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INTRODUCTION

Les Toll-like recepteurs (TLR) sont des protéines transmembranaires situées a la
surface de différentes cellules notamment celles impliquées dans l'immunité innée.
lls ont un réle de sentinelle puisqu’ils peuvent reconnaitre et se lier a de nombreux
composants biologiques produits par des microorganismes (bactéries, virus,
champignons, parasites) pathogénes ou non, connus sous le nom de PAMPs pour
pathogen-associated molecular patterns. Ces biomolécules sont essentielles a la
survie du microorganisme et présentent des domaines trés conservés. Ce sont des
protéines, lipoprotéines, des lipides, des acides nucléiques qui sont des composants
des bactéries, virus, champignons ou de parasites. L’association entre le PAMP et le
TLR entraine ensuite une modification de la conformation du récepteur et enclenche
une cascade de signalisation pour aboutir a la production de cytokines
inflammatoires et/ou d’interféron de type | (Kawai, Akira 2010). Chez les humains, on
compte dix TLRs différents. Ce sont des récepteurs transmembranaire de type |
possédant un domaine extracellulaire constitué de nombreux motifs LRR (leucine-
rich- repeat) différents, un domaine transmembranaire et un domaine cytoplasmique
appelé TIR pour Toll-Interleukine-1-Receptor. L’'homo ou hétérodimérisation du
domaine TIR est indispensable pour la suite de la signalisation (Akira et al. 2006). Au
sein des TLRs, il existe des hétérodiméres comme le récepteur TLR2/TLR1 ou
TLR2/TLR6, ou des homodiméres comme le TLR4. Certains existent principalement
sous forme monomeérique a I'état inactif et se dimérisent en présence de ligand. Mais
certains existent sous forme dimérisée inactive et on les appelle alors des dimeres
préformés inactifs (Gay et al. 2014).

Bien que les TLRs soient indispensables pour la défense de I'organisme contre
les pathogénes, ils contribuent également, lorsqu’ils sont activés de maniere
chronique, aux pathologies associées, au diabéte sucré de type 2, aux maladies
cardiovasculaires, a I'athérosclérose et a la stéatose hépatique. En effet, plusieurs
études ont montré que la circulation d’'un haut taux d’acides gras dans le sang
pourrait activer la réponse de certains récepteurs de I'immunité et ainsi stimuler la
production de protéines de I'inflammation (Kénner, Bruning 2011). De plus, les TLRs
sont des protéines insérées dans la membrane plasmique des cellules qui est
composeée de protéines et de lipides. La composition de la membrane plasmique est
complexe et peut étre modifiée. En effet, les lipides qui la constituent peuvent étre
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saturés, avoir des chaines carbonées de longueurs différentes, ou appartenir a
différents groupes et donc posséder des propriétés biophysiques différentes. De
nombreuses études ont étudié 'influence de la composition lipidique de la membrane
sur le fonctionnement des protéines associées a la membrane (Volmer, et al. 2013;
Coskun et al. 2011). Ainsi, les mécanismes par lesquels les lipides moduleraient
I'activité des TLRs sont actuellement trés étudiés. Nous avons émis I'hypothése que
des variations de la composition lipidique de la membrane plasmique pourraient
moduler la dimérisation du TLR4 et donc la signalisation du récepteur TLR4.

Afin de tester cette hypothése il est nécessaire de développer des méthodes

d’analyse nous permettant d’étudier la dimérisation du TLRA4.
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PARTIE 1 : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

l. Les TLRs et leur ligands

Le systéme immunitaire des mammiféres est divisé en deux catégories :
limmunité innée et 'immunité acquise. L'immunité innée est la premiére ligne de
défense de l'organisme face a un pathogene et est gérée principalement par les
macrophages et les cellules dendritiques. L'immunité acquise intervient dans un
second temps et permet la génération entre autre des cellules mémoires. Pour
pouvoir défendre l'organisme, les cellules de limmunité innée possédent des
récepteurs transmembranaires appelés les Toll-like recepteurs (TLRs) ayant la
capacité de reconnaitre des molécules des microorganismes pathogénes ou
non, appelés PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) grace a un nombre
limité de PRR (pattern-recognition receptors). Les TLRs sont donc également
capables de reconnaitre les bactéries constituant la flore bactérienne résidente du
tube digestif de 'héte. Cependant, il est rare que ces bactéries activent les TLRs car
celles-ci sont majoritairement présentes dans la lumiére du tube digestif, au-dessus
de la couche de mucus recouvrant I'intestin et n’entrent donc normalement pas en
contact avec les récepteurs TLR. En revanche, les bactéries pathogénes sont
majoritairement capables d’adhérer aux cellules épithéliales, voire d’envahir la
muqueuse et les tissus sous muqueux et seront donc en contact avec les cellules
exprimant les TLRs et pourront provoquer une réponse inflammatoire innée. Par
ailleurs, les TLRs ne reconnaissent pas uniquement des molécules situées a la
surface des microorganismes. Il a été en effet montré que les TLRs pouvaient étre
activés par des molécules provenant de I'hote. En effet, lorsqu'un tissu est
endommagé, des molécules sont synthétisées par les cellules du tissu ou subissent
des modifications de leur structure qui leur conférent de nouvelles propriétés. Ces
molécules peuvent alors se lier aux TLRs, les activer et stimuler une réponse
immunitaire. Ces molécules sont dites endogenes car elles proviennent de I'hote et
non de I'environnement extérieur et sont également appelées DAMPs pour damage
(ou danger) associated molecular patterns. Enfin, les TLRs peuvent également
reconnaitre certains allergénes (acariens, certains métaux, protéines de

champignon) (Bryant et al. 2015).
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Le génome humain code pour dix TLRs différents. On distingue deux types de
TLR : ceux présents a la surface des cellules, sur la membrane plasmique (TLR 1, 2,
4, 5, 6 et 10) et ceux présents a lintérieur de la cellule (TLR 3, 7, 8 et 9) sur la
membrane de veésicules comme les lysosomes, endosomes, endolysosomes et sur la
membrane du réticulum endoplasmique. Ceux présents a la surface des cellules
reconnaissent la plupart des composants de la membrane microbienne comme les
lipides, les lipoprotéines et les protéines ; et ceux présents a l'intérieur reconnaissent
des acides nucléiques (Akira, et al. 2006).

Nous allons maintenant décrire les différents ligands que les TLRs peuvent

reconnaitre.

A. Les PAMPs

Le récepteur TLR2 reconnait des PAMPs provenant de bactéries, virus,
parasites et champignons. |l reconnait notamment les composants des bactéries
Gram-positives comme l'acide lipoteichoique (LTA), ou le peptidoglycane (PG) et
des lipoprotéines qui sont également présentes chez les bactéries Gram-négative

(Figure 1).

Bactérie Gram-positive Bactérie Gram-négative Mycobactérie

—
b
=

Glycolipide

Acidelipoteichoique

SLLELMS

Peptidogiycane Peptidoglycane Peptidoglycane Galactane

Mannophosphoinositide

Figure 1 : Schéma représentant les parois des différentes bactéries (d’aprés Akira et al. 2006). Les
bactéries Gram-positive ont une couche épaisse de peptidoglycanes. L’acide lipoteichoique et les
lipoprotéines sont incrustées dans la paroi. La paroi des bactéries Gram-négative est caractérisée par la
présence de LPS. Les mycobactéries ont une couche épaisse hydrophobique constituée d’arabinogalactane
mycolyl et de dimycolate. Elles possedent également une bicouche lipidique et une couche constituée de
peptidoglycanes associée avec en maijorité le glycolipide lipoarabinomannan (LAM). Les lipoprotéines sont
présentes dans les parois de toutes les bactéries.
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Il reconnait également le lipoarabinomannan des mycobactéries, le zymosan
des champignons, la protéine d’enveloppe du virus de la rougeole, etc. Le récepteur
TLR2 forme un hétérodimére avec TLR1 ou TLR6. L’'hétérodimére TLR2-TLR1
reconnait les lipopeptides tri-acylés provenant des bactéries Gram-négatives et des
mycoplasmes tandis que I'hétérodimére TLR2-TLR6 reconnait les lipopeptides
diacylés des bactéries Gram-positives et des mycoplasmes. |l est exprimé
majoritairement dans les monocytes et les cellules dendritiques. Nous verrons par la
suite par quel mécanisme les hétérodimeres font la discrimination entre les
différentes structures des lipoprotéines (Kawai, Akira 2010).

