la
protéine d’enveloppe du virus de la tumeur mammaire de la souris ou la
pneumolysine de Streptococcus pneumoniae (Akira, Uematsu, Takeuchi 2006). La
lisison du LPS induit la formation d’'un complexe multimérique en forme de M,
composé de deux copies du complexe TLR4-MD2-LPS, disposées symétriquement
(figure 2). La formation de ce complexe a été tres étudiée, notamment grace a la
cristallographie (Park et al. 2009). Cette derniere a montré que le LPS interagissait
avec une poche hydrophobe de MD2 et reliait directement les deux parties du
multimere. Cing des six chaines du LPS interagissent avec cette poche, tandis que la
sixieme reste exposée a la surface de MD2, formant une interaction hydrophobe
avec les phénylalanines du TLR4. Les groupes phosphates des deux molécules de
LPS contribuent également a la formation du multimére en formant des interactions
ioniques avec les résidus chargés positivement du TLR4 et de MD2. D’autres
molécules interviennent, notamment la LPS Binding Protein (LBP) qui va lier les
molécules de LPS libres, et le CD14 qui va amener le complexe LPS-LBP a MD2,

sans pour autant interagir durablement avec le multimere (Akashi et al. 2003). Les
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interactions du TLR4 avec ses autres ligands restent a ce jour a étudier plus en

détails.

Figure 2 : structure du complexe TLR4-MD2-LPS en vue latérale

D’aprés Park et al. 2009. Le lipide A du LPS est représenté en rouge, le reste de la molécule en rose.
Les TLR4 sont en bleu et vert, MD2 est en gris. Le complexe est symétrique et en forme de M.

Le ligand du TLR5 est la flagelline (Kawai, Akira 2010). Le géne de ce TLR est
trés exprimé dans les cellules dendritiques CD11c* et CD11b" de la lamina propria
de lintestin gréle, qui, en réponse a la fixation de la flagelline, entrainent la
différenciation des cellules T helper productrices d’IL-17, des cellules T helper de
type 1, et la différenciation des cellules B naives en cellules productrices

d’immunoglobulines de type A (Uematsu et al. 2008).

Le TLR7 reconnait les ARN simple brin des virus a ARN (comme les virus
Influenza A ou le VIH par exemple), les ARN polyU et certains petits ARN interférents
(Hornung et al. 2005). Il est tres exprimé chez les cellules dendritiques

plasmacytoides et son activation peut entrainer la formation de cytokines par ces
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derniéres. Ce TLR est également capable de détecter des ARN bactériens, comme

ceux des streptocoques du groupe B (Mancuso et al. 2009).

Enfin, le TLR8 est trés similaire au TLR7. Il est exprimé dans de nombreux
tissus, principalement dans les monocytes. Il reconnait les ARN simple brin viraux,
mais est également surexprimé apres une infection bactérienne (Kawai, Akira 2006).

La localisation et les ligands des TLR étudiés dans le cadre de ces travaux de

thése sont représentés par la figure 3.

LPS Lipoprotéine triacétylée Flagelline

TLR4 \
\ L TLR2 TLR1

CD14

ARN simple brin

NG

TLR?7
ou TLR8

Figure 3 : représentation des ligands des TLR étudiés dans le cadre de ces travaux

Le TLR4 (en bleu) reconnait le LPS lié¢ a la LPB grace a CD14 et MD2, le TLR1 (en vert) et le TLR2
(en jaune), les lipoprotéines triacétylées, le TLR5 (en violet), la flagelline, le TLR7 et le TLR8 (en
marron), les ARN simple brin.
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2. Dimérisation des TLR

La reconnaissance d'un PAMP par un TLR entraine la dimérisation de ce
dernier, sous la forme d’hétérodimére ou d’homodimére selon le TLR impliqué. Les
parties juxtamembranaires des ectodomaines du récepteur, constituées d’un feuillet
béta relié a I'hélice transmembranaire par environ trois acides aminés seulement,
vont se rapprocher (Gay, Gangloff 2008). La délétion des ectodomaines provoque
une activation constitutive du TLR4, ce qui suggere que ces domaines ont une action
auto-inhibitrice qui n’est levée que par la reconnaissance d’un ligand. Autrement dit,
les domaines transmembranaires et juxtamembranaires auraient la capacité
intrinséque de se dimériser, mais la dimérisation est empéchée par les ectodomaines
en I'absence de ligand (Panter, Jerala 2011).

En ce qui concerne les changements conformationnels ayant lieu au niveau des
hélices alpha transmembranaires et provoquant la dimérisation des domaines TIR,
peu est connu. Il est probable que les mécanismes ayant lieu soient similaires a ceux
impliqués avec les autres récepteurs transmembranaires de type 1, comme le
récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR, pour epidermal growth factor
receptor). Suite a I'activation de ce dernier, les hélices alpha transmembranaires sont
repositionnées et viennent former un angle d’environ 45°, ce qui rapproche les
extrémités C-terminales qui ne sont alors séparées que d’approximativement 20A
(Endres et al. 2013).

Les régions juxtamembranaires cytosoliques lient les hélices alpha
transmembranaires aux domaines TIR et sont plutét variables. Elles comptent 17
acides aminés chez le TLR4 et 28 acides aminés chez le TLR1, le TLR6 et le TLR10
par exemple. Chez 'EGFR, les séquences correspondantes sont séquestrées dans
la membrane plasmique par des interactions anioniques avec les phospholipides.
Suite a l'activation du récepteur, elles sont expulsées de la membrane et vont
s’assembler selon des hélices alpha antiparalleles et il est trés probable qu’un

phénomene similaire ait lieu chez les TLR (Gay, Gangloff 2008).

3. Les voies de signalisation des TLR

Les TLR entrainent des réponses biologiques spécifiques. Par exemple, le

TLR3 et le TLR4 provoquent la production d’interféron de type 1 et de cytokines
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inflammatoires, tandis que le TLR2 et le TLR5 provoquent surtout la production de
cytokines inflammatoires. Ces différences s’expliquent par I'existence de molécules
adaptatrices ayant un domaine TIR qui sont recrutées par les TLR et activent des
voies de signalisation distinctes : il s’agit de MyD88, TIRAP, TRIF et TRAM. MyD88
est la premiere molécule adaptatrice a avoir été découverte ; elle est utilisée par tous
les TLR a I'exception du TLR3 et active NF-kB et les protéines kinases activées par
les agents mitogenes (MAPK), ce qui induit la production de cytokines inflammatoires.
TRIF n’est utilisé que par le TLR3 et le TLR4 et active une autre voie de signalisation,
cette derniere menant a I'activation des facteurs de transcription IRF3 et NF-kB, puis
a la production d’interféron de type 1 et de cytokines inflammatoires. TRAM et TIRAP
permettent au TLR4 de recruter TRIF et MyD88 et au TLR2 de recruter MyD88.

Ainsi, les voies de signalisation des TLR peuvent étre divisées grossierement
en deux : d’'une part, les voies impliquant MyD88, donnant lieu a la production de
cytokines inflammatoires, et d’autre part, les voies impliquant TRIF, donnant lieu a la
production d’interféron de type 1 et de cytokines inflammatoires. Le détail de ces
voies est représenté par la figure 4.

Le TLR4 est le seul a utiliser les deux voies ainsi que toutes les protéines
adaptatrices du domaine TIR. Suite a son activation, TIRAP va étre recruté a la
membrane plasmique et va faciliter le recrutement de MyD88, permettant une
activation précoce de NF-kB et MAPK. Le TLR va étre endocyté, passer dans un
endosome, former un complexe avec TRAM et TRIF. La voie TRIF est ainsi activée,
donnant lieu a l'activation de IRF3 et I'activation tardive de NF-kB et MAPK. On
constate donc que la voie MyD88 est activée avant celle de TRIF. Pour ce TLR,
I’activation des deux voies est nécessaire a la production de cytokines inflammatoires,
ce qui n'est pas le cas des autres TLR, pour lesquels I'une ou l'autre des voies
seules suffisent a produire des cytokines inflammatoires. L’explication de ce

mécanisme reste a ce jour inconnue.

Voici le déroulement de la voie MyD88 (Kawai, Akira 2010) :
Suite a la détection d’'un PAMP, MyD88 va recruter des IL-1 receptor
associated kinases (IRAK), a savoir IRAK1, IRAK2, IRAK4 et IRAK-M. IRAK4 est

activée précocement et a un réle majeur dans l'activation de NF-kB et des MAPK.
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Par ailleurs, IRAK1 et IRAK2 sont activées séquentiellement et I'activation de ces
deux kinases est indispensable a I'obtention d’'une forte activation de NF-kB et des
MAPK.

Cette activation va conduire a une interaction des kinases avec TRAF®6, qui
est une ligase E3 catalysant la synthese de polyubiquitine via la lysine 63 (K63) sur
ses protéines cibles. Ces derniéres sont notamment TRAF6 elle-méme et IRAK1.
Les chaines polyubiquitines se lient ensuite a des domaines en doigt de zinc liant les
ubiquitines de TAB2 et TAB3, qui sont des régulateurs du complexe TAK1
(transforming growth factor beta-activated kinase 1), activant ainsi TAK1. Elles vont
également se lier a NEMO (NF-kB essential modulator) qui est un régulateur
essentiel du complexe IKK (IkB kinase, constitué de NEMO, d’IKKa et d’IKKB) requis
pour activer NF-kB. Ainsi, les chaines polyubiquitines K63 recruteraient TAK1 pour
former un complexe avec IKK, lui permettant ainsi de phosphoryler IKKB du fait de sa
proximité au complexe IKK, menant ainsi a [lactivation de NF-kB par la
phosphorylation suivie de la dégradation des protéines |kB. TRAF6 active également
IRF5, qui contréle I'induction de I'lL-6 et de I'lL-12p40.

TAK1 va activer simultanément les MAPK, Erk1, Erk2, p38 et Jnk, ce qui va
activer plusieurs facteurs de transcription. On aura ainsi l'induction de nombreux
genes, certains ayant des rbles majeurs dans la régulation de la transcription sous
dépendance de NF-kB. Parmi ces génes, on trouve ceux codant pour la protéine
IKBZ, qui est un coactivateur inductible de la sous unité NF-kB p50, qui facilite la
production d’IL-6 (Yamamoto et al. 2004) ; C/EBPS, qui maximise également la
production de cette derniere ; IkB-NS, qui supprime I'induction a la fois de I'lL-6 et du
TNF-alpha ; et ATF3, qui diminue I'activité de NF-kB.

Voici le déroulement de la voie TRIF :

Cette voie de signalisation entraine I'activation de IRF3 et de NF-«kB.

TRIF recrute TRAF6 et active TAK1, activant ainsi NF-kB, trés probablement
avec des mécanismes d’ubiquitination similaires a ceux de la voie MyD88. TRIF
recrute également 'adaptateur RIP1, qui va étre poly-ubiquitiné via la lysine 63 apres
stimulation du TLR3 ou du TLR4. L’adaptateur TRADD lie RIP1 et dans la mesure ou

des cellules sans TRADD ont une tres faible ubiquitination de RIP1 (et une faible
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activation de NF-kB), il semblerait que TRADD soit nécessaire a I'activation de RIP1.
Le méme phénomeéne est observé chez des cellules privées de Pellino-1, qui
présente un domaine RING-like avec une ligase de I'ubiquitine E3. Ainsi, TRIF forme
un complexe de signalisation multiprotéique avec TFAF6, TRADD, Pellino-1 et RIP1,
nécessaire a I'activation de TAK1 qui va ensuite activer les voies de signalisation NF-
kB et MAPK.