Le TLR4 reconnait le lipide A, un constituant du lipolysaccharide (LPS) situé a
la surface des bactéries Gram-négatives, le glucoroxylomannan situé a la surface
d’'un champignon (Cryptocossus neoformans), la protéine de fusion du virus syncytial
respiratoire ou encore le glycoinositolphospholipide situé a la surface des
trypanosomes (parasites). Le LPS se lie a la protéine de liaison du LPS (LBP) qui
circule librement dans le sang. La LBP se lie ensuite au CD14 exprimé a la surface
cellulaire. Le complexe LPS-LBP est ensuite transféré par le CD14 au facteur
myéloide de différenciation 2 (MD2) qui est lié a une portion extracellulaire du
récepteur TLR4 (Akira, et al. 2006). Le TLR4 est exprimé dans les macrophages, les
cellules myocardiques ou encore dans les cellules dendritiques. Les mécanismes
permettant la formation du complexe MD2-TLR4-LPS seront expliqués
ultérieurement.

Le TLRS quand a lui reconnait la flagelline située a la surface des bactéries
flagellées. Ce TLR est exprimé en grande majorité dans les cellules dendritiques
immatures CD11c” et CD11b™ de la lamina propria de l'intestin gréle mais également
dans les cellules épithéliales, les monocytes ainsi que dans les cellules pulmonaires.
L’analyse cristallographique de la structure de la flagelline d’'une salmonelle a révélé
la présence d’'une chaine hélice-a non variable appelée D1 qui est reconnue par le
récepteur TLR5. La fixation de la flagelline sur le récepteur entraine la différenciation
des cellules T helper productrices d’interleukine 17, des cellules T helper de type 1 et
des cellules B naives en cellules productrices d’immunoglobulines de type A
(Uematsu et al. 2008)

Le récepteur TLR3 est activé par 'ARN double brin. Celui-ci peut étre produit
lors d’'une infection virale comme produit de la transcription des virus a ADN ou ARN,
comme intermédiaire lors de la réplication des virus a ARN simple brin (West Nile
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virus ou le virus syncitial respiratoire), ainsi que lors de la production de certains ARN
interférents. Le récepteur TLR3 est exprimé dans les cellules dendritiques ainsi que
dans les cellules épithéliales du tissu pulmonaire, utérin, cornéen, vaginal, biliaire, ou
encore intestinal (Akira, et al. 2006; Kawai, Akira 2010).

L’ADN bactérien et viral sont également des immunostimulants et sont
reconnus par le récepteur TLR9. Le récepteur reconnait un dinucléotide non-méthylé
2’-deoxyribo (cytidine-phosphate-guanosine) appelé CpG, un motif fréquemment
présent dans le génome bactérien ou viral mais rare dans le génome des
mammiféres. Sa liaison avec le TLR9 induit une production de cytokines
inflammatoires, une réponse immunitaire Th1 et active les cellules dendritiques, les
macrophages ainsi que les cellules B du systéme immunitaire (Akira, et al. 2006).
L’ADN bactérien doit rentrer a l'intérieur de la cellule pour pouvoir étre détecté par le
récepteur TLR9 puisque ce dernier est situé dans un endosome. Lorsqu’il passe la
membrane plasmique 'ADN bactérien double brin est dégradé en plusieurs
morceaux d’ADN simple brin contenants des régions avec le motif CpG qui se lient
au récepteur TLR9 (Latz et al. 2004).

Le TLRY7 reconnait les ARN simple brin des virus a ARN, des dérivés
d’'imidazoquinoline comme le resiquimod (R-848), des analogues de la guanine
(acide nucléique) comme la loxoribine, des ARN polyU et certains ARN interférents
(Kawai, Akira 2006; Akira, et al. 2006). Il est exprimé en grande quantité dans les
cellules dendritiques plasmocytoides qui produisent lors d’une infection virale une
forte quantité d’interféron de type 1. La production de cytokines par ces cellules suite
a la présence d’ARN viral est dépendante de TLR7. Ce récepteur est également
capable de détecter les ARN simples brins des bactéries comme ceux des
streptocoques du groupe B et induire la production d’interféron de type 1 (Mancuso
et al. 2009). La reconnaissance des ARN par les cellules dendritiques
plasmocytoides s’effectue indépendamment du cycle de réplication du virus. En effet,
ce dernier est internalisé dans la cellule, est recruté dans un endolysosome dans
lequel se situe le récepteur TLR7 et se lie avec le récepteur ce qui enclenche la
cascade de signalisation. Enfin, le TLR8 est génétiquement trés similaire au
récepteur TLR7, il reconnait d’ailleurs 'ARN simple brin des virus a ARN ainsi que le
R-848. Il est exprimé dans de nombreux tissus et principalement dans les monocytes
(Kawai, Akira 2010).
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Figure 2 : Schéma représentant les PAMPs et leurs TLRs (d’aprés Gay et al. 2014).

B. Les DAMPs

En plus des PAMPs décrits ci-dessus, il existe également des molécules
endogenes qui peuvent activer les TLRs. Ces molécules sont des protéines, des
peptides, des polysaccharides, des protéoglycanes ou encore des acides nucléiques,
des phospholipides, des lipoprotéines et des petites molécules organiques comme
'acide urique. Certaines de ces molécules sont naturellement présentes au sein de
'organisme mais ne rencontrent pas, dans des conditions physiologiques, les TLRs
car elles se situent dans des compartiments cellulaires différents des récepteurs.
D’autres peuvent étre synthétisées dans la matrice extracellulaire (MEC). La MEC
est constituée de fibres de collagenes et d’'un ensemble de grosses molécules
(glycoprotéines, protéines, glycosaminoglycane) présentes dans le tissu mais situées
en dehors des cellules qui les sécrétent (fibroblastes, ostéoblastes, chondrocytes,
etc.). La MEC facilite les liaisons entre les cellules et les organise en tissus. On
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retrouve également au sein de la MEC des cellules de I'immunité comme les
macrophages.

Lorsque le tissu est endommagé ces molécules endogénes peuvent étre
relachées de maniére passive par des cellules mortes, étre activement sécrétées ou
synthétisées par des cellules activées par des facteurs inflammatoires (les cytokines
par exemple)(Bryant et al. 2015).

La fibronectine et la ténascine-C font partie des glycoprotéines constituants la
MEC et sont retrouvées en plus grande quantité dans les tissus endommagés par
'inflammation que dans les tissus sains. Lors d’inflammation les cellules expriment a
leur surface des molécules indiquant qu’elles sont endommagées. De nombreuses
cellules et de nombreux mécanismes vont intervenir pour détruire les cellules
endommagées ainsi que la matrice les entourant. L’étape suivante est de
reconstituer la matrice extracellulaire en produisant en grande quantité les produits la
constituant dont la fibronectine et la ténascine-C. Il a été montré que ces molécules
peuvent activer le TLR4 et ainsi stimuler la synthése de cytokines, chemokines et de
protéases (Gondokaryono et al. 2007; Patel et al. 2011). Prenons I'exemple de la
fibronectine, une protéine multimodulaire, présente dans le sang et la matrice
extracellulaire de tous les tissus. Lorsqu’un tissu est endommagé, la protéine est
clivée en fibronectine de type Il possédant soit un extra-domaine A (EDA) soit un
extra-domaine B (EDB). La fibronectine EDA a été retrouvée en grande quantité
dans les tissus endommagés et c’est elle qui serait capable de se lier au récepteur
TLR4. En effet, lorsque des mastocytes (cellules exprimant le TLR4) sont stimulées
avec de la fibronectine EDA la concentration en cytokines inflammatoires est
augmentée (Gondokaryono et al. 2007). De plus, une étude a montré que la
stimulation de TLR4 par la fibronectine serait dépendante du co-récepteur MD2
nécessaire pour la liaison du TLR4 avec le LPS, suggérant un mécanisme
d’activation similaire a celui du TLR4 (Okamura et al. 2001). Les mécanismes
responsables de I'activation du TLR4 par la fibronectine EDA sont encore discutés, la
partie EDA de la fibronectine semblerait se lier au récepteur mais il y a peut-étre un
autre mécanisme qui intervient dans I'activation de ce dernier.

Le biglycane et la décorine sont deux protéoglycanes synthétisés dans la
matrice extracellulaire. Leur structure leur permet de se lier avec une forte affinité
aux récepteurs TLR2 et TLR4. Une étude a montré que la production du biglycane

était augmentée lors de souffrance des tissus rénaux et qu’il induit une augmentation
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de la production des cytokines et des chemokines en se liant a TLR4 et TLR2
(Moreth et al. 2014).

Ces molécules interviennent également lors de réaction inflammatoire initiée
par un microorganisme pathogéne. En effet, lors d’une infection par un
microorganisme pathogéne, ce dernier est reconnu par 'un des TLRs présenté
précédemment ce qui entraine la synthése des facteurs inflammatoires et des
dommages tissulaires. La concentration des glycoprotéines et protéoglycanes de la
matrice extracellulaire va alors augmenter et les molécules vont se lier aux
récepteurs TLR4 et TLR2 ce qui va stimuler la production des cytokines
inflammatoires et autres facteurs de I'inflammation. Ainsi, ces molécules endogénes
potentialiseraient la réponse inflammatoire déclenchée dans un premier temps par un
microorganisme pathogéne (Moreth et al. 2014).

Les phospholipides oxydés sont issus de phospholipides ayant subi une
oxydation. Lors d’inflammations les macrophages stimulés oxydent entre autre les
phospholipides grace a plusieurs enzymes oxydatives. Nous verrons par la suite que
ces phospholipides oxydés possédent des propriétés pro- et anti-inflammatoires.

Parmi les ligands endogénes, il y a aussi des acides nucléiques qui sont eux
repérés par les TLRs intracellulaires. La plupart du temps les acides nucléiques
relachés dans le milieu extracellulaire lors de la mort d’'une cellule sont dégradés par
des nucléases. lls ne sont donc pas en contact avec les récepteurs et ne peuvent
pas les activer. Cependant, une fois dans le milieu extracellulaire ils peuvent parfois
se lier a des protéines comme la protéine de liaison cathelicidine LL-37 ou former
un immun complexe lors d’un lupus, une maladie auto-immune. Les complexes
formés peuvent alors étre endocytés par la cellule, présentés aux TLRs et ainsi

stimuler une réponse inflammatoire (Ganguly et al. 2009; Lande et al. 2007).

C. Les allergénes

Les réponses allergiques sont induites par de nombreuses molécules comme
les pollens, le venin de certains insectes, certains produits pharmaceutiques ou
chimiques, les acariens, des métaux, etc. Les mécanismes impliqués dans la
reconnaissance des protéines allergénes par I'héte sont peu connus. Des
scientifiques se sont demandés si les TLRs étaient impliqués dans la reconnaissance
d’allergénes. La Der p2 est une protéine de liaison lipidique produite par les acariens
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qui provoque une réaction allergique au niveau des voies respiratoires. Sa structure
est tres similaire a celle du co-récepteur MD2. Une étude a montré que cette protéine
associée au LPS peut se lier au TLR4 et activer ce dernier en I'absence de MD2
dans les macrophages (Trompette et al. 2009). lls ont également observé dans cette
étude que la signalisation du récepteur TLR4 était trées augmentée en présence du
couple LPS-Der p2.

Certains métaux sont responsables de réactions allergiques de contact
comme le nickel et le cobalt. Il a été observé que le cobalt et le nickel activaient
plusieurs cascades de la signalisation inflammatoire (la signalisation NF-kB/IKK2 par
exemple) induisant la synthéese et le relargage de cytokines inflammatoires (Minang
et al. 2006). L’équipe de Schmidt a montré que le TLR4 jouait un réle crucial dans le
développement de l'allergie de contact au nickel (Schmidt et al. 2010). Le nickel
posséde une structure similaire au LPS et il a été montré que ce dernier se lie au
TLR4 et induit sa dimérisation (Raghavan et al. 2012).

Le TLR4 est également capable de reconnaitre les protéases des
champignons connus pour leur propriété allergéne. Elles activent le récepteur
indirectement en clivant le fibrinogéne (ligand endogéne du TLR4). Les produits du
clivage vont stimuler le TLR4 au sein des macrophages et des cellules épithéliales
des voies respiratoires et orienter la réponse immunitaire vers une réponse Th2.
Cette réponse est en partie responsable du développement des maladies
respiratoires allergiques comme I'asthme (Millien et al. 2013).

Nous avons vu que les TLRs répondaient a de nombreux stimuli dont les
lipides, nous allons maintenant nous intéresser aux mécanismes régulant la

dimérisation des récepteurs.
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II. La dimérisation des TLRs

La reconnaissance d’'un PAMP par un TLR entraine la dimérisation de ce
dernier. Il peut former un hétérodimere ou un homodimére. La liaison entre un ligand
et la partie LRR (leucine-rich-repeat) de I'ectodomaine du récepteur le reconnaissant
crée ce que I'on appelle une interface de dimérisation. Elle permet de rapprocher les
parties juxtamembranaires situées sur la partie C-terminal des ectodomaines des
deux récepteurs et autorise ainsi la dimérisation des domaines TIR dans le cytosol
(Bryant et al. 2015).

Le récepteur TLR2 forme un hétérodimére avec TLR1 ou TLRG6.
L’hétérodimére TRL2/TLR1 reconnait des lipopeptides tri-acylés et I'hétérodimére
TLR2/TLR6 reconnait des lipopeptides diacylés. Deux des trois chaines des
lipopeptides tri-acylés sont reconnues par une séquence LRR du récepteur TLR2 et
la troisieme est reconnue par le TLR1 ce qui permet a ce moment de créer l'interface
de dimérisation du dimére TLR2/TLR1 et non celle du TLR2/TLR6. La liaison des
deux récepteurs aux ligands rapproche leur domaine TIR et permet par la suite
d’enclencher la cascade de signalisation (Figure 3)(Gay et al. 2014).

Le récepteur TLR4 a besoin pour reconnaitre le LPS du co-récepteur MD2.
MD?2 se lie au niveau des terminaisons amines de I'ectodomaine du TLR4. La portion
hydrophobique de MD2 va permettre au complexe MD2-LPS de se lier a TLR4. Cing
des six chaines du LPS interagissent avec la poche hydrophobique formée par MD2
tandis que la sixiéme forme une interaction hydrophobe avec les phénylalanines du
TLR4. Les groupes phosphates du LPS forment des interactions ioniques avec les
résidus positivement chargés du TLR4 et de MD2. Cette liaison modifie dans un
premier temps la conformation de MD2 et va former au niveau de la portion

hydrophobique une premiére interface de dimérisation.
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Figure 3 : Schéma représentant la formation des hétérodiméres TLR2/TLR1 et TLR2/TLR®6.
(d’aprés Gao, Li 2017).

Puis, les faces latérales des ectodomaines vont se rapprocher et favoriser une
interaction protéine-protéine au niveau des terminaisons carboxyles et ainsi créer la
seconde interface de dimérisation. Ce rapprochement, permet ensuite la dimérisation
des domaines TIR dans le cytosol et par la suite le recrutement des facteurs des
voies de signalisation du TLR4 (Gay et al. 2014; Akashi et al. 2003)(Figure 4).

Domaine extra
membranaire

o Domaine

transmembranaire

Protéine adaptatrice
MyD23

Figure 4 : Schéma représentant un dimére de TLR4 (d’aprés Gay et al. 2014): la dimérisation du
domaine TIR du TLR4 permet la fixation de protéines adaptatrices comme MyD88 et ainsi activer la cascade
de signalisation.

La structure du dimére de TLR4 et les molécules qui peuvent influencer sa
conformation sont encore trés étudiées de nos jours. Par exemple, une étude a
observé que le motif constitué d’acides aminés polaires appelé SxxS situé dans le

domaine transmembranaire du récepteur, permettait une meilleure stabilisation de
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’homodimére (Kargas et al. 2017). Une autre, en étudiant la conformation structurelle
du TLR4 au sein d’'un modéle de bicouche contenant des phospholipides a entre
autre observé l'influence de la flexibilité du domaine transmembranaire du TLR4 sur
la dimérisation (Patra et al. 2018).

Les TLR7, 8 et 9 existent sous une forme dimérisée stable au sein des
membranes, on les appelle alors des dimeres préformés inactifs. En effet, grace a la
cristallographie, il a été montré qu’en absence de son ligand, le TLR8 est déja
présent sous forme dimérisée. Lorsqu’il n’y a pas de ligand la surface de dimérisation
se situe entre les séquences LRR8 a 20 et les deux ectodomaines sont reliés a cet
endroit par des ponts hydrogénes et des ponts hydrophobes. Ces liaisons conférent
une certaine conformation a la protéine transmembranaire. Lors de la liaison avec le
ligand les ectodomaines des deux protéines effectuent une rotation qui permet un
rapprochement des parties juxtamembranaires. Ce rapprochement permet ainsi la
dimérisation du domaine TIR dans le cytosol et déclenche la cascade de
signalisation. Le récepteur TLR8 se trouve alors sous une forme dimérisée active
(Taniji et al. 2013) (Figure 5).