En plus de cela, la voie TRIF méne a l'activation de IRF3 et a la transcription
du gene de linterféron B. TRIF recrute un complexe de signalisation constitué de
TBK1 et de IKKi, qui, par I'intermédiaire de TRAF3, va catalyser la phosphorylation

d’IRF3 et induire sa translocation nucléaire.

Concernant le TLR7, le TLR8 et le TLR9, exprimés par les cellules
dendritiques plasmacytoides, les voies de signalisation sont quelque peu différentes,
MyD88 étant requis pour entrainer la production d’interféron de type | (figure 4B).
IRF7, qui est exprimé de maniere constitutive chez ces cellules, se lie a MyD88 et
forme un complexe de signalisation multiprotéique, constitué de IRAK4, TRAF®6,
TRAF3, IRAK1 et IKKa. IRF7 va étre phosphorylé par IRAK1 et/ou IKKa, se dissocier
du complexe et passer dans le noyau, ou la production d’interféron sera induite.
TRAF6 va activer IRF5 et NF-kB de la méme maniere que pour les autres TLR,
sachant qu’ici, I'activation de NF-kB est facilitée par IRF8.

D’autres protéines présentes dans les cellules dendritiques plasmacytoides et
nécessaires a la production d’interféron de type | ont également été identifiées,
comme OPNIi, qui est un précurseur de I'ostéoponine séquestré dans le cytoplasme
et induit par le TLR9, et intervient dans le complexe MyD88-IRF7. De méme,
I'inhibition de composés comme mTOR et p70S6K diminue l'interaction entre le TLR9
et MyD88, ce qui résulte en une mauvaise translocation nucléaire de IRF7, soit une
faible induction de l'interféron de type I. mTOR et p70S6K sont eux-mémes activés

par la kinase phosphoinositol 3-OH (PI(3)K).
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Figure 4 : vue d'ensemble des voies de signalisation des TLR

D’aprés Kawai, Akira 2010.
A : voies de signalisation dans les macrophages et les cellules dendritiques classiques.
B : voies de signalisation dans une cellule dendritique plasmacytoide.

Il. Lipides et inflammation

Au travers des exemples de I'obésité et de I'athérosclérose, nous allons voir
que les lipides jouent un rdéle important dans la modulation des réactions

inflammatoires et particulierement des voies de signalisation des TLR.

A. Implication des lipides dans les maladies inflammatoires

Au cours des dix derniéres années, de nombreuses études ont montré que

immunité innée jouait un rbéle majeur dans le développement des maladies
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associées a l'obésité. L'obésité morbide se caractérise entre autres par une vaste
réponse inflammatoire et I'’étude du transcriptome a montré que les genes de
linflammation et de la réponse au stress étaient parmi les plus régulés du tissu
adipeux des animaux obéses (Wellen, Hotamisligil 2005). Le premier élément ayant
montré que la libération de cytokines inflammatoires était augmentée en cas
d’obésité a été la mise en évidence de forts taux de TNF-alpha dans le tissu adipeux
de souris obéses (Galic, Oakhill, Steinberg 2010). D’autres études aboutissant aux
mémes résultats ont souligné I'état d’inflammation chronique a bas bruit rencontré
dans I'obésité (Weisberg et al. 2003; Xu et al. 2003; Suganami et al. 2007).

Régime alimentaire riche en matieres grasses et inflammation sont deux
facteurs de risque pour le développement de [I'athérosclérose. Suite a une
alimentation non adaptée, les taux plasmatiques de cholestérol et de triglycérides
sont augmentés, et ces lipides vont étre transportés par des lipoprotéines comme les
LDL, pénétrer la paroi artérielle et s’y accumuler, déposant ainsi des lipides et

causant les premiers stades de la maladie (Ross, Harker 1976).

Les lipides oxydés jouent un réle majeur dans la physiopathologie de I'athérosclérose.
De maniére générale, en cas d’inflammation, les polynucléaires produisent tout un
panel de réactifs oxygénés, ce qui est crucial dans l'efficacité des mécanismes de
défense. La NADPH oxydase et la myéloperoxydase produisent des oxydants tels
que le peroxyde d’hydrogéne. Ces derniers vont causer des dommages aux
molécules des tissus environnants (Zhang et al. 2002), notamment en cas de stress
oxydatif di a linflammation chronique. Les LDL et la chaine des phospholipides
insaturés membranaires sont tout particulierement sensibles aux réactifs oxygénés et
leur oxydation va donner une large gamme de produits différents (Lee et al. 2012).
Ces réactions d’oxydation ne sont pas spécifiques : I'oxydation d’'un phospholipide
contenant de I'acide arachidonique par des réactifs oxygénés va donner un mélange
complexe et non spécifique de phospholipides oxydés. Cette réaction d’oxydation
non spécifique est a distinguer des réactions enzymatiques spécifiques, comme par
exemple les réactions enzymatiques transformant Pacide arachidonique en

éicosanoides (Bochkov et al. 2010). Les phospholipides générés aussi bien par
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’oxydation non spécifique que spécifique peuvent activer les cellules endothéliales
de la paroi artérielle, ces dernieres allant ensuite sécréter des cytokines pro-
inflammatoires et attirer des cellules inflammatoires — contribuant ainsi a la
formation de plaques athéroscléreuses — et amplifier localement la réponse

inflammatoire (Hansson, Hermansson 2011; Libby 2002).

B. Les lipides membranaires comme modulateurs des voies de
signalisation inflammatoires

1. Effet proinflammatoire des lipides

Ainsi, dans le développement de I'obésité et de I'athérosclérose, inflammation
et lipides jouent des réles capitaux. Or, il s’avere que certains lipides seraient a

méme d’activer des voies de signalisation intracellulaires.

Premiérement, les lipides seraient impliqués dans la réponse de stress du
réticulum endoplasmique. Ce systéme s’active normalement lorsque des protéines
dépliées ou mal repliées s’accumulent dans la lumiére du réticulum endoplasmique,
suite a diverses raisons, comme des mutations, de I’hypoxie ou du stress oxydatif, et
deviennent nocives pour la cellule. Lors de ces situations, qualifiées de stress du
réticulum endoplasmique, les cellules ont la capacité de détecter et d’éliminer les
protéines anormales, ce qui évite leur accumulation. Un systéme de dégradation des
protéines peut alors étre mis en place, les protéines dépliées étant transportées dans
le cytosol jusqu’au systeme ubiquitine-protéasome. La cellule peut également activer
des voies de signalisation intracellulaires qui vont diminuer la biosynthése des
protéines, augmenter celle des protéines chaperonnes et des protéines impliquées
dans la machinerie de dégradation protéique, et aider le réticulum endoplasmique a
recouvrer son homéostasie. Cet ensemble de voies de signalisations s’appelle 'UPR
(Unfolded Protein Response).

Des perturbations de la composition lipidique cellulaire pourraient activer
’'UPR : ceci a été observé chez des macrophages chargés en cholestérol (Feng et al.
2003), des cellules B des ilots pancréatiques traités avec des acides gras saturés
(Cunha et al. 2008) et dans le foie de souris nourries avec un régime riche en

matieres grasses (Fu et al. 2011).
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On trouve dans les plaques d’athérosclérose des conditions qui peuvent
activer le stress du réticulum endoplasmique et 'UPR, comme l'inflammation, la
présence de phospholipides oxydés et les perturbations du métabolisme (Hansson
2005). Les marqueurs de ce stress, comme GRP78, GRP94 et CHOP sont
systématiquement augmentés dans les lésions d’athérosclérose (Myoishi et al.
2007). Il a de plus été montré que I'exposition de cellules endothéliales et de
macrophages a des oxLDL menait a I'activation de la réponse de stress du réticulum

endoplasmique et a I'apoptose (Muller et al. 2013).

Certains lipides seraient capables d’activer les voies de signalisation des TLR.
Par exemple, dans les macrophages de souris, la stimulation avec de I'acide laurique
ou avec de l'acide palmitique entraine Pactivation de NF-kB et linduction de
I’expression de COX-2 et d’IL-1, avec un effet dose-dépendant (Lee et al. 2001). Une
autre étude a eu des résultats similaires : sur des cellules 293T transfectées avec le
TLR4 et MD2, I'acide gras saturé acide palmitique entraine une forte augmentation
de I'expression de NF-kB et de I'lL-6, tandis qu’un effet beaucoup plus modéré est
observé avec I'acide oléique, qui est insaturé (Shi et al. 2006).

Le cholestérol semble jouer un réle important dans cette signalisation. Dans
les macrophages de souris, suite a un traitement a la méthyl-B-cyclodextrine, qui
retire le cholestérol des membranes cellulaires, le taux d’IL-6 basal est nettement
diminué et il augmente lorsque du cholestérol est rajouté au milieu de culture (Zhu et
al. 2010).

De méme, plusieurs études ont montré que certains phospholipides oxydés
activaient les voies de signalisation des TLR (Zhang et al. 2002; Stewart et al. 2010;
Seimon et al. 2010). Chez la souris, lors d’infection par un virus influenza hautement
pathogéne ou par un coronavirus, le syndrome de détresse respiratoire qui se met en
place dépendrait en partie de la détection des phospholipides oxydés (tels que
'oxPAPC) par le TLR4 dans les macrophages alvéolaires (Imai et al. 2008). Suite a
cette détection, la voie TRIF entrainerait une tempéte cytokinique responsable d’'une
partie des signes cliniques observés.

De plus, les LDL oxydées activeraient un complexe hétérodimérique constitué

du TLR4 et du TLR6 suite a la reconnaissance de ces molécules par le CD36,
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donnant lieu ainsi a la production de cytokines inflammatoires (Stewart et al. 2010).
Le TLR2 serait lui aussi capable de reconnaitre les phospholipides oxydés grace a
CD36 (Kadl et al. 2011).

2. Effet anti-inflammatoire des lipides

Il semblerait que d’autres lipides aient un effet inhibiteur sur les TLR. Par
exemple, concernant le TLR4 et le TLR2, I'acide docosahexaenoique, un acide gras
polyinsaturé, inhiberait I'expression de NF-kB (Lee 2003; Lee et al. 2004).
L’utilisation de cet acide gras (ainsi que celle de l'acide éicosapentaenoique) n’a en
revanche pas montré d’influence sur I'expression de I'lL-6 dans une autre étude (Shi
et al. 2006). Le céramide N-C16:0-Cer et la sphyngomyléine C24:0 diminueraient la

sécrétion d’IL-6 suite a la stimulation au LPS (K&berlin et al. 2015).

Des études en apparence contradictoires aux études décrites au paragraphe
précédent ont montré que les phospholipides oxydés avaient également des
propriétés anti-inflammatoires passant par une inhibition de l'activation et de la
signalisation des TLR. Une étude a montré que, dans la lignée macrophagique
humaine THP1, I'oxPAPC avait un effet inhibiteur sur le TLR2 et le TLR4. lls
mesuraient la production de TNF-alpha de cellules stimulées avec du LPS ou avec
Pam3CSK4 (une lipoprotéine bactérienne) et si les cellules étaient préalablement
traitées avec de 'oxPAPC, la production de TNF-alpha était diminuée. Toutefois, ils
n’ont observé aucun effet inhibiteur de 'oxPAPC avec des stimulations a la flagelline
(un ligand du TLR5), la loxoribine (un ligand du TLR7), ’'ARN simple brin (un ligand
du TLR8) et de ’'ADN CpG (un ligand du TLR9). Concernant le TLR2, I'effet observé
était réversible en augmentant les concentrations de CD14 libre et ils en ont conclu
qgue 'oxPAPC inhibait ce dernier (Erridge et al. 2008).

Pour le TLR4, une autre étude a conclu que 'oxPAPC bloquait la liaison entre
LPS, LBP et CD14, et protégeait les souris contre le choc endotoxinique (Bochkov et
al. 2002).