TLRS TLRE

0 Ligand

W

Homodiméresinactifs Homodimeéres actifs

Figure 5 : Schéma représentant le changement de conformation de ’lhomodimére TLR8 en présence
d’un ligand.

Aucune étude n’a montré I'existence du récepteur TLR4 sous forme de dimeére
préformé stable a la surface de la membrane plasmique d'une cellule. Notre
hypothése est qu’il existe sous une forme dimérisée instable non active lorsqu’il n’est
pas en présence de ligand. De plus, notre hypothése est que le pourcentage de
TLR4 sous une forme dimérisée instable non active pourrait dépendre de la

composition lipidique de la membrane.
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lll. Les TLRs et les lipides

A. L’obésité morbide et les pathologies associées

L’obésité est caractérisée par une augmentation du stockage des acides gras
dans la masse adipeuse. Le tissu adipeux joue un réle crucial dans la régulation des
quantités d’acides gras circulant dans l'organisme. Lors d’'un apport excessif en
acides gras, ces derniers sont stockés sous forme de triglycérides dans le foie et le
tissu adipeux. lls sont réintégrés dans la circulation sanguine lorsque l'organisme
manque d’énergie (les acides gras interviennent dans le cycle de fabrication de 'ATP
qui est source d’énergie pour les cellules)(Galic, Oakhill, Steinberg 2010). Le tissu
adipeux constitué de cellules appelées adipocytes, synthétise et relache des facteurs
pro-inflammatoires, comme l'interleukine-6 (IL-6) ou le facteur de nécrose tissulaire
(TNFa), et des facteurs anti-inflammatoires comme I'adiponectine et la leptine. Lors
d’'une augmentation accrue du stockage des acides gras (obésité morbide), les
adipocytes augmentent de taille (hyperplasie) et ont un apport en sang diminué. Les
cellules en manque d’oxygéne se retrouvent en état d’hypoxie et en état de stress.
Elles synthétisent alors des facteurs pro-inflammatoires (Ellulu et al. 2017). En effet,
une étude a mis en évidence une forte augmentation de la concentration en TNFa
dans les tissus adipeux de souris obéses (Galic, Oakhill, Steinberg 2010). L’équipe
lllan-Gomez et al. (2012) a évalué la concentration d’IL-6 chez des patients en
obésité morbide qui ont subi une chirurgie permettant de restreindre I'apport
énergétique journalier en effectuant des modifications anatomiques a I'estomac
(anneau gastrique par exemple). lls ont montré que la concentration en IL-6 diminue
significativement douze mois apres la chirurgie et que c’est corrélé a une diminution
de l'indice de masse corporel. Ainsi, on peut relier obésité morbide et concentration
élevée en facteurs pro-inflammatoires. Il a également été montré que le nombre de
monocytes circulants ainsi que la présence de macrophages dans le tissu adipeux
sont fortement augmentés chez les souris obéses (Weisberg et al. 2003). Cet état
inflammatoire localisé et ponctuel dans le temps lors d’'un apport élevé en acides
gras de maniére occasionnel devient chronique chez les individus souffrant d’obésité
morbide. Ainsi, 'obésité morbide se caractérise par un état d’inflammation chronique.

Nous allons voir que cet état inflammatoire chronique engendre en partie de
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nombreuses maladies comme le diabéte de type 2 (résistance des tissus a I'insuline),
des maladies cardiovasculaires ou encore la stéatose hépatique.

Les cellules des individus atteints du diabéte de type 2 sont résistantes a
l'insuline. La résistance a I'insuline est due a de nombreux facteurs de stress dont les
cytokines inflammatoires, la circulation importante d’acides gras, et le stress du
réticulum endoplasmique. TNFa ou un fort taux d’acides gras circulants inhibe la
phosphorylation d’IRS-1 rompant ainsi la transduction du signal permettant de
répondre a une stimulation a l'insuline d’ou une résistance des cellules a l'insuline.
Les facteurs de stress cités précédemment activent également la kinase c-Jun N-
terminal (JNK) ainsi que la kinase inhibitrice du facteur nucléaire NF-kB (IKKB) qui
vont également participer a la résistance des cellules a l'insuline. La kinase IKK[
inhibe également la phosphorylation d'IRS-1 et active la phosphorylation de NF-kB
activant a son tour I'expression de génes de linflammation qui synthétisent de
nombreux médiateurs de l'inflammation dont TNF-a et IL-6. La kinase JNK active
entre autre la protéine kinase C qui comme le facteur nucléaire NF-kB active
I'expression de génes codants pour des facteurs inflammatoires. On entre alors dans
un cercle vicieux aboutissant a une résistance des cellules a l'insuline et donc au
diabete de type 2 (Konner, Brining 2011).

L’athérosclérose se définit comme une perte délasticité et une
dégénérescence des arteres provoquee par I'accumulation de lipides, de débris et de
cellules immunitaires formant ce que I'on appelle un athérome sur la paroi des
artéres (Hansson 2005). Les facteurs favorisants I'apparition de la maladie sont
nombreux comme un régime alimentaire riche en acides gras, I'hypertension, fumer,
ou encore un état inflammatoire chronique. Lors d’'un important apport en lipides, les
taux plasmatiques de cholestérol et de triglycérides sont augmentés. Le cholestérol
est transporté aux cellules de I'organisme par des lipoprotéines appelées LDL. Lors
d’hypercholestérolémie, les LDL s’accumulent au sein des vaisseaux sanguins,
traversent la couche primaire de la paroi des vaisseaux constituée de cellules
endothéliales et restent piégés dans la couche située en dessous de ces cellules
appelée intima. L'infiltration et la rétention des LDL au sein de l'intima engendre une
réponse inflammatoire au niveau des cellules endothéliales. Les LDL piégées
subissent des réactions oxydatives par différentes substances comme les réactifs
azotés (molécules de peroxide), les réactifs oxygénés (molécules de dioxygene), la
myélopéroxidase (enzyme d’oxydation produite par les macrophages), etc. De
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nombreux produits sont issus de ces réactions dont les LDL oxydés. Ces derniers,
induisent la production et la libération de cytokines inflammatoires comme
l'interleukine-1B3 ou le TNF-a par les macrophages et les lymphocytes T présents
dans la paroi des vaisseaux. lls stimulent également 'accumulation des lipides au
sein des macrophages pour former ce que I'on appelle des cellules spumeuses qui
sont retrouvées dans les plaques athéroscléreuses. Les cytokines inflammatoires
activent I'expression de molécules a la surface des cellules endothéliales. Ces
molécules permettent 'adhésion des monocytes circulants dans le sang, qui ensuite
traversent la paroi des vaisseaux et se différencient en macrophages. Ainsi, on
observe au sein du tissu vasculaire une accumulation de cellules inflammatoires, de
lipides, de débris tissulaires qui forment des plaques athéroscléreuses a la surface
des endothéliums et peuvent aller jusqu’a obstruer le vaisseau. Chez les individus en
obésité morbide ce mécanisme est amplifié puisque les adipocytes stimulés suite a
'accumulation d’acides gras synthétisent une grande quantité de cytokines
inflammatoires (IL-6 et TNFa). Ces cytokines vont alors s’accumuler entre autre dans
les vaisseaux sanguins et ainsi activer les cellules endothéliales (Hansson 2005).
Ainsi, comme les voies inflammatoires sont impliquées dans I'apparition de
certaines maladies, de nombreuses études se sont intéressées au lien entre un
régime riche en acide gras et son influence sur la signalisation inflammatoire produite

par les TLRs.

B. Les effets pro- et anti-inflammatoire des acides gras.

Les acides gras sont les principaux constituants des membranes des cellules
et sont synthétisés principalement par le foie (acides gras endogenes). lls peuvent
également étre apportés via I'alimentation (acides gras exogénes). Nous venons de
voir qu’une augmentation d’acides gras circulants dans le sang est I'un des facteurs
responsable de I'apparition de certaines maladies en activant de maniére chronique
les voies de signalisation inflammatoire. Ces acides gras peuvent étre saturés,
insaturés ou encore oxydés et nous allons voir que selon leur composition leur effet
sur la signalisation des TLRs peut étre différent.

Le palmitate ou acide palmitique est I'un des acides gras saturé le plus
présent dans le sang chez les humains et plusieurs études ont montré que ce dernier

induisait une réponse inflammatoire au sein des différentes cellules de I'organisme. |l
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induit par exemple, une augmentation importante de la concentration d’IL-6 dans les
cellules endothéliales des artéres coronaires, et une augmentation moins importante
dans les cellules musculaires des muscles lisses (Staiger et al. 2004). Une étude sur
des cellules 293T ( cellules rénales embryonnaires humaines) transfectées avec le
TLR4-MD2 a montré que l'acide palmitique entraine une forte augmentation de
I'expression de NFkB et de IL-6 (produits de la signalisation des TLRs) tandis qu’un
effet beaucoup moins important est observé avec l'acide oléique (acide gras
insaturé)(Shi et al. 2006). Une autre étude similaire, a montré, dans des
macrophages de souris, qu’'une stimulation avec de I'acide laurique ou avec de
'acide palmitique entrainait I'activation de NF-kB et l'induction de I'expression de
COX-2 et d'IL-1 (Lee et al. 2001).

Les acides gras insaturés peuvent inhiber la signalisation des TLRs. Des études
ont montré que l'acide docosahexanoique (DHA) active dans le cytosol des
macrophages la B-arrestin2 qui séquestre la protéine TAK1. Lors de la cascade de
signalisation, cette protéine se lie normalement avec la protéine TAB1 et permet
entre autre la phosphorylation de la NF-kB kinase qui permet d’activer le facteur de
transcription NF-kB. Ce facteur va ensuite activer la transcription des génes codants
pour des cytokines inflammatoires. En présence de DHA, la TAK1 est séquestrée et
ne peut pas se lier a la protéine TAB1. Le NF-kB n’est alors pas activé et les
cytokines inflammatoires ne sont pas synthétisées. Il en est de méme pour la voie de
signalisation impliquant le facteur JNK qui permet aussi d’activer la transcription de
génes codants pour des cytokines inflammatoires (Figure 6). Ainsi, le DHA a un effet
anti-inflammatoire (Oh et al. 2010).

Les chaines des phospholipides polyinsaturés sont susceptibles de s’oxyder. Lors
d’inflammation, les macrophages produisent des éléments oxydés grace a plusieurs
enzymes comme la NADH oxygénase, la myeloperoxidase, la lipooxygénase et
d’autres enzymes générant des réactifs oxydés. L'oxPAPC pour 1-palmitoyl-2-
arachidonyl-sn-glycerol-3-phosphorylcholine oxydé est I'un de ces produits et est
retrouvé au niveau des sites d’inflammation ou encore dans des cellules stimulées

par les cytokines inflammatoires interleukine1f (IL-1B) et TNF-a (Erridge et al. 2008).
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Figure 6 : Diagramme schématique de la cascade de signalisation inflammatoire inhibée par le DHA via

I'activation de la B-arrestine2 (d'aprés Oh et al. 2010). A gauche, les voies inflammatoires LPS et TNF-a
induites. A droite, effet anti-inflammatoire de I'acide docosahexanoique (DHA)

Plusieurs études ont montré que les phospholipides oxydés avaient des
propriétés pro-inflammatoires (Zanoni et al. 2017; Stewart et al. 2010). L’'oxPAPC par
exemple, activerait la formation d’inflammasomes au sein des cellules dendritiques.
L’inflammasome est un complexe de macromolécules qui une fois activé permet la
sécrétion de cytokines inflammatoires de la famille des interleukines-1, et peut
parfois activer la mort cellulaire programmée appelée pyroptose. L'oxPAPC induit la
sécrétion d’'IL-1B par les cellules dendritiques sans provoquer leur mort. On dit alors
que les cellules dendritiques sont « hyperactives » et que 'oxPAPC potentialise la
réponse inflammatoire (Zanoni et al. 2017). Les LDL oxydés activeraient un
complexe hétérodimérique constitué de TLR4 et de TLRG6 suite a la reconnaissance
de ces molécules par le CD36 donnant lieu a la production de cytokines
inflammatoires (Stewart et al. 2010).

Par ailleurs, d’autres études montrent que 'oxPAPC aurait des propriétés anti-
inflammatoires. Une étude a constaté que la destruction et la mort des tissus au
niveau des sites de I'inflammation lors d’endotoxémie chez les souris étaient inhibées
par 'oxPAPC. Il inhiberait également 'accumulation de myéloperoxidase produites
par les cellules leucocytaires lors d’inflammation. lls ont également constaté que
I'oxPAPC inhibait I'activation de 'ARN messager de I'E-selectine (ARNm) par le LPS.

Cet ARNm permet d’activer la production d’E-sélectine, une molécule exprimée a la
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surface des cellules endothéliales lors d’'inflammation (Bochkov, Kadl, et al. 2002). La
synthése d’E-sélectine est contrélée en amont par le facteur de transcription NF-kB
qui est activé lors d’inflammation par différents récepteurs comme le TLR4, le
récepteur de l'IL-1 et le récepteur TNF-a. L’équipe de Bochkov, a montré que
'oxPAPC n’agissait pas au niveau de la cascade de signalisation du TLR4. En effet,
ils ont constaté que lI'expression de I'E-sélectine n’était pas inhibée par 'oxPAPC
lorsqu’ils stimulaient le récepteur IL-1 alors qu’elle I'était lorsqu’ils stimulaient TLR4
avec le LPS (en présence d’'oxPAPC). Or, TLR4 et IL-1 partage la méme molécule
au départ pour activer la cascade de signalisation (MyD88). Ainsi, les effets
inhibiteurs de 'oxPAPC concerneraient I'activation de TLR4 par le LPS, en amont
des voies de signalisation intracellulaire. Dans cette étude ils ont également montré
que 'oxPAPC jouerait le role de compétiteur avec le LPS en se fixant sur CD14 et
sur la LBP (lipid binding protein) qui sont les molécules qui aménent le LPS jusqu’au
TLR4 (Bochkov, Kadl, et al. 2002). Dans une autre étude, lorsque CD14 et LBP sont
mis en excés dans les cellules traitées avec 'oxPAPC et le LPS, les effets de
'oxPAPC sont toujours observés ce qui suggére qu’il existe un autre mécanisme qui
peut expliquer I'action des phospholipides oxydés. L’'oxPAPC pourrait se fixer sur les
portions hydrophobiques des séquences LRR du TLR4 et empécher l'interaction
entre LPS et MD2 car il posséde des structures similaires au LPS (Erridge et al.
2008)(Figure 7).
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LBP
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I LBP l
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Figure 7 : Schéma représentant les hypothéses supposant que I'oxPAPC agit comme un compétiteur
direct du LPS. Sur la figure A, oxPAPC empécherait la liaison de LPS a la LBP en se fixant lui-méme sur la LBP.
Sur la figure B, 'oxPAPC se fixerait a MD2 inhibant la liaison MD2-LPS.

De méme, ses similarités structurelles avec les acides gras di-acylés ou tri-
acylés reconnus par le TLR2 lui permettraient de se fixer a ce dernier et donc
d’empécher la fixation des ligands (Erridge et al. 2008).
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Ainsi, une des hypothéses avancée par les scientifiques est que les acides
gras peuvent se lier aux poches hydrophobiques des séquences LRR des récepteurs
TLR2 et TLR4 et ainsi agir comme un ligand pour activer ou inhiber leur dimérisation.
Cependant, il a été montré que la quantité d’acides gras saturés pour activer les
TLRs était 10° a 10° fois plus importante que la quantité de LPS nécessaire pour
stimuler le TLR4. La théorie des ligands semble moins probable et on parle alors
plutét des lipides gras saturés comme des modulateurs de I'activation de TLR4 et
TLR2 (Hwang, Kim, Lee 2016).

Il n’existe donc pas de consensus sur le (ou les) mécanisme conduisant a la
modulation de la signalisation TLR4 par 'oxPAPC. La question est de savoir
comment les acides gras peuvent induire ou inhiber la dimérisation des récepteurs

TLR2 et TLR4 sans se lier directement a ces derniers.

C. Les lipides modulent la dimérisation des protéines

transmembranaires.

Avant de nous intéresser aux effets des lipides sur la dimérisation des TLRs,
nous allons nous intéresser a un autre récepteur transmembranaire, le récepteur du
facteur de croissance de I'épiderme (EGFR). En effet, de nombreux travaux ont
étudié limpact de la composition lipidique de la membrane plasmique sur la
signalisation de 'EGFR. L’EGFR est un récepteur tyrosine kinase qui controle la
croissance, la différenciation et la prolifération des cellules épithéliales. Une
surexpression et/ou une hyper activation de ce récepteur est facteur de mauvais
pronostic dans de nombreux cancers (Tan et al. 2016). En effet, plus de 30% des
cancers du sein, 40% des glioblastomes et 60% des cancers du poumon a petites
cellules surexpriment 'TEGFR ou contiennent des mutations activant excessivement
'EGFR (Kovacs et al. 2015). Ce récepteur et son mécanisme d’activation a donc
beaucoup été étudié pour trouver des traitements contre les cancers.