Bretscher et al. 2015 ont, quant a eux, obtenu des résultats différents. En
présence d’'oxPAPC, la production d’IL-6 et d’IL-12 était fortement diminuée suite a la

stimulation de cellules myéloides avec des ligands des TLR 2, 3, 4, 7 et 9, montrant
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Ia une inhibition importante des voies de signalisation de nombreux TLR. De plus, le
développement des cellules T était diminué.

Dans les cellules dendritiques, la production d’IL-12 et de TNF-alpha serait
aussi diminuée en présence de phospholipides oxydés suite a la stimulation du
TLR2, du TLR3 et du TLR4 (Bluml et al. 2005). En cas d’infection par des
mycobactéries, les phospholipides oxydés générés par des macrophages non
seulement diminueraient la réponse aux ligands des TLR1 et TLR2, mais inhiberaient

la présentation d’antigéne par le CMH de classe Il (Cruz et al. 2008).

Ces différences concernant I'effet des phospholipides oxydés peuvent
s’expliquer expérimentalement par le fait qu’il est tres difficile de contrbler la
composition et la complexité des mélanges de phospholipides oxydés. Lorsque I'on
parle d’'oxPAPC, il s’agit en réalité d’'un mélange de différents composés (figure 1).
L’'oxydation de la chaine carbonée d’'un phospholipide peut grossiérement donner
deux catégories de phospholipides oxydés :

- Il est possible d’observer une fragmentation de 'acide gras, qui donnera un
phospholipide oxydé avec une chaine acyle diminuée en position sn-2. Au cours de
cette réaction, des aldéhydes a chaine courte, comme le malondialdéhyde ou le 4-
hydroxynonenal, peuvent étre générés et ces molécules peuvent modifier la nature
des protéines, des lipides et des acides nucléiques environnants (Bochkov et al.
2010).

- L’on peut également avoir une cyclisation, un réarrangement et une
oxydation plus poussée des phospholipides, donnant ainsi des acides gras avec des
isoprostanes, des isofuranes ou des isothromboxanes en position sn-2.

Il faut ajouter a cela le fait qu’'un phospholipide oxydé peut étre le précurseur
d’un autre phospholipide oxydé.

Les concentrations relatives des différents composés peuvent avoir une forte
influence. Par exemple, le 1-palmitoyl-2-(5-oxovaleroyl)-sn-glycero-3-phosphocoline
(POVPC) et 'oxPAPC entrainent une inhibition de I'activation du TLR4 (mesurée par
’expression de la E-sélectine) a faible concentration, mais auraient un effet pro-

inflammatoire a haute concentration (Oskolkova et al. 2010).
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La connaissance de ces phénomenes permet donc de comprendre la

complexité, la variabilité et les effets des mélanges obtenus in vitro et in vivo au

cours de l'inflammation.

3. Implication des dérivés de Il'acide arachidonique dans les voies de
signalisation inflammatoires

Au cours d’une réaction inflammatoire chez un sujet en bonne santé, de
nombreux lipides sont également impliqués, notamment dans les phases
d’amplification et de résolution.

Lors de l'amplification de la réaction inflammatoire, la phospholipase A2
entraine la libération d’acide arachidonique a partir des phospholipides
membranaires. Cet acide est alors rapidement transformé de maniere spécifique en
différents médiateurs lipidiques par les cyclo-oxygénases, les lipoxygénases ou
encore les époxygénases, donnant respectivement des prostaglandines, des
leucotrienes et des endopéroxides (Freire, Van Dyke 2013) (figure 5). Tous ces

composés jouent des rdles majeurs dans les voies de signalisations inflammatoires.

( Phospholipides membranaires )

(Acide arachidonique )

Acides -
époxyéicosatriénoiques (_Prostaglandine G2 )
Prostaglandine H2

Thromboxanes

( Diverses prostaglandines )

Figure 5 : synthése des médiateurs inflammatoires dérivés de I’acide arachidonique

PLA2 : phospholipase A2. COX : cyclo-oxygénase.

( Enzyme ) (Dérivé lipidique)
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Dans le cadre de ces travaux, nous nous sommes uniquement intéressés a
’action que pouvaient directement avoir les lipides sur la signalisation propre aux
TLR et navons pas recherché a mettre en évidence d’action sur les phases de

linflammation autre que la phase d’initiation.

C. Role des TLR dans le développement de I'obésité et du diabéete

Concernant I'obésité et le diabéte, différentes études ont montré une
implication beaucoup plus importante des TLR que la seule activation de voies
inflammatoires.

La capacité des acides gras saturés d’activer les TLR serait corrélée a leur
capacité a entrainer une résistance a l'insuline. Par exemple, 'acide palmitique et
'acide stéarique activeraient tous deux le TLR4 et entraineraient une résistance a
insuline dans des cellules de muscle squelettique (Hommelberg et al. 2009).

En 'absence de TLR4 fonctionnel — que cela soit obtenu par un knockdown
ou une mutation du géne du TLR4 —, l'apparition de la résistance a l'insuline chez
des souris obeses disparait (Shi et al. 2006; Poggi et al. 2007).

Il a également été montré qu’avec un TLR4 non fonctionnel, une ration riche
en acides gras saturés n’était plus a méme de provoquer de I'obésité chez des
souris, au contraire d’'une ration trés riche en acides gras insaturés. De plus,
labsence de TLR4 fonctionnel altérerait la réponse inflammatoire causée par
'obésité dans le tissu adipeux, de moindres taux de MCP-1 et de NF-kB étant
observés, par comparaison a des souris ayant un TLR4 normal (Davis et al. 2008).

Ces résultats semblent donc indiquer que les acides gras saturés — avec
notamment l'acide palmitique — et le TLR4 jouent un réle fondamental dans le
développement de I'obésité et de la résistance a l'insuline, que ce soit in vivo ou in
vitro.

De méme, des lignées cellulaires et des souris nayant pas de TLR2
fonctionnel ont été obtenues. Cette absence a causé une amélioration de la
sensibilité a linsuline et de la signalisation de cette derniere dans les cellules
musculaires et dans les adipocytes de souris ayant une ration trés riche en matiéres

grasses (Caricilli et al. 2008). Notamment, un knock-down du TLR2 donne une
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inhibition quasi compléte de la résistance a l'insuline causée par I'acide palmitique
(Senn 2006).

E. Les TLR comme modulateurs du métabolisme lipidique

Nous avons vu que les lipides pouvaient avoir une action modulatrice sur le
fonctionnement des TLR. Certaines données montrent que la réciproque serait vraie
aussi : la signalisation des TLR pourrait également réguler le métabolisme lipidique.

L’activation du TLR4 de macrophages RAW264.7 de souris avec du Kdo2-
lipide A (une sous-espéce de LPS) donne lieu a d'importants remodelages des
compositions lipidiques de différents organites cellulaires, et ce pour de nombreuses
catégories de lipides (Andreyev et al. 2010). Ces modifications peuvent étre globales
— ayant lieu dans presque tous les organites dans des proportions similaires — ou
localisées a un organite donné.

Par exemple, la stimulation du TLR4 induirait une forte production de
céramides a I'échelle de la cellule entiere, principalement dans la membrane
plasmique, mais également dans la membrane nucléaire et dans la membrane
mitochondriale. On observe également une trés forte augmentation globale de la
quantité de lanostérol, un précurseur du cholestérol, les concentrations étant
multipliées par un facteur avoisinant les 100. On peut citer I'acide phosphatidique
comme exemple de modification se cantonnant a un organite : suite a I'activation du
TLR4, sa concentration n’augmente que dans le réticulum endoplasmique (Andreyev
et al. 2010).

Ces modifications lipidiques seraient entrainées par des modifications de
Pactivité enzymatique des cellules. La SMPDL3B est une phosphodiestérase
particulierement exprimée dans les cellules dendritiques et dans les macrophages, et
présente a leur surface. Son activité a un fort impact sur la composition et la fluidité
membranaires, et il s’avere qu’elle est sur-exprimée suite a l'activation des TLR
(Heinz et al. 2015).
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Au travers de ces exemples, nous pouvons constater que les TLR sont partie
prenante du métabolisme lipidique et que ce dernier est un régulateur de la

signalisation des TLR.

lll. Mécanismes impliqués dans la régulation de
inflammation par les lipides

A. Homologie de structure entre les lipides et les ligands des TLR

Les lipides pourraient directement activer les TLR par homologie avec les ligands
microbiens, notamment pour le TLR4. Le lipide A posséde la plupart des propriétés
biologiques du LPS; il comporte des acides gras saturés, dont les groupes 3-
hydroxyl sont eux-mémes acylés avec d’autres acides gras saturés, comme I'acide
palmitique ou I'acide laurique (Raetz 1990). La suppression de ces groupes entraine
une perte totale de l'activité endotoxinique et ferait de la molécule obtenue un
antagoniste du lipide A originel (Munford, Hall 1986). De plus, les lipoprotéines
désacylées ne sont plus capables d’activer le TLR2 (Brightbill et al. 1999).

Des co-immunoprécipitations sur des TLR4 marqués par FLAG et GFP ont
montré que les acides gras saturés provoquaient la dimérisation des récepteurs,
mais également leur activation. Par exemple, une étude a montré que I'acide laurique
provoquait la dimérisation de ce TLR et une augmentation du taux de cytokines
inflammatoires (Wong et al. 2009). Ces résultats semblent indiquer que les acides
gras saturés seraient donc reconnus par le TLR4 comme des ligands, possiblement
par analogie avec la structure du LPS.

Toutefois, les résultats concernant l'effet pro-inflammatoire des lipides sont
soumis a une certaine controverse : pour les expériences réalisées in vitro, les
solvants dans lesquels sont présents les acides gras contiennent souvent de la BSA
(bovine serum albumine) et cette derniére pourrait étre contaminée par du LPS ou
des lipoprotéines bactériennes — dans ce cas, ces contaminants seraient
responsables de [l'activation des TLR, contrairement aux acides gras (Erridge,
Samani 2009). In vivo, le LPS est produit dans le tube digestif de I'héte par des
bactéries Gram négatives et peut passer dans le sang suite a la mort et a la

translocation de ces derniéres dans les capillaires intestinaux. Cette translocation se
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ferait par un mécanisme dépendant du TLR4. Une alimentation riche en matieres
grasses entraine une prolifération des bactéries gram négatives dans les intestins, et
chez les souris, il a été montré que cela causait une translocation bactérienne, donc
une augmentation du taux sanguin de LPS (Wang et al. 2010, p. 4). Ainsi, I'effet pro-
inflammatoire des acides gras serait la aussi di au LPS, les acides gras ne jouant
qu’un réle indirect.

Certaines études ont cependant mis en évidence une activation de la
signalisation des TLR par des lipides tout en s’affranchissant de la possibilité d’avoir
leurs réactifs contaminés par des composés bactériens via différentes méthodes de

contrbéles (Raghavan et al. 2012; Dziarski et al. 2001).

Les lipides pourraient également étre reconnus par les co-récepteurs des TLR.
Comme nous l'avons dit précédemment, CD36 serait capable de reconnaitre les
phosholipides oxydés et d’activer le complexe hétérodimérique constitué du TLR4 et
du TLR6 (Stewart et al. 2010, p. 36), ou le TLR2 (Kadl et al. 2011, p. 2). L'oxPAPC
serait capable d’empécher la liaison entre LPS, LBP et CD14 (Bochkov et al. 2002).
L’effet anti-inflammatoire de l'acide docosahexaenoique pourrait étre dd a une
inhibition de I'association entre le complexe TLR4-MD2 et les molécules adaptatrices
(Lee 2003; Lee et al. 2004).