Le récepteur existe sous une forme dimérisée stable inactive a la surface des
cellules. Lors de la liaison avec son ligand le facteur de croissance de I'’épiderme
(EGF), la région juxtamembranaire effectue une rotation qui entraine la dissociation
des domaines intracellulaires et permet I'autophosphorylation des résidus tyrosine
situés sur la portion C-terminale (Figure 8). Ce changement de conformation permet
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ensuite le recrutement de protéines intracellulaires qui stimulent les différentes

cascades de signalisation (Moriki, et al. 2001).
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Figure 8 : Le modéle de « rotation flexible » pour ’activation du récepteur EGF (Moriki et al. 2001). Vues
de profils des dimeres EGFR.

Le récepteur peut étre activé par plusieurs molécules comme I'EGF ou
I'épireguline, mais il peut également étre inhibé par des anticorps monoclonaux
comme le cetuximabe (Kovacs et al. 2015). Par ailleurs, le récepteur peut étre activé
ou inhibé par d’autres mécanismes que la liaison entre un ligand et son récepteur.
Par exemple, le complexe calcium ionisé/calmoduline active I'autophosphorylation
des résidus tyrosine en se fixant sur la partie juxtamembranaire du domaine
intracellulaire du récepteur (Li et al. 2012). Les lipides font partie de ces molécules
qui peuvent inhiber ou activer la signalisation de 'EGFR. En effet, en reconstituant
un protéolyposome de composition lipidique connue et spécifique, une équipe de
chercheur a mis en évidence que la présence du ganglioside GM3 inhibait fortement
la transition allostérique permettant I'autophosphorylation de EGFR et son activation
sans intervenir au niveau du site de liaison du ligand. De plus, une membrane
lipidique pauvre en cholestérol favoriserait 'autophosphorylation et donc l'activation
d’EGFR tandis qu’'une membrane riche en cholestérol favoriserait I'auto-inhibition de
ce dernier (Coskun et al. 2011). Les lipides comme le phosphatidylinositol-4,5-
biphosphate permettraient par ailleurs, une meilleure stabilisation du récepteur en
interagissant avec une région du domaine transmembranaire (Maeda et al. 2018).
Ainsi, la composition lipidique de la membrane semble jouer un rdle sur la
dimérisation du récepteur membranaire par un mécanisme non connu. Nous allons

maintenant voir qu'il existe des portions de la membrane qui ne sont pas constituées
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des mémes lipides que dans les autres portions et que cette différence joue un réle
important dans la dimérisation des protéines transmembranaires et notamment les
TLRs.

Les radeaux lipidiques sont des micro-domaines de la membrane plasmique
qui servent de plateforme pour les récepteurs pour recruter les molécules qui activent
la cascade de signalisation. Les radeaux lipidiques sont constitués de lipides polaires
avec des chaines saturées. Les autres portions de la membrane sont constitués de
lipides polaires avec des chaines insaturées (Hwang, et al. 2016). La forme
dimérisée du TLR4 a seulement été détectée dans les portions des radeaux
lipidiques. L’acide laurique, un acide gras saturé, augmente la dimérisation du TLR4
dans les radeaux lipidiques tout comme le fait le LPS (Wong et al. 2009). Cependant,
on ne sait pas si I'acide laurique induit la dimérisation du TLR4 en dehors des
radeaux et le dimere est ensuite transloqué dans le micro-domaine lipidique de la
membrane ou si I'acide laurique provoque la translocation d’'un monomere TLR4
dans le radeau lipidique et ensuite la dimérisation se produit. Le fait qu’'une
surexpression du monomere TLR4 sans présence de ligand puisse provoquer sa
dimérisation suggere la possibilité que l'acide laurique puisse concentrer les
monomeres de TLR4 dans les micro-domaines lipidiques de la membrane plasmique
et ainsi provoquer leur dimérisation sans qu’il y ait de ligand (Hwang, et al. 2016). A
'inverse, les acides gras insaturés sont connus pour inhiber la signalisation du
récepteur TLR4 (Figure 9). Il semblerait qu’en altérant la composition du radeau
lipidique constitué principalement d’acides gras saturés, ils perturbent la translocation
des monomeéres de TLR4 dans les radeaux lipidiques empéchant ainsi leur
dimérisation (Fan et al. 2004; Stulnig et al. 2001). En ce qui concerne 'oxPAPC, ce
dernier pourrait épuiser la membrane en cholestérol ce qui perturberait la
composition des radeaux lipidiques et empécherait la dimérisation (Walton et al.
2003).
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Figure 9 : Schéma représentant la translocation des monomeéres de TLR4 dans les radeaux lipidiques
(Hwang et al. 2016). La translocation de TLR4 dans les radeaux lipidiques et son homodimérisation est induite
par le LPS et les acides gras saturés. Elle est inhibée par le DHA, la nystatine et les polyphénols.

D’autres hypothéses ont été explorées pour expliquer comment la modification
lipidiqgue des membranes agit sur la dimérisation des protéines transmembranaires.
Le réticulum endoplasmique (RE) est un organite de la cellule qui permet de replier
les protéines adressées dans les voies de sécrétion. On a donc une balance entre la
production de protéines et leur entrée dans le RE pour étre repliées. Cette balance
est régulée par I'expression d’'un géne, activant ce que I'on appelle la réponse aux
protéines dépliées (RPD). Des scientifiques ont étudié les protéines
transmembranaires du réticulum endoplasmique, IRE1 et PERK qui sont sensibles a
des signaux de stress comme la concentration dans la lumiére du réticulum
endoplasmique d’'une grande quantité de protéines dépliées. Lorsque les protéines
IRE1 et PERK détectent une trop grande concentration de protéines dépliées dans la
lumiere du réticulum endoplasmique, elles se dimérisent et enclenchent la
signalisation activant la RPD. En plus de ce mécanisme d’activation dépendant des
protéines dépliées, il a été montré que la perturbation de la composition de la

membrane lipidique augmenterait la dimérisation des parties transmembranaires
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d'IRE1 et PERK (Volmer, et al. 2013). Pour qu’il y ait dimérisation des domaines
transmembranaires, il faut qu’il y ait une rupture entre la chaine acylée
phospholipidique et la chaine aminoacide du domaine transmembranaire au niveau
de linterface de dimérisation. Or, les chaines des acides gras saturés sont moins
flexibles que celles des insaturés et interagissent donc moins fort avec le domaine
transmembranaire. Ainsi, lorsque la membrane contient principalement des lipides
saturés elles favorisent I'interaction entre les protéines alors que lorsqu’elle contient
des lipides insaturés l'interaction lipide-protéine est favorisée. Une autre hypothése
avancée est que la saturation des chaines, entraine une diminution de la fluidité de
la membrane et favorise une phase solide et augmente la rigidité de la bicouche
membranaire. Ainsi, en favorisant la formation de dimeéeres stables inactifs,
laugmentation de la quantité d’acides gras saturés au sein de la membrane
permettrait de diminuer le seuil de détection luminal nécessaire pour l'activation de
ces récepteurs pour enclencher la RPD (Volmer, et al. 2013). Ce mécanisme
dépendant de linteraction du domaine transmembranaire avec les chaines acylés
des phospholipides serait indépendant des radeaux lipidiques qui sont absents du
réticulum endoplasmique.

Nous avons vu que la composition lipidique des membranes pouvait activer ou
inhiber la dimérisation des protéines transmembranaires. Les lipides peuvent agir
directement sur la portion transmembranaire des récepteurs, ou favoriser la
translocation du récepteur dans une portion de la membrane constituée de lipides
permettant la dimérisation, ou encore, dans le cas de 'EGFR par exemple, permettre
une meilleure stabilisation du dimere préformé inactif. Cette stabilisation pourrait
diminuer le seuil d’activation du récepteur. En effet, plus le dimére est stable au sein
de la membrane plus son changement de conformation lors de sa liaison avec un
ligand sera favorisé. Notre hypothése dans cette étude est que le récepteur TLR4
existe sous une forme dimérisée instable inactive. La composition lipidique de la
membrane plasmique pourrait moduler le pourcentage de TLR4 sous une forme
dimérisée instable non active et par conséquent son seuil d’activation par ses
ligands. Certains lipides augmenteraient ce seuil en déstabilisant le dimere,
entrainant alors une moins bonne réponse inflammatoire. D’autres au contraire
permettraient une diminution du seuil en stabilisant le dimére et stimulerait ainsi une

réponse inflammatoire (Figure 10).
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Figure 10 : Schéma représentant les effets de I’'oxPAPC sur le seuil d’activation du dimére de TLR4.

IV. Les méthodes d’analyse de la dimérisation

L’étape de dimérisation du TLR4 est une étape clef dans la réponse a un
stimulus. Notre avons émis I'hypothése que le récepteur TLR4 existe a la surface des
cellules sous une forme dimérisée préformée instable. Pour pouvoir étudier
I'interaction entre les deux monomeéres nous avons da sélectionner les techniques
d’analyse les plus adaptées pour étudier une telle interaction. Afin d’expliquer les
choix expérimentaux réalisés, nous allons décrire ces techniques dans les
paragraphes suivants. Nous allons voir que certaines méthodes permettent d’étudier
une interaction stable entre deux protéines et d’autres permettent de détecter des
interactions plus fugaces et instables.

A. La co-immunoprécipitation

La co-immunoprécipitation est une technique régulierement utilisée par les
biologistes pour étudier I'interaction entre deux protéines. En effet, a partir d’un lysat

de cellules, une immunoprécipitation est réalisée sur la premiére protéine d’intérét.
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Pour cela, un anticorps attaché a une bille est utilisé. La bille permet de faire
sédimenter I'anticorps accroché et les protéines qui sont fixées par I'anticorps. Si une
autre protéine est intimement liée a la protéine recherchée, elle sera aussi
sédimentée avec la bille. Cette seconde protéine est alors appelée la protéine co-
immunoprécipitée. Plusieurs lavages sont ensuite effectués pour éliminer les débris
et les autres protéines qui n'ont pas sédimentés avec la bille. A la fin des lavages, il
ne reste alors dans le tube que la protéine immunoprécipitée et celles co-
immunopreécipitées. Par la suite, un western blot est réalisé pour rechercher la
deuxiéme protéine qui nous intéresse a I'aide d’'un anticorps primaire spécifique de
cette protéine. Celle-ci étant fixée a la premiére protéine immunoprécipitée lorsqu’elle
sera mise en évidence sur la membrane de Western blot, nous pourrons conclure a
une interaction entre les deux protéines et ainsi dans notre étude mettre en évidence
des dimeéres de TLR4 (Figure 11).

L’'un des inconvénients de cette méthode est qu’elle ne permet pas d’étudier
des interactions fugaces entre deux protéines. De plus, dans le cas de I'étude
d’homodimeéres, il est nécessaire de pouvoir distinguer la protéine appéat
immunoprecipitée de la protéine cible co-immunoprécipitée. Dans le cas du dimére
TLR4, cela implique d’exprimer des protéines flanquées d’étiquettes différentes.

Nous allons voir que dautres méthodes permettent d’étudier de telles

interactions.
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B. Le « cross-linking » ou réticulation

L’'un des avantages du « cross-linking » ou réticulation par rapport a la co-
immunoprécipitation par exemple, est que c’est une technique qui permet d’étudier
des interactions fugaces entre deux protéines car des liaisons covalentes sont
créees entre les protéines. En effet, in vivo la liaison entre deux protéines peut étre
éphémeére pour permettre la création d’un signal par exemple (comme pour la
dimérisation du récepteur TLR4). De plus, un homodimere formé de deux protéines
identiques peut étre détecté car le poids moléculaire est théoriquement double par
rapport a celui du monomére. En revanche, il est possible d’obtenir des interactions
non spécifiques. Les réactifs utilisés pour le « cross-linking » permettent de lier de
maniére covalente les deux protéines interagissant. Il existe de nombreux réactifs de
« cross-linking » appartenant a différents groupes chimiques. Certains visent les
terminaisons amines (-NH>), d’autres les carboxyles (-COOH), les sulfihydriques (-
SH), les aldéhydes (-CHO), les hydroxyls (-OH) ou encore certains peuvent se lier
aux azides (N2). Ensuite, certains réactifs sont dits homobifonctionnels car ils
possédent le méme réactif a chaque extrémité et vont donc rassembler des
molécules possédants les mémes groupes fonctionnels. D’autres sont dits
hétérobifonctionnels car ils possédent différents réactifs a chaque extrémité ce qui
permet de cibler plus précisément l'interaction entre les deux protéines recherchées
et d’éviter les auto-conjugaisons.

De plus, il est possible de jouer sur la taille de la chaine du « crosslinker » ou
agent de réticulation entre les deux extrémités ce qui détermine sa flexibilité. Plus la
chaine est longue et plus le « crosslinker » est flexible. En contrepartie il posséde
plus de site pour des potentielles liaisons non spécifiques. Enfin, il est également
possible de jouer sur la composition chimique de la chaine qui peut modifier la
solubilité de la molécule, ou insérer des liaisons clivables comme les ponts disulfures
facilement clivables avec un agent réducteur ou non clivables selon ce que l'on
souhaite réaliser comme expérience (Crosslinking Reagents Technical Handbook
2012). Le « cross-linking » permet seulement d’établir une liaison covalente entre
deux molécules ou d’assurer une liaison entre deux protéines interagissant de

maniére fluctuante. Une fois cette liaison établie il faut utiliser une méthode de
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détection des protéines interagissant. Les différentes méthodes utilisées sont le
western blot ou la spectrométrie de masse.

Le « cross-linking » a par exemple été utilisé pour montrer I'existence d'une
forme de dimeére préformé du récepteur EGF (Epidermal Growth Factor) ainsi que
'influence de la composition lipidique sur la formation de ces diméres préformés
(Moriki, et al. 2001).

C. Le FRET

Le transfert d’énergie par résonance en fluorescence appelé FRET
(Fluorescence Resonance Energy Transfert) est un phénoméne de la mécanique
quantique qui se produit entre un donneur fluorescent et un accepteur fluorescent.
Dans des conditions idéales de FRET, I'excitation du donneur provoque un transfert
d’énergie vers l'accepteur qui émet a son tour dans ses longueurs d’'onde. Cette
technique a été utilisée et mise en évidence pour la premiére fois par le scientifique
Forster en 1948. Le FRET est une technique non-invasive qui permet d’étudier :
l'interaction protéine-protéine, des activités enzymatiques ou des activations
protéiques. Les protéines étudiées sont associées a des fluorochromes
soigneusement choisis pour pouvoir assurer I'efficacité du FRET. En effet, pour que
le FRET soit efficace le spectre d’émission du fluorochrome donneur doit chevaucher

le spectre d’excitation de I'accepteur (Figure 12).
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Figure 12 : Recouvrement de I’émission du donneur et de I’excitation de I’accepteur nécessaire au FRET
(Marc Tramier, formation continue Inserm 2007)

De plus, la distance physique entre les deux protéines doit étre faible : 1 a 10
nm (Banning et al. 2010) (Figure 13). Les fluorochromes peuvent étre portés par
deux protéines différentes et le FRET révélera I'association ou la dissociation de ces

deux molécules ; ou alors ils peuvent étre portés par la méme molécule et sont
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appelés dans ce cas-la des biosenseurs. Lors de l'utilisation de biosenseurs, un
changement de conformation de la molécule peut entrainer une diminution ou une
augmentation du FRET. Cela peut permettre d’étudier I'action de certaines molécules

dans des conditions physiologiques (Vinkenborg et al. 2007).
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Figure 13 : Nécessité d’avoir une distance faible (<10 nm) entre les deux fluorochromes pour avoir un
FRET.

Pour mesurer le FRET il est possible de mesurer I'intensité de fluorescence a
I'état stationnaire et a ce moment il faut utiliser des filtres. La plupart du temps, il est
difficile d’obtenir un signal FRET clair et il faut a8 ce moment-la employer des calculs
compliqués pour éliminer les artefacts. De plus, la mesure du FRET a l'aide d’'un
microscope a fluorescence devient rapidement fastidieuse et ne permet pas
d’analyser un grand nombre de cellules. Ainsi, d’autres techniques ont été
développées pour diminuer ces artefacts et obtenir un signal FRET plus clair comme
la mesure de la durée de vie de fluorescence qui est une technique plus dynamique.
Cependant, cette technique requiert un matériel spécial et une bonne connaissance
et expérience de son utilisation.