B. Action sur les voies de signalisation intracellulaires des TLR

Les effets pro-inflammatoires ou anti-inflammatoires observés suites aux
traitements des cellules avec les lipides pourraient étre dus a des interactions au
niveau des différentes étapes des voies de signalisation en aval des TLR.

Cette hypothése est soutenue par I'exemple de Il'activation du facteur de
transcription de la réponse anti-oxydante Nrf2 (NF E2-related factor 2) par les
phospholipides oxydés. Parmi les molécules présentes dans les mélanges
d’oxPAPC, I'époxycyclopentenone serait 'un des composés avec les plus fortes
propriétés anti-inflammatoires. Il s’avererait que, de maniére générale, I'effet anti-

inflammatoire des phospholipides oxydés serait di au motif cyclopentenone, qui
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présente des similarités structurelles avec la prostaglandine 15d-PGJ2 (Bretscher et
al. 2015).

Cette prostaglandine, décrite pour la premiere fois en 1983, a longtemps été
considérée comme un produit de dégradation de PGD2. On a au départ pensé
gu’elle était capable d’activer le facteur de transcription PPAR-gamma dans les
macrophages (Forman et al. 1995), mais des études plus récentes ont indiqué le
contraire (Chawla et al. 2001). 15d-PGJ2 lie une cystéine sur la boucle d’activation
d’IKKB et linactive, bloquant ainsi la réponse inflammatoire dépendant de NF-«kB
(Rossi et al. 2000), et active le facteur de transcription Nrf2. Ce dernier est
normalement présent dans le cytosol sous forme inactive, lié a la protéine Keap-1 qui
entraine sa dégradation par le systéme ubiquitine-protéasome. 15d-PGJ2 ou les
phospholipides oxydés comportant un motif cyclopentenone sont capables de former
des lésions covalentes avec Keap-1, ce qui entraine la libération de Nrf2 et son
activation (Freigang 2016).

Suite a cela, Nrf2 migre dans le noyau et se lie aux promoteurs de génes
codant pour des enzymes impliquées dans les réactions de phase Il de la
détoxification ou dans la synthése de composés antioxydants, comme I'’heme
oxygénase-1 ou la NAD(P)H:quinone oxydoréductase-1 (Al-Sawaf et al. 2015, p. 2).
En conséquence, la tolérance de la cellule au stress oxydatif est nettement
augmentée (Mauerhofer et al. 2016).

L’activation de Nrf2 par les phospholipides oxydés comportant un motif
cyclopentenone donne lieu a une inhibition de la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires (IL-6 et IL-12 notamment) dans des cellules myéloides in vivo et in
vitro, et module la réponse immunitaire adaptative en inhibant la mise en place d’une

réponse de type Th1 (Bretscher et al. 2015).

C. Modifications de la composition et de la fluidité membranaires

1. Les TLR, des protéines en constante interaction avec les lipides

Comme toutes les protéines transmembranaires, les TLR sont insérées dans
des membranes cellulaires composées de protéines et de lipides qui organisent et

régulent de nombreux processus de signalisation. La lipidomique s’est
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considérablement développée au cours des derniéres années et a permis d’étudier la
complexité des lipides membranaires en en identifiant des milliers. Ces lipides varient
par exemple selon la longueur de leur chaine carbonée, de leur groupe de téte
polaire ou encore de leur niveau de saturation.

Si les ectodomaines des TLR ont été trées étudiés, les domaines
transmembranaires et leurs interactions avec I'environnement lipidique sont moins
bien connus. Ces domaines transmembranaires, ainsi que les régions
juxtamembranaires, joueraient un réle crucial dans la dimérisation des récepteurs,
mais également dans les interactions avec d’autres molécules, comme Unc93B1 qui
est une protéine indispensable a la signalisation du TLR3, du TLR7 et du TLR9
(Brinkmann et al. 2007).

Les régions juxtamembranaires cytosoliques pourraient étre impliquées dans
les interactions avec des glycérophospholipides anioniques comme les
phosphatidylsérines et les phosphatidylinositols trouvés dans la couche interne de la
membrane plasmique (Hedger, Sansom, Koldsg 2015; Gay et al. 2014). Plusieurs
TLR contiennent également sur cette région des résidus cystéine qui, au moins pour
le TLR2, sont palmitoylés et seraient tres importants pour la signalisation. De méme,
TRAM pourrait avoir des résidus glycine myristoylés, impliqués dans les interactions
protéines-lipides (Chesarino et al. 2014; Levental, Grzybek, Simons 2010).

Suite a l'analyse de leurs séquences, il a été suggéré que plusieurs TLR
comporteraient dans leurs domaines juxtamembranaires cytosoliques de possibles
motifs liant le cholestérol et potentiellement importants dans les interactions
protéines-lipides (Reuven, Fink, Shai 2014), mais ceci reste a prouver
expérimentalement.

Ces types de modifications lipidiques post-traductionnelles sont connus pour
réguler les associations dynamiques des protéines transmembranaires avec les
micro-domaines membranaires, que I'on appelle également les radeaux lipidiques et
pourraient étre impliquées dans la relocalisation des TLR au sein de la membrane
(Levental et al. 2010; Kéberlin, Heinz, Superti-Furga 2016). Ces structures seraient
enrichies en cholestérol et en sphingolipides, et serviraient de plateformes
d’activation pour de nombreux processus de signalisation, y compris le début de la

cascade de signalisation des TLR (figure 6).
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Figure 6 : interactions membranaires avec les TLR et leurs protéines associées.

D’aprés Kéberlin, Heinz, Superti-Furga 2016. Sont représentés le TLR1, le TLR2, le TLR4 et le TLR6,
CD14, les molécules adaptatrices TIRAP et TRAM (en bleu), divers exemples de lipides
membranaires (sphingolipides, cholestérol, glycérophospholipides et glycolipides). En rouge sont
représentés deux exemples de modifications lipidiques post-traductionnelles. Les charges + et —
représentent les interactions entre les acides aminés et les lipides. La membrane plasmique est
représentée avec une région organisée pouvant correspondre a un radeau lipidique (en orange) et
avec une région moins organisée (en violet).

On peut envisager que tout changement dans la composition lipidique de la
membrane plasmique puisse avoir un impact sur la fluidité membranaire et sur les

radeaux membranaires et, indirectement, sur la signalisation des TLR.

2. Impact des perturbations de la composition lipidique sur la signalisation
TLR

Compte tenu des interactions complexes entre les TLR et les lipides, il est
cohérent d’envisager que toute perturbation dans la composition et la fluidité
membranaire puisse avoir un impact sur les voies de signalisation et la dimérisation
des TLR.

Lorsque qu’un knock-down de la Sphyngomyéline Phosphodiestérase Acide-
Like 3B (SMPDL3B) est réalisé, on constate des changements significatifs de la

composition et de la fluidité membranaire, et une hyper-réactivité aux stimulations
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des TLR (figure 7). Cette hyper-réactivité peut étre compensée en ajoutant au milieu
de culture les espéeces lipidiques qui avaient été diminuées suite au knockdown. De
plus, suite a ce dernier, 'expression des TLR a la surface de la cellule n’était pas
modifiée, ce qui signifie que les résultats observés pourraient bien dépendre des
perturbations membranaires et que la régulation de la biologie de la membrane serait

un moyen de réguler les signaux inflammatoires (Heinz et al. 2015).
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Figure 7 : exemples des conséquences que peuvent avoir les modifications de la composition
lipidiqgue membranaire.

D’aprés Heinz et. al, 2015. A : des macrophages RAW264.7 ont subi un knockdown de SMPDL3B et
les taux relatifs en différents céramides ont été mesurés. Suite a ce knockdown, par rapport aux
cellules contrble, on remarque des changements significatifs des différentes proportions en céramide.
B : des cellules dendritiques de souris ont également subi un knockdown de SMPDL3B. Suite a une
stimulation au LPS, le marqueur inflammatoire KC (sécrété par divers types cellulaires en cas
d’'inflammation) était dosé dans le surnageant. En absence de SMPDL3B, sa concentration est
nettement augmentée.

Les modifications membranaires pourraient également influer sur le
recrutement des TLR au sein des radeaux membranaires. Par exemple, I'ajout
d’acide docosahaexanoique au milieu de culture de cellules T entrainerait une
modification de la composition des radeaux membranaires, en augmentant la
quantité d’acides gras poly-insaturés, ce qui inhiberait I'activation de ces cellules
(Stulnig et al. 2001). De méme, les phospholipides oxydés seraient capables de
diminuer la quantité de cholestérol membranaire, impactant probablement la
composition des radeaux lipidiques, qui sont normalement riches en cholestérol
(Triantafilou et al. 2002; Walton et al. 2003).
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Des éléments indiquent I'importance du cholestérol dans le recrutement des
TLR dans ces radeaux : par exemple, en réalisant un knockdown du transporteur du
cholestérol ABCA1, la quantité de cholestérol cellulaire est augmentée et I'on peut
observer une augmentation du recrutement du TLR4 et du TLR9 dans les radeaux
lipidiques (Zhu et al. 2010).

Cependant, l'utilisation de molécules connues pour perturber les radeaux
membranaires, comme la nystatine, donne des résultats controversés. Selon
certaines études, ces molécules diminueraient la dimérisation des TLR et la
production de cytokines inflammatoires suite a la stimulation au LPS (Triantafilou et
al. 2002; Wong et al. 2009), tandis que selon d’autres, aucun effet ne serait observé
(Erridge et al. 2008). Ceci suggere que des éléments autres que les radeaux
lipidiques interviennent dans la régulation de la signalisation des TLR. Nous avons
émis I’hypothése que des modifications de la composition et la fluidité membranaires
étaient aptes a moduler la capacité des TLR a se dimériser, sans impliquer
nécessairement les radeaux lipidiques. Ces derniers ne sont pas présents dans la
membrane du réticulum endoplasmique et une étude a montré que d’autres
récepteurs transmembranaires, IRE1 et PERK, qui sont impliqués dans la réponse
UPR, pouvaient se dimériser spontanément suite a des modifications de la
composition lipidique (Volmer, van der Ploeg, Ron 2013), ce qui va dans le sens de
notre hypothese. Notamment, la capacité des protéines a créer des interactions avec
les lipides est plus faible dans une membrane contenant beaucoup d’acides gras
saturés, ce qui revient a dire que les interactions protéine-protéines sont favorisées
par rapport aux interactions protéine-lipides lorsque la proportion d’acides gras
saturés augmente (White, Wimley 1999; Anbazhagan, Schneider 2010).

Dans le cadre de ces travaux de thése, I'hypothése envisagée a été la
suivante : afin de comprendre par quel mécanisme I'oxPAPC inhibait les TLR, nous
avons testé I'’hypothése que I'oxPAPC avait une action sur la fluidité membranaire et

inhibait la dimérisation des TLR.
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Deuxiéme partie : étude expérimentale

I. Matériels et méthodes
A. Traitement a ’'oxPAPC de cellules THP1
1. Culture des cellules THP1

Des cellules de la lignée monocytaire humaine THP1-Dual™ (InvivoGen)
étaient cultivées dans du DMEM complété par 10% de sérum de veau fcetal inactivé
par la chaleur, de la zéocine a 100ug/mL, de la blasticidine a 10ug/mL, de la
pénicilline a 100U/mL et de la steptomycine a 100ug/mL.

Ces cellules ont intégré de maniere stable deux génes rapporteurs, d’ou
I'appellation THP1-Dual™. Elles ont une activité luciférase sous le contréle d’'un
promoteur ISG (interferon-stimulated gene), ce qui permet d’étudier la voie de
signalisation des IRF (interferon regulatory pathway). Elles expriment également le
gene de la SEAP (secreted embryonic alkaline phosphatase) sous le contréle d’'un
promoteur contenant cinqg copies de I'élément de réponse transcriptionnelle de NF-
kB: ainsi, quantifier I'activité de SEAP (en utilisant un test colorimétrique spécifique,

Quanti-Blue™, Invivogen) permet d’étudier I’activation de NF-kB.

2. Détermination des concentrations optimales en ligands des TLR

Afin de déterminer les concentrations optimales en ligands des TLR testés, les
cellules ont été mises en plaque 96 puits de telle sorte a avoir pour chaque puits
7.10% cellules dans 200uL. Les réactifs suivants ont été utilisés: du LPS de
Escherichia coli 055:B5 (Sigma-Aldrich), de la flagelline FLA-ST Ultrapure
(InvivoGen) de Salmonella typhimurium, R-848 (Axxora) et Pam3CSK4 (InvivoGen).
Les cellules ont été stimulées pendant 24h. Passé ce délai, 20uL de surnageant ont
été prélevés dans chaque puits et ajoutés a 200uL de Quanti-Blue™ (Invivogen).
45min plus tard, 'absorbance des puits était mesurée. Afin d’évaluer un bruit de fond,
’absorbance de puits contenant uniquement le milieu de culture des cellules était

calculée.
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3. Préparation de 'oxPAPC

Pour solubiliser 'oxPAPC (Invivogen), 0,5mL de DMEM a 37°C avec du sérum
inactivé par la chaleur était ajouté au flacon de 0,5mg d’oxPAPC et ce dernier était
vortexé pendant 30 secondes. La procédure était répétée une seconde fois. Le

volume final était ajusté pour obtenir la concentration voulue.

4. Stimulation a 'oxPAPC et aux différents ligands des TLR

Les cellules étaient cultivées en P96 dans 100uL avec 7.10* cellules par puits.
100uL d’une solution contenant de 'oxPAPC aux concentrations souhaitées étaient
ajoutés. 10uL de DMEM contenant les ligands des TLR aux concentrations
souhaitées étaient également ajoutés.

24h plus tard, de nouvelles plaques 96 puits contenant du Quanti-Blue™
(InvivoGen) a 37°C avec 200uL par puits étaient préparées. Pour chaque puits
contenant les cellules THP1, 20uL de surnageant étaient prélevés et ajoutés au puits
correspondant dans la plaque contenant le Quanti-Blue™. Aprés 45min d’incubation,
’absorbance de chaque puits était calculée. Afin d’évaluer un bruit de fond,
'absorbance de puits contenant uniquement le milieu de culture des cellules était

calculée.

B. Obtention d’une lignée Flp-In avec le TLR4 tronqué et pNiFty2-
SEAP

1. Création d’un plasmide avec la séquence du TLR4 tronqué

Un géne synthétique codant pour les acides aminés 561 a 835 du TLR4, le
peptide signal du pré-protrypsinogéne humain et I'étiquette FLAG (le tout dans le

méme cadre de lecture) a été commandé (figures 8 et 9).

—[":gﬁﬂ,"IFLAG I TLR4 (acides aminés 561 a 835) ]—

Figure 8 : schéma du géne codant pour le TLR4 tronqué, I'étiquette FLAG et le peptide signal
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Figure 9 : schémas du TLR4 sauvage et du TLR4 tronqué

Ce géne a ensuite été introduit dans le plasmide pcDNA5/FRT/TO a l'aide des
enzymes Nael et EcoRV, puis la bonne orientation de l'intégration du gene a été
vérifiée.

2. Obtention de cellules Fip-In TRex exprimant le TLR4 tronqué
a. Maintenance des cellules
Des cellules Flp-In™ 293 TRex (Thermo Fisher) étaient maintenues dans du

DMEM complété avec 10% de sérum de veau foetal, de la blasticidine a 3ug/mL, de

la zéocine a 50ug/mL, de la pénicilline a 100U/mL et de la streptomycine a 100ug/mL.

b. Détermination de la quantité optimale d’hygromycine

Les cellules ont été mises en culture dans une plaque 24 puits de telle sorte a
avoir 10* cellules par puits, avec le milieu décrit ci-dessus et différentes
concentrations d’hygromycine. Les concentrations testées allaient de 50ug/mL a
400ug/mL. La concentration tuant la plupart des cellules en 3 jours et la totalité en

une semaine était de 150ug/mL.

c. Réalisation de la premiére transfection

Avant la transfection, les cellules étaient cultivées dans du DMEM avec

10% de sérum de veau foetal, de la blasticidine a 3uyg/mL et de la zéocine a 50ug/mL.
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2.10° cellules ont été passées dans des BP100 et cultivées jusqu’a une confluence
de 50-75%. 24h avant la transfection, le milieu a été changé avec du DMEM
uniguement complété avec 10% de sérum de veau fcetal. La transfection a été
réalisée avec le kit TransIT®-293 en suivant le protocole du fabricant. La figure 10

illustre I'insertion du plasmide.

pUC ori

-/ Flp-In™ T-REx™ Host Cell Line

\

/
| pcDNAS/FRT/TO®

Expression
Vector

/7
\\_4/

Expression of hygromycin
P> resistance gene

Psvao Amp pUC ori

Y s ATG [ Hygromycin

pUC ori Amp Pcmvi2x Tet02

=g /acZ-Zeocin™

Flp-In™ T-REx™ Expression Cell Line

+ tetracycline

Expression of hygromycin Expression of your
resistance gene > gene of interest

R

Psvao Amp pUC ori

UC ori Amp P,
P/REEIN 1 B Hygromycin b4 RAELPRCEAT 60) TagH pa Ipmee lacz-Zeocin™

Flp-In™ T-REx™ Expression Cell Line
Figure 10 : insertion du plasmide pcDNA5/FRT/TO

L’insertion se fait dans le génome des cellules Flp-In TRex via une séquence FRT. L’expression du
gene du TLR4 tronqué est induite par les tétracyclines.

d. Réalisation d’une sélection antibiotique

24h apres la transfection, les cellules ont été lavées avec du PBS a température

ambiante, puis récoltées avec de la trypsine EDTA et passées en BP100 en diluant
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au quart, au cinquieme et au vingtieme.

48h apres la transfection, le milieu a été retiré et remplacé par du DMEM avec
10% de sérum de veau feetal (inactivé par la chaleur et ne contenant aucune trace de
tétracycline), de la blasticidine a 3ug/mL et de ’hygromycine a 150ug/mL. Ce milieu a
été renouvelé tous les 2-3 jours pendant 6 semaines, en lavant systématiquement les
cellules avec du PBS avant d’ajouter du nouveau milieu.

Au bout de 6 semaines, des colonies étaient clairement visibles et 24 d’entre

elles furent repiquées dans une plaque 24 puits, puis dans des plaques 6 puits, puis
en BP100 (figure 11).

BP100

00000 "CK D,

groog

+ Cultures contrdles sans
sélection a la zéocine

1/4

0)-
OO
Ok

% o
OO
OO
OO
OO

1 6 semaines | B <

BP100 ) —> (BP100 )----—>

Colonies |C
isolées

1/2

BP100

Figure 11 : représentation des principales étapes de la sélection antibiotique

Passages successifs des cellules en BP100 a diverses dilutions pour obtenir des colonies isolées,
puis en P24, en P6 et enfin, en BP100.

e. Verification de I'intégration stable du plasmide

Enfin, chaque clone fut passé dans 3 BP100 (une pour la maintenance et deux
pour vérifier I'induction a la tétracycline) et en 2 puits de P6 (pour vérifier la sensibilité
a la zéocine). Concernant les cellules en puits de P6, pour chaque clone, un puits
contenait le milieu habituel des cellules et 'autre ce milieu avec en plus de la zéocine
a 100ug/mL.

Afin de vérifier que la tétracycline induisait bien I'expression du TLR4, pour
chaque clone, de la doxycycline a une concentration de 10ug/mL était ajoutée aux
10mL de milieu dans 'une des BP100, la deuxieme servant de contrble. 24h plus
tard, une lyse cellulaire suivie d’'une immunoprécipitation FLAG étaient réalisées —
Pimmunoprécipitation s’est avérée nécessaire a I'obtention d’un signal correct en

western blot.
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f. Protocole de lyse cellulaire

Le milieu était retiré, les cellules étaient lavées a deux reprises au PBS froid,
puis une fois avec du PBS EDTA 1mM. 1mL de tampon de lyse IP (1% Triton X-100,
150mM NaCl, 20mM Hepes pH 7.5, 10% glycerol, imM EDTA) contenant des
antiprotéases (Roche, cOmplete Protease Inhibitor cocktail) était ajouté et les
cellules étaient détachées a I'aide d’un cbne. Le liquide était prélevé et mis a 4°C
pendant 15min en rotation continue. Ensuite, le tube était centrifugé pendant 10min a

150009 et le surnageant était préleve.

g. Protocole d’immunoprécipitation FLAG

Pour chaque BP100, 20uL de billes d’agarose couplées a des anticorps de
souris anti-FLAG étaient lavées a trois reprises avec du tampon de lyse IP. 900uL de
lysat total étaient ajoutés a ces billes et le tout était placé a 4°C en rotation continue
pendant 24h. Ensuite, les billes étaient a nouveau lavées a trois reprises,
resuspendues dans du tampon de charge Laemmli contenant du DTT, et chauffées
pendant 5min a 100°C pour dénaturer les protéines. Les échantillons étaient alors

soit congelés, soit utilisés pour réaliser directement un western blot.

h. Protocole de western blot FLAG

Les échantillons étaient chargés dans un gel d’acrylamide a 10% (avec 12uL
d’échantillon par puits). La cuve de migration était remplie de TGS et la migration
avait lieu a 170V. Les protéines étaient ensuite transférées sur une membrane de
nitrocellulose. Cette derniére était ensuite placée dans du TBS avec 0,05% de tween
20 et 5% de lait pendant 1h a température ambiante en agitation continue, pour
réaliser le blocage. Apres 3 lavages brefs et successifs au TBST, l'incubation
primaire avait lieu avec un anticorps de souris anti-FLAG M2 (Sigma) dilué au
1/1000°™ dans du TBS avec 0,05% de tween 20 et 5% de BSA pendant 12 & 24h a
4°C, toujours en agitation continue. Ensuite, 3 lavages au TBS avec 0,05% de tween
20 de 5min chacun étaient réalisés, avant de procéder a I'incubation secondaire qui

avait lieu avec un anticorps anti-souris couplé a la peroxydase (Thermo Fisher
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Scientific™) dilué au 1/10 000°™ dans du TBS avec 0,05% de tween 20 et 5% de
BSA, pendant 1h a température ambiante. La membrane était alors lavée 3 fois
pendant 5min avec du TBST. Elle était placée dans du Super Signal™ West Dura
Extended Duration Signal (Thermo Fisher Scientific™) pendant 5min et analysée par
le ChemiDoc™ (Bio-Rad™).

2. Réalisation d’une deuxiéme transfection avec pNiFty2-SEAP

Un des clones de Flp-In TRex ayant stablement intégré le plasmide contenant
le TLR4 tronqué a été sélectionné, amplifié et transfecté une deuxiéme fois, avec le
plasmide pNiFty2-SEAP (InvivoGen), contenant un géne rapporteur de NF-kB et un

gene de résistance a la zéocine (figure 12).
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Figure 12 : carte du plasmide pNiFty2-SEAP (InvivoGen)

Les cellules ont été passées en BP100 dans un milieu sans antibiotique et 24h
apres, alors gu’elles avaient atteint 80% de confluence, la transfection a été réalisée
en utilisant le kit Lipofectamine® LTX & PLUS™ Reagent (Invitrogen) en suivant le
protocole du fabricant.

48h apres la transfection, les cellules ont été passées en BP100 en réalisant
une dilution au 1/10°™ et au 1/100°™. De la zéocine a 50ug/mL ou & 100ug/mL a été
ajoutée au milieu. Des cellules non transfectées ont également été mises en BP100
avec le méme milieu afin de servir de contrdle. Le milieu a été changé tous les 2-3
jours pendant 5 semaines. Au bout de ce délai, les colonies macroscopiques et
isolées ont été placées en P24, puis en P6, puis en BP100 et en puits de P96. Les

clones ainsi obtenus en P96 ont été stimulés au TNF-alpha a 300ng/mL pendant
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24h, puis, pour chaque clone, 20uL de surnageant ont été ajoutés a 200uL de

Quanti-Blue chauffé a 37°C afin de vérifier la présence du gene rapporteur de NF-kB.

3. Stimulation a 'oxPAPC

Les cellules Flp-In TRex doublement transfectées (avec le TLR4 tronqué et le
géne rapporteur de NF-kB) étaient placées en plaque 96 puits avec 7.10° cellules par
puits, contenues dans 100uL. 24h apres, les cellules étaient devenues adhérentes et
prétes a étre traitées.

L’'oxPAPC était préparé comme décrit précédemment. Les cellules étaient
alors stimulées avec ce dernier, du LPS a 10ug/mL, du TNF-alpha a 300ng/mL et de
la doxycycline a des concentrations allant de 1 a 100pg/mL.

24h plus tard, pour chaque puits, 20uL de surnageant étaient prélevés et
ajoutés a 200uL de Quanti-Blue™ chauffé préalablement & 37°C. Comme
précédemment, la plaque était lue 45min plus tard pour en mesurer 'absorbance.

La figure 13 résume les étapes successives des manipulations réalisées sur

les cellules Flp-In Trex.

Transfection Transfection stable Stimulation du Mesures
= stable avec le == avec |le rapporteur TLR4 a = colorimétri ues_>
TLR4 tronqué de NFkB 'oxPAPC 9

Figure 13 : résumé des différentes étapes réalisées sur les cellules Flp-In Trex

C. Co-immunoprécipitation de cellules BAF3

1. Culture des cellules

Des cellules Ba/F3 (des cellules de souris pro-B dépendant de linterleukine 3,
exprimant le TLR4 marqué soit par GFP, soit par FLAG, MD2 marqué lui aussi par
FLAG, et le CD14) étaient cultivées dans du RPMI avec de I'lL-3 recombinante de
souris (70 unité/mL), 10% de sérum de veau fcetal, de I'hepes a 25mM, de la

pénicilline a 100U/mL et de la streptomycine a 100pg/mL.
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2. Préparation des tampons

Les tampons suivant ont été préparés, a partir de publications réalisant des
co-immunoprécipitations sur le TLR4 (Saitoh 2004; Raghavan et al. 2012)

- Tampon de lyse n°1 : Hepes (pH 7,5) 50mM, NaCl 150mM, Nonidet
P-40 glycerophosphate 0,1%, EDTA 5mM.

- Tampon de lavage n°1 : Hepes (pH 7,5) 50mM, NaCl 500mM, Nonidet
P-40 glycerophosphate 0,1%, EDTA 5mM.

- Tampon de lyse n°2 : NaCl 150mM, Tris-HCI (pH 7,6) 50mM, EDTA
4mM, 0,5% de n-octyl-B-D-glucoside et 0,1% de brij.

- Tampon de lavage n°2 : NaCl 150mM, Tris-HCI (pH 7,6) 50mM, 0,1%
de n-octyl-B-D-glucoside, 0,1% de triton et 0,1% de brij.

3. Stimulation des cellules

Les cellules étaient stimulées avec du LPS a la concentration de 1ug/mL
pendant 20min a 37°C.

4. Protocole de lyse cellulaire

Pour chaque condition, environ 1.10" cellules étaient lysées. Suite a la
stimulation au LPS, les cellules étaient centrifugées pendant 5min a 1500rpm. Le
reste des manipulations était alors réalisé sur un tapis de glace pilée. 3 lavages
successifs au PBS a 4°C étaient réalisés, avec une centrifugation de 5min a
1500rpm entre chaque.

Pour chaque condition, le culot cellulaire était resuspendu dans 1,5mL de
tampon de lyse (n°1 ou n°2) contenant des antiprotéases (Roche, cOmplete
Protease Inhibitor cocktail). Le tout était mis a agiter a 4°C pendant 15min. Une
centrifugation de 10min a 150009 était alors réalisée et le surnageant était prélevé

pour étre utilisé tout de suite ou congelé.

5. Protocole de d’'immunoprécipitation GFP

Pour chaque condition, 20uL de billes d’agarose couplées a la protéine A

étaient utilisés. Ces billes étaient lavées au méme tampon que celui ayant servi a
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lyser les cellules, et ce a trois reprises. 1uL d’anticorps anti-GFP (ab290, Abcam)
était ajouté et le tout était mis a agiter pendant 1h a température ambiante. Les billes
étaient alors a nouveau lavées au tampon de lyse a trois reprises, puis resuspendues
dans le lysat total pour chaque échantillon. Les tubes étaient placés a 4°C sous
agitation continue pendant 12h, puis les billes étaient lavées au tampon de lavage
correspondant au tampon de lyse qui avait été utilisé. Les billes étaient
resuspendues dans du tampon de charge 2x et soit les échantillons étaient utilisés le
jour méme pour réaliser un western blot, soit ils étaient congelés.

NB : pour le protocole dimmunoprécipitation de FLAG, se référer a la

partie 1.B.2.g.

6. Utilisation de GFP-Trap®

GFP-Trap® du laboratoire Chromtek a été utilisé en remplacement des billes
d’agarose couplées aux anticorps. |l s’agit de billes d’agaroses directement couplées
a une protéine liant GFP avec une haute affinité.

900uL de lysat cellulaire étaient ajoutés a 25uL de billes et le tout était mis a
agiter a 4°C pendant 1h. Les tubes étaient centrifugés pendant 2min a 2500g a 4°C,
les billes lavées avec le tampon de lavage n°2 a trois reprises, et au final, elles

étaient resuspendues dans 25uL de tampon de charge.

7. Protocole de western blot GFP

Les échantillons étaient chargés sur un gel d’acrylamide a 10%, lui-méme
baignant dans du TGS. La migration avait lieu a 170V. Les protéines étaient
transférées sur une membrane de nitrocellulose. Deux protocoles ont été ensuite
utilisés.

Protocole n°1 : le blocage avait lieu dans du TBS 0,05% tween 20 et 5% lait
pendant 1h a température ambiante. Un anticorps de lapin anti-GFP (Clontech
Laboratories) était ajouté de telle sorte a obtenir une dilution au 1/2000°™ et la
membrane était placée a 4°C sous agitation pendant 12h. Ensuite, 3 lavages de 5min
au TBS 0,05% tween 20 étaient réalisés. L’incubation secondaire était réalisée avec
un anticorps anti lapin (IgG HRP linked, Cell Signalling Technology) dilué au 1/5000"

en TBS 0,05% tween 20 et 5% lait pendant 1h a température ambiante. Ce protocole
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Oéme

a également été utilisé en diluant P'anticorps primaire au 1/500 et l'anticorps

secondaire au 1/2000°™.

Protocole n°2 : le blocage avait lieu dans du PBS avec 3% de BSA pendant 1h
a température ambiante. Trois rincages rapides au PBS étaient réalisés. Un
anticorps anti-GFP (Abcam Laboratory) était ajouté dilué 1/5000°™ dans du PBS
avec 3% de BSA et la membrane était placée a température ambiante sous agitation
pendant 1h. Trois nouveaux lavages de 5min chacun étaient réalisés. L’'incubation
secondaire était réalisée avec un anticorps anti lapin (IgG HRP linked, Cell Signalling
Technology) dilué au 1/5000°™ en du PBS avec 3% de BSA pendant 1h a
température ambiante.

NB : pour le protocole de western blot FLAG, se référer a la partie 1.B.2.h.

D. Traitement a 'oxPAPC de macrophages et FRET

1. Culture des cellules

Des macrophages immortalisés de souris provenant du Biodefense and
Emerging Infections Research Resources Repository (BEI Resources) étaient
cultivés dans du DMEM contenant 10% de sérum de veau fcetal, de la L-glutamine a

2mM, du sodium pyruvate a 1mM et de la ciprofloxacine a 10ug/mL.

2. Préparation des cellules pour le FRET

5.10° cellules étaient mises en BP100 de bactériologie et non pas de culture
cellulaire classique, afin de les rendre plus facilement détachables.

48h plus tard, le milieu de culture était retiré et les cellules étaient rincées au
PBS a 4°C. Du PBS glacé avec de 'EDTA a 5mM était ajouté et les BP100 étaient
placées a 4°C pendant 10min. Ensuite, les cellules étaient décollées en agitant le
milieu a l'aide d’une pipette, en veillant a ne pas les Iéser, et une centrifugation de
5min a 1500rpm a 4°C avait lieu. Une fixation au paraformaldéhyde 2% était réalisée
a température ambiante pendant 10min. Apres une nouvelle centrifugation de 5min a
1500rpm, en travaillant sur glace, le culot cellulaire était resuspendu dans du tampon
de FACS (composé de PBS EDTA a 2mM et de 0,5% de BSA). Pour chaque
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condition, 5.10° cellules étaient placées dans un tube a cytométrie. Les tubes étaient
centrifugés pendant 5min a 1500rpm.

Ensuite, les cellules étaient mises a incuber avec les anticorps anti-TLR4
couplés aux fluorochromes dans 100uL de tampon FACS pendant 20min a 4°C.

Les anticorps utilisés étaient les suivants : Alexa Fluor® 405 (dans le rdle du
donneur) et Alexa Fluor® 488 (dans le réle du receveur). Les concentrations testées
pour chaque anticorps étaient : au 1/20°™, au 1/200°™, au 1/600°™ et au 1/1000°™.

Pour une concentration donnée d’anticorps, les cellules étaient soit incubées :

- Sans anticorps

- Avec l'anticorps Alexa Fluor® 405 seul

- Avec l'anticorps Alexa Fluor® 488 seul

- Avec les anticorps Alexa Fluor® 405 et Alexa Fluor® 488

Enfin, deux lavages au tampon de FACS étaient réalisés.

3. Analyse par cytométrie en flux et FRET

L’appareil utilisé était le MACS Quant® Analyser 10. Le tube contenant les
cellules non marquées, soit sans anticorps, était d’abord analysé afin d’évaluer la
fluorescence intrinséque des cellules. Puis nous vérifiions que les marquages des
cellules avaient bien été efficaces en analysant les cellules marquées avec
anticorps Alexa Fluor® 405 seul, puis celles marquées avec l'anticorps Alexa
Fluor® 488 seul. Dans un dernier temps, les cellules doublement marquées étaient
analysées. Lors de I'analyse des cellules, la quantité d’énergie transférée du donneur
vers I'accepteur était calculée selon les équations établies par Nagy et al. 1998., et

I’'appareil donnait alors 'efficacité du FRET.
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Il. Résultats
A. L’oxPAPC est un inhibiteur de la signalisation des TLR

Des cellules THP1-Dual™ ont été traitées pendant 24h simultanément avec de
'oxPAPC a différentes concentrations et avec Pam3CSK4 pour stimuler le dimére
TLR2/TLR1, du LPS pour stimuler le TLR4, de la flagelline pour stimuler le TLR5 et
R848 pour stimuler le TLR7 et le TLR8. L’activation de NF-kB a été évaluée grace au

test Quanti-Blue™ (InvivoGen) (figure 14).
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Figure 14 : expression du géne rapporteur de NF-kB suite aux stimulations des TLR en
présence d’oxPAPC

A : stimulation du TLR2 et du TLR1 avec Pam3CSK4. Analyse statistique : a : p > 0,05 quelle que soit
la concentration d’oxPAPC ; b et ¢ : p < 0,05 quelle que soit la concentration d’'oxPAPC ; d : p < 0,05,
sauf pour oxPAPC 20.

B : stimulation du TLR4 avec du LPS. Analyse statistique : a,b et ¢c: p < 0,05 quelle que soit la
concentration d'oxPAPC ; d : p < 0,05, sauf pour oxPAPC 10.

C : stimulation du TLR5 avec de la flagelline. Analyse statistique : p > 0,05 quelles que soient les
concentrations en flagelline et oxPAPC.

D : stimulation du TLR7 avec R848. Analyse statistique: p > 0,05 quelles que soient les
concentrations en R848 et oxPAPC.

L’oxPAPC présente un effet inhibiteur marqué sur le TLR4 et un effet inhibiteur
modéré sur le TLR2. Cet effet est dose-dépendant. En revanche, aucun effet n’a été
observé sur le TLR5, le TLR7 et le TLR8. Les analyses statistiques ont été réalisées

avec le test de Student.
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Ainsi, sur les cellules utilisées, ce phospholipide oxydé a bien des propriétés

anti-inflammatoires, mais I'effet semble étre cantonné au TLR2 et au TLR4.

B. Choix de clones Flp-In TRex

Des cellules Flp-In TRex ont été transfectées avec le plasmide
pcDNAS/FRT/TO contenant la séquence du TLR4 tronqué (privé des acides aminés 1
a 560 correspondant a la majeure partie de son domaine extracellulaire). Grace a un
systéme de recombinaison homologue, ce plasmide est venu s’intégrer dans le
génome des cellules au niveau d’'un géne de résistance a la zéocine et a apporté un
gene de résistance a I’hygromycine.

Ainsi, les cellules ayant intégré stablement le plasmide devaient présenter les
caractéristigues suivantes : une sensibilité a la zéocine, une résistance a
’hygromycine et une expression du gene du TLR4 tronqué inductible par les
tétracyclines.

Comme dit précédemment, les ectodomaines du TLR4 ont un effet inhibiteur
sur la dimérisation (Panter, Jerala 2011). Ici, ces parties du récepteurs sont
manquantes, ce qui fait que les monoméres peuvent spontanément se dimériser et

entrainer la signalisation TLR4 (figure 15).

Monomeéres Dimeére actif

Signalisation

Figure 15 : conformations possibles du TLR4 tronqué

Pour chaque clone obtenu, une partie des cellules a été passée en deux puits

de P6 afin de tester la sensibilité a la zéocine. Un puits contenait de la zéocine a
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100ug/mL et l'autre n’en contenait pas. De méme, pour tester l'inductibilité par les
tétracyclines, une partie des cellules a été passée en deux BP100 : une des boites
était traitée a la doxycycline pendant 24h, l'autre ne I'était pas, puis les cellules
étaient lysées et une immunoprécipitation sur FLAG suivie d’'un western blot sur

FLAG étaient réalisés (figure 16).

Témoin + Clone 1 Clone 2 Clone 3 Clone 4 Clone 5 Clone6 Clone?7

NS Dox NS Dox NS Dox NS Dox NS Dox NS Dox NS Dox
-— -e -

e | 4 e - ] -

Clone 8 Clone 9
NS Dox NS Dox
- -

Sensibilité zéocine + -

Figure 16 : résultats des tests de sensibilité a la zéocine et des western blot FLAG faisant
suite a I'immunoprécipitation FLAG chez les clones Flp-In TRex ayant été transfectés avec le
plasmide contenant le géne du TLR4 tronqué

NS : cellules non stimulées. Dox : cellules stimulées a la doxycycline pendant 24h.

FLAG-TLR4 n’était pas détectable sur certains clones, comme le n°2 et le n°7,
et ces clones n’étaient pas sensibles a la zéocine, signifiant Ia qu’ils n’avaient pas
intégré le plasmide dans le site prévu pour la recombinaison homologue.

Parmi les clones chez qui FLAG-TLR4 était détectable et qui étaient sensibles
a la zéocine, le n°8 a été choisi, car il avait le plus fort signal sur le western blot.
C’est sur ce clone qu’'une deuxiéme transfection a été réalisée, en utilisant le
plasmide pNiFty2-SEAP afin d’avoir un géne rapporteur de NF-kB. Apres sélection a
la zéocine grace au gene de résistance a cette derniére (rapporté par le plasmide
pNiFty2-SEAP), les clones obtenus ont été testés avec le réactif Quanti-Blue™
(InvivoGen) avec du TNF-alpha (stimulant I'activation de NF-kB dans les cellules) et

un des clones positifs a été choisi pour la suite des expérimentations.
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C. L’oxPAPC est anti-inflammatoire chez les cellules Filp-In TRex

Les cellules Flp-In TRex doublement transfectées avec le géne du TLR4
tronqué et le géne rapporteur de NF-kB ont été traitées avec de 'oxPAPC et de la
doxycycline (pour induire I'expression du géne du TLR4) pendant 24h. Les résultats

sont indiqués par la figure 17.
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Figure 17 : expression du géne rapporteur de NF-kB chez les cellules Flp-In TRex doublement
transfectés suite au traitement a I'oxPAPC

Les concentrations en doxycycline vont de 1ug/mL a 100ug/mL et 'oxPAPC est a 30ug/mL. La durée
du traitement est de 24h. L’analyse statistique a été réalisée avec un test de Student. * : p < 0,05 ; **
p <0,01.

En présence de TNF-alpha seul, I'activation de NF-kB est entrainée, ce qui
confirme que le géne rapporteur de NF-kB est bien intégré au génome des cellules.
Le TNF-alpha active NF-kB indépendamment des TLR (Schiitze et al. 1992).

Pour une concentration donnée de doxycycline, I'ajout de LPS n’entraine pas
de différence significative de I'expression de NF-kB par rapport aux cellules traitées
seulement a la doxycycline. Ceci confirme bien que le TLR4 tronqué n’est pas a
méme de reconnaitre le LPS et que la signalisation se fait indépendamment de tout
ligand. La troncation du domaine extracellulaire de TLR4 rend la signalisation
également indépendante de CD14 et MD2, deux protéines importantes pour

I’activation du TLR4 par le LPS.
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L’expression du géne rapporteur de NF-kB augmente avec la dose de
doxycyline, ce qui indique que 'augmentation de la densité membranaire du TLR4
mutant est corrélée a une augmentation de la dimérisation et de la signalisation.
L’ajout d’oxPAPC entraine une diminution significative de I'expression de NF-kB par
rapport aux cellules traitées a la doxycycline seule : 'oxPAPC semble donc inhiber la

dimérisation de notre TLR4 mutant.

D. Co-immunoprécipitations sur des cellules Ba/F3

Dans le but d’évaluer la dimérisation du TLR4, les cellules Ba/F3 exprimant de
facon stable un TLR4 marqué par FLAG et un TLR4 marqué par GFP ont été
utilisées. Apres traitement au LPS, une immunoprécipitation visant GFP, puis un
western blot visant FLAG étaient réalisés.

En utilisant le tampon de lyse n°1, aucun signal n’a été détecté (figure 18).

NS LPS

300kDA — N

250kDA —

170kDA —

140kDA —

100kDA —

70kDA  —

Figure 18 : western blot GFP suite a une immunoprécipitation GFP avec tampon de lyse n°1

Les cellules ont été ou non traitées avec du LPS. Aucun signal n’est détecté.
Dans la mesure ou les cellules lysées avec ce tampon de lyse ne nous ont pas

permis d'immunoprécipiter GFP, la méme manipulation a été réalisée en utilisant le

tampon de lyse n°2 (figure n°19)
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NS LPS NS LPS

300kDA — 300kDA —
250kDA — 250kDA —
170kDA — 170kDA —
140kDA — 140kDA —
100kDA = 100kDA —
70kDA — JODA  —
A B

Figure 19 : western blot GFP, utilisation du tampon de lyse n°2

A : résultats du western blot GFP suite a 'immunoprécipitation GFP. B : résultats du western blot
FLAG suite a 'immunoprécipitation GFP. Le tampon de lyse n°2 a été utilisé et les cellules ont été ou
non traitées avec du LPS.

Ici aussi, nous ne sommes pas parvenus a immunoprécipiter GFP.
Nous avons alors utilisé un nouvel anticorps anti-GFP, tout en gardant le

tampon de lyse n°2.

IP FLAG IP GFP

300kDA —

300kDA
250kDA — —

250kDA —
170kDA —

170kDA =—
140kDA —

140kDA —
100KDA — 100kDA — .
70kDA — 70kDA —

A B
Figure 20 : western blot GFP et FLAG, utilisation du tampon de lyse n°2 et d'un nouvel
anticorps

L’'anticorps utilisé est celui d’Abcam. Les cellules ont préalablement été traitées au LPS. A:
western blot GFP suite a I'immunoprécipitation GFP. B: western blot FLAG suite a des
immunoprécipitation FLAG ou GFP.
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Malgré ce nouvel anticorps, I'immunoprécipitation anti-GFP s’est a nouveau
révélée non concluante (figure n°20A). En revanche, 'immunoprécipitation anti-FLAG
suivie du western blot FLAG a permis la détection de FLAG-TLR4 (figure n°20B).

De nouvelles immunoprécipitations anti-GFP ont été réalisées en faisant varier
le protocole de I'immuno-blot, comme précisé dans la partie 1.C.7. GFP-TLR4 n’a

pourtant jamais été détecté (les résultats ne sont pas illustrés).

NS LPS NS LPS
300kDA — A 300kDA —
250kDA — 260kDA —
140KDA — —— 140kDA —
100kDA — 100kDA =
JOOA — 70kDA —
A B

Figure 21 : western blot anti GFP et anti FLAG suite a l'utilisation de GFP-Trap®

A : western blot anti-GFP. Le signal a été détecté au bout de 20 secondes d’exposition, montrant la
sa faible intensité. B : western blot anti-FLAG

Nous avons également essayé I'utilisation de GFP-Trap® du laboratoire
Chromtek, mais les résultats se sont également avérés décevants. Pour la premiére
fois, nous avons détecté un signal pouvant correspondre a GFP-TLR4, situé vers
140kDa. Hélas, ce signal était faible, et FLAG-TLR4 n’a pas pu étre détecté lors du
western blot anti-FLAG (figure n°21).

Compte tenu de notre incapacité a détecter GFP-TLR4 alors que nous avions

réussi a obtenir un signal satisfaisant pour FLAG-TLR4, les manipulations sur les

cellules Ba/F3 ont été arrétées. En effet, nous avons suspecté que I'expression de
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GFP-TLR4 était insuffisante pour nos manipulations, voire qu’il y avait eu une perte

totale de cette expression.

E. Réalisation de FRET sur des macrophages
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Figure 22 : vérification de I'efficacité des marquages des macrophages BEI par les anticorps
Alexa Fluor® 405 et 488

A et B : excitation a 405nm sur des macrophages marqués uniquement par I'anticorps Alexa Fluor®
405 (A) ou uniquement par I'anticorps Alexa Fluor® 488 (B). C et D: excitation a 488nm sur des
macrophages marqués uniquement par I'anticorps Alexa Fluor® 405 (C) ou uniquement par I'anticorps
Alexa Fluor® 488 (D).

Dans un premier temps, I'efficacité des marquages a été évaluée en stimulant
les cellules simplement marquées. On peut constater que la stimulation a 405nm de

macrophages marqués uniquement par I'anticorps Alexa Fluor® 405 donne bien lieu
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a une fluorescence (figure 22A), cette derniere n’apparaissant pas chez des cellules
marquées uniquement par l'anticorps Alexa Fluor® 488 (figure 22B). L’inverse est
vrai lorsque la stimulation a lieu a 488nm (figure 22C et 22D). Ceci montrait que les
marquages avaient bien été réalisés et que nous pouvions poursuivre les

expérimentations.
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Figure 23 : résultats des analyses de cytométrie en flux et de FRET sur des macrophages

Les cellules doublement marquées ont été stimulées a 405nm. A : fluorescence de I'anticorps
donneur. B : fluorescence de I'anticorps accepteur.

En excitant a 405nm les cellules doublement marquées, seule la fluorescence
de I'anticorps Alexa Fluor® 405 était détectée (figure 23) : aucun FRET n’était mis en
évidence. Autrement dit, la fluorescence émise par I'anticorps donneur ne parvenait

pas a exciter I'anticorps receveur.
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lll. Discussion

Dans notre systeme expérimental, 'oxPAPC a un effet inhibiteur sur les voies
de signalisation du TLR2 et du TLR4. Dans la mesure ou la signalisation dépendant
des autres TLR étudiés ne semble pas étre affectée par le traitement a 'oxPAPC, on
pourrait envisager que l'inhibition observée ne soit pas due a une action sur les voies
de signalisation communes a tous les TLR ou a une action sur le géne Nrf2, comme
cela a été suggéré par Bretscher et al., et discuté dans la premiére partie de ce
manuscrit. Une certaine prudence s’impose toutefois, car seule I'activation de NF-kB
a été mesurée, et de nombreux autres genes étant impliqués dans la régulation de la
réaction inflammatoire, les résultats auraient pu étre différents en mesurant par
exemple les taux de certaines interleukines.

Le TLR2 et le TLR4 ont un point commun dans leur fonctionnement : ils
impliquent tous les deux le co-récepteur CD14. Or, ce dernier peut se lier aux
phospholipides oxydés : il serait légitime de penser que I'0xPAPC inhiberait
l'interaction entre CD14 et ces TLR. Cette hypothése peut cependant étre réfutée par
les résultats que nous avons obtenus grace aux cellules Flp-In TRex transfectées
avec le gene du TLR4 tronqué, car ces derniéres n’exprimaient ni CD14, ni MD2. On
peut donc en conclure que 'oxPAPC a un effet inhibiteur dd soit a une action sur la
dimérisation du TLR2 et du TLR4, soit a une action en aval.

Afin d’évaluer I'impact du traitement a 'oxPAPC sur la dimérisation du TLR4
sauvage et non sur un mutant dépourvu de la majorité du domaine extracellulaire,
nous avons réalisé des co-immunoprécipitations sur le TLR4 marqué par FLAG et
GFP. Malheureusement, nous ne sommes pas parvenus a immunoprécipiter
correctement GFP. Dans la mesure ou plusieurs protocoles et anticorps ont été
essayés, nous en avons conclu que les cellules utilisées n’exprimaient que trés peu
GFP, voire pas du tout. Le clone en notre possession était probablement un mutant,
car plusieurs équipes ont obtenu des résultats satisfaisant en utilisant ces mémes

cellules (figure 24).
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Figure 24 : exemple de co-immunoprécipitation sur le TLR4

Western blot tiré de Wong et al., 2009. Les cellules ont été traitées avec du LPS ou avec un acide
gras saturé (I'acide laurique) et une immunoprécipitation sur GFP a été réalisée. On peut voir qu’en
présence de LPS ou d’acide laurique, le TLR4 se dimérise, car FLAG devient détectable.

L’on pourrait expliquer pourquoi le TLR2 et le TLR4 sont inhibés par 'oxPAPC
en émettant ’hnypothése que ces TLR existent sous la forme de diméres préformés et
que la formation de ces derniers est rendue plus difficile suite au traitement aux

phospholipides oxydés, de part des perturbations de la fluidité membranaire.

En effet, certains TLR sont présents dans les membranes sous la forme de
monomeres, mais peuvent aussi I'étre sous la forme de dimeres préformés et
inactifs. Ceci a été démontré par FRET pour le TLR9 (Latz et al. 2007) et par
cristallographie pour le TLR8 (Tanji et al. 2013), et 'on peut envisager que cela
puisse étre vrai pour les autres TLR, bien que cela reste a prouver. Un équilibre
serait créé entre ces deux formes et il dépendrait d’une part du niveau d’expression
du TLR et d’autre part de la composition de la membrane. Altérer cette derniére
pourrait donc déplacer I'équilibre dans un sens ou dans l'autre et nous avons émis

I’hypothése que 'oxPAPC le déplagait vers la forme monomérique (figure 25).
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Figure 25 : conformations possibles des TLR

Notre hypothése est que la composition lipidique module I'équilibre entre les monoméres et les
dimeres inactifs préformés, et que les phospholipides oxydés ont un impact sur cette composition.

Afin de rechercher I'existence de ces dimeres préformés chez le TLR4, nous

avons réalisé du FRET en utilisant un anticorps anti-TLR4 couplé a deux

fluorochromes différents.

Excitation Emission Excitation Emission

A B
Figure 26 : fluorescence par transfert d’énergie chez le TLR4

A : TLR4 sous forme de deux monomeres séparés. La distance entre les deux fluorochromes est trop
importante pour permettre le FRET. B: TLR4 dimérisé. L’énergie produite par I'excitation du
flurorochrome donneur est transmise au fluorochrome accepteur, la proximité des deux
fluorochromes permettant la réalisation du FRET.

Le FRET est caractérisé par un transfert d’énergie entre deux molécules

fluorescentes, un fluorochrome donneur et un fluorochrome accepteur (figure 26).
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L’efficacité de ce transfert est inversement proportionnelle a la distance séparant les
deux fluorochromes — qui ne doivent pas étre éloignés de plus de quelques
Angstrom. Ainsi, la mesure de cette efficacité permet de déterminer si deux
molécules sont proches l'une de lautre ou non, soit de détecter des interactions
moléculaires. Les fluorochromes doivent étre judicieusement choisis, afin que le
spectre d’émission du donneur corresponde au spectre d’excitation de I'accepteur ;
sans quoi, aucun FRET ne pourrait avoir lieu, quand bien méme les molécules
seraient accolées 'une a 'autre. Dans notre cas, le spectre d’émission de I'anticorps
Alexa Fluor® 405 se superpose bien au spectre d’excitation de I'anticorps Alexa
Fluor® 488 (figure 27). Il est également important de noter qu’en excitant a 405nm,
I’excitation d’Alexa Fluor® 405 est optimale, tandis que celle d’Alexa Fluor® 488 est

négligeable.

%Excitation normalisée/Emission

i
oM

Longueur d’onde (nm)

..... Spectre d'excitation [: Alexa Fluor® 405

Spectre d'émission - Alexa Fluor® 488

Figure 27 : spectres d’excitation et d’émission des anticorps Alexa Fluor® utilisés

La technique du FRET était particulierement intéressante ici, puisqu’elle
permettait, en théorie, d’évaluer la dimérisation des TLR en fonction des variations
de la composition membranaire et de mettre en évidence la présence de dimeres

préformés chez les TLR étudiés.
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Les résultats se sont avérés négatifs en cytométrie en flux. Ceci peut
s’expliquer de deux maniéres différentes : soit la dimérisation du TLR4 n’avait pas
lieu, soit le TLR4 se dimérisait bel et bien, mais les deux monomeéres étaient trop
éloignés 'un de l'autre pour que le FRET puisse se réaliser. L’'absence de FRET peut
aussi s’expliquer par des problemes techniques. Le protocole expérimental ne

semble en effet pas optimal, car l'intensité de marquage TLR4 parait insuffisante.

69



70



Conclusion

Nous pouvons conclure qu’avec les cellules étudiées, les phospholipides
oxydés peuvent avoir un effet anti-inflammatoire passant par une inhibition de la
signalisation du TLR2 et du TLR4 sauvages. Les expériences menées avec le TLR4
mutant, dépourvu d’une grande partie de son domaine extracellulaire, montrent que
cet effet pourrait étre di a une moindre dimérisation du TLR4, sans pour autant que

nous puissions exclure un effet sur la cascade de signalisation.

Afin de compléter ce projet, plusieurs expériences seraient a réaliser. Le
laboratoire de virologie de PENVT s’est récemment équipé d’un lecteur de plaque
pourvu d’'un monochromateur et il serait intéressant de réaliser du FRET grace a cet
appareil plus sensible, afin de chercher a nouveau a déterminer si le traitement de
cellules avec des phospholipides oxydés joue un réle dans la capacité des TLR a se

dimériser.

Surtout, il faudrait essayer a nouveau de réaliser des co-immunoprécipitations
sur le TLR4, en créant cette fois-ci nous méme les lignées cellulaires. Le laboratoire
possede des plasmides exprimant le TLR4 marqué par FLAG et par HA, mais, faute
de temps disponible, les transfections n’‘ont pas été réalisées. A partir de ces
cellules, il serait extrémement intéressant de reproduire les protocoles utilisés avec
les cellules Ba/F3. Si nous obtenions des résultats satisfaisants, cela confirmerait

I’hypothése que les cellules Ba/F3 que nous utilisions n’exprimaient pas GFP-TLR4.
Enfin, ces travaux pourraient étre poursuivis en utilisant d’autres lipides

modulant la signalisation du TLR4, comme par exemple, I'acide palmitique, qui serait

capable d’activer la voie de signalisation du TLR4 (Wong et al. 2009).
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TITRE : Inhibition de la signalisation des TLR par les phospholipides oxydés

RESUME :

Les Toll-ike Receptors sont des récepteurs transmembranaires de I'immunité capables de
reconnaitre de nombreuses molécules du non soi. De par leur localisation, ils sont en constante
interaction avec les lipides membranaires. Nous avons émis I'hypothése que des variations de la
fluiditt membranaire dues a des changements de la composition lipidique membranaire pouvaient
réguler la capacité des TLR a se dimériser. Nous avons utilisé 'o0xPAPC, un phospholipide oxydé, et
avons démontré, grace a un géne rapporteur de NF-kB, qu’il avait une action inhibitrice sur les voies
de signalisation du TLR2 et du TLR4. Nous avons créé un mutant du TLR4 sans domaine de liaison
au LPS et avons montré que cet effet n’était pas di a une action sur le LPS, ni sur les corécepteurs
MD2 et CD14. Pour compléter ces résultats, nous avons commencé a mettre au point des co-
immunoprécipitations et du transfert d’énergie par fluorescence afin d’évaluer les conséquences du
traitement a 'oxPAPC sur la dimérisation du TLR4 sauvage.

MOTS-CLES : Toll-like récepteur, immunité innée, membrane, phospholipide oxydé

ENGLISH TITLE: Inhibition of TLRs signalling pathways by oxidized phospholipids

ABSTRACT:

Toll-like receptors are transmembrane receptors of the innate immune system, able to identify
non-self molecules. As they are embedded in membranes, they are constantly interacting with cellular
lipids. We hypothesized that changes in membrane fluidity, due to change in the membrane lipid
composition, could modulate TLR dimerization. We used oxPAPC, an oxidized phospholipid, and
showed with an NFkB reporter gene that it inhibited TLRs signalling pathways. We created a TLR4
mutant, lacking the LPS binding domain and showed that this inhibition did not imply LPS or the co-
receptors MD2 and CD14. To further evaluate the effects of oxPAPC treatments on wild-type TLR4
dimerization, we began to set up co-immunoprecipitation and fluorescence resonance energy transfert
methods.
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