Une autre technique est de quantifier le signal FRET a l'aide de la cytométrie

de flux qui permet de quantifier le signal de maniére non invasive et d’analyser un
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grand nombre de cellules assez rapidement. En effet, la cytométrie de flux permet de
faire défiler des cellules a grande vitesse devant le faisceau laser (Banning et al.
2010). Dans le cas de la mesure de fluorescence, on choisit la longueur d’onde du
laser correspondant au spectre d’excitation du fluorochrome donneur ce qui excitera
le fluorochrome accepteur qui émet alors sa propre longueur d’onde. Les signaux
émis sont ensuite récupérés par des photomultiplicateurs qui les amplifient. Les
données sont ensuite numérisées, stockées et traitées par un ordinateur.

Il existe donc de nombreuses techniques pour quantifier le signal FRET et
ainsi étudier entre autre une interaction entre deux protéines comme par exemple
étudier la régulation de la dimérisation du récepteur CXR4 par différents stimuli. Des
scientifiques ont montré qu’il y avait une augmentation du FRET lors de la mise en
présence des cellules avec la chemokine SDF-1a et qu'il existait un signal FRET
basal suggérant la présence de diméres préformés du récepteur CXR4 a la surface
des cellules (Toth 2004).

D. L’anisotropie de fluorescence

L’émission de la fluorescence est caractérisée par plusieurs paramétres :
l'intensité, la longueur d’onde, la durée de vie et la polarisation. Nous avons déja
évoqué les techniques utilisant les trois premiers parametres, nous allons maintenant
approfondir la technique qui mesure la polarisation de fluorescence aussi appelée
anisotropie (Gradinaru et al. 2010). Un fluorochrome excité par une lumiére polarisée
provoque une polarisation de la lumiére émise. L’anisotropie se définit par I'équation

suivante :

; Ty =Ivi
anisotropy (r) = - Ir_z:'
Tl (s |

Ou lyy est lintensité de fluorescence émise polarisée verticalement et Iy est
l'intensité de fluorescence émise polarisée horizontalement lorsque le fluorochrome
est excité avec une lumiére polarisée verticale. Plusieurs facteurs jouent sur
'anisotropie, la température, la viscosité de la solution et la taille moléculaire
apparente du fluorophore. C’est ce dernier facteur qui nous intéresse lors de I'étude
de l'interaction protéine-protéine puisque la taille apparente d’'une protéine contenant
un fluorophore est augmentée lorsqu’elle interagit avec une autre protéine. Pour étre

plus précis, un fluorophore qui effectue une rotation lente par rapport a sa durée de
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fluorescence aura un grand lyy et un petit lyy et par conséquent une forte anisotropie.
Inversement, un fluorophore qui effectue une rotation rapide par rapport a sa durée
de vie de fluorescence résultera d’'une valeur d’anisotropie faible. Ainsi, lorsque la
protéine est seule, le fluorophore peut effectuer des rotations rapides et donc une
baisse de I'anisotropie alors que lorsque la protéine est liée a une autre protéine on
aura une augmentation de I'anisotropie car les rotations seront plus lentes (Gijsbers,
Nishigaki, Sanchez-Puig 2016).
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PARTIE 2 : ETUDE EXPERIMENTALE

I. Matériel et méthodes

A. Production des plasmides

Les plasmides que nous voulons produire sont des vecteurs d’expression en

cellules eucaryotes :

- l'un contient un géne codant pour un TLR4 humain marqué sur sa portion
N-terminale par une « étiquette HA (hemaglutinine)» que l'on appellera
plasmide TLR4-HA.

- lautre contient un géne codant pour un TLR4 marqué sur sa portion N-
terminale par une « étiquette Flag » que I'on appellera plasmide TLR4-Flag.

L’utilisation de TLR4 marqué HA ou Flag permet de détecter I'expression du

récepteur par Western blot en utilisant des anticorps anti-HA ou anti-Flag.

Nous avons également utilisé deux autres plasmides dans cette étude :

- le plasmide TLR4-GFP, un vecteur mammifére contenant un géne codant
pour le TLR4 humain fusionné avec un gene codant pour la protéine de
fluorescence GFP.

- le plasmide MD2, un vecteur mammifére contenant le géne codant pour le

co-recepteur MD2 humain.

1. Obtenir une colonie de bactéries contenant les plasmides a
répliquer

Une population de bactéries est mélangée avec 1uL de plasmide HA ou Flag

a l'aide d’un embout de pipette stérile. Le mélange est ensuite laissé 10 minutes

dans la glace. Pour pouvoir transformer le plasmide au sein du matériel génétique

des bactéries un choc thermique est réalisé. Le tube est placé dans un bain marie a

42°C pendant 45 secondes, puis remis dans la glace pendant 5 minutes. Puis, 100uL

de milieu SOC Medium (Invitrogen) est ajouté stérilement et mélangé a I'aide d’'une

pipette. Le mélange est ensuite agité dans un incubateur a 37°C pendant 40
minutes.

Parallélement, du milieu de culture LB AGAR est liquéfié au micro-onde, puis

laissé a refroidir jusqu’a une température d’environ 37°C. Puis, 20ml de ce milieu

sont versé dans un FALCON de maniére stérile, de 'ampicilline a une concentration
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de 50ug/ml est ajouté. Enfin, le milieu est coulé dans une boite de pétri et laissé a
solidifier pendant 20 minutes.

Une fois le milieu solidifieé, 150uL de bactéries transformées avec le plasmide
TLR4-HA ou le TLR4-Flag sont étalées sur les boites de pétri a l'aide d’'une pipette
pasteur. Les boites sont ensuite mises dans I'incubateur (STUART) a 37°C pendant

24 heures.

2. Extraction des plasmides

Une seule colonie de bactéries est sélectionnée et inoculée dans 3 ml de
milieu de culture LB contenant de I'ampicilline a 50mg/ml. Le mélange est mis a
incuber a 37°C pendant 8 heures dans un incubateur sous agitation. Puis, la culture
est diluée au 1/50 dans 150 ml de milieu LB et de nouveau laissé a incuber pendant
12 heures (37°C et agitations). Ensuite, les bactéries sont mises a centrifuger a 6000
rom pendant 15 minutes a 4°C. Le surnagent est retiré et les bactéries sont
resuspendues dans 0,3 ml de tampon P1. Le tampon P2 est ensuite ajouté et le tube
est retourné 6 fois pour homogénéiser le mélange, puis laissé a incuber 5 minutes a
température ambiante. Le tampon P3 est ajouté, le mélange est homogénéisé et
laissé a incuber 5 minutes sur un tapis de glace. Le tube est mis a centrifuger
pendant 10 minutes a la vitesse maximale (15000 rcf). Le surnagent contenant le
plasmide est récupéré dans un autre tube.

Le kit QIAGEN-tip 20 est préparé en ajoutant 1 ml de tampon QBT puis laissé
a décanter pour former une résine. Le surnagent est ajouté par la suite et ’TADN du
plasmide entre dans la résine par gravité. Le tout est ensuite lavé deux fois avec 2ml

de tampon QC. L’ADN est enfin élué dans 0.8ml de tampon QF.

Les tampons :

P1: 50 mM Tris-ClI, pH 8.0, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNase A

P2: 200mM NaOH, 1% SDS

P3: 3.0 M d’acétate de potassium, pH 5.5

QBT : 750mM NaCl, 50mM MOPS, 15% isopropanol, 0,15% Triton X-100, pH 7,0
QC : 1,0 M NaCl, 50mM MOPS, 15% isopropanol, pH 7

QF : 1,25 M NaCl, 50 mM Tris-Cl, 15% isopropanol, pH 8,5

3. Digestion analytique pour vérifier I'identité des plasmides
La digestion enzymatique par I'enzyme de restriction EcoRIl est préparée

selon le protocole suivant: 7ul de 'enzyme de digestion EcoRI, 14ul de tampon
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EcoRI et 72ul d’eau. Pour la digestion BamHI et Hindlll le mélange contenait 7ul de
'enzyme BamHI, 7yl de I'enzyme Hindlll, 14ul de tampon et 77yl d’eau. Les
meélanges étaient incubés a 37°C pendant 1 heure. Puis, 15ul de chacune des
préparations étaient répartis respectivement dans six tubes Eppendorf. Ensuite, 5ul
de plasmide supposé TLR4-HA ou TLR4-Flag étaient ajoutés.

Le gel de migration était préparé a l'aide de 0,8g d’agarose mélangé avec
80ml de TBE dilué 0,5 fois et porté a ébullition. Puis, 4 pl de SYBR safe étaient
ajoutés (dilution au 1/20000). La préparation était ensuite coulée et laissée a
solidifier pendant environ 40 minutes.

Enfin, 4 yl de Fast Green buffer 10x étaient ajoutés dans les tubes Eppendorf
pour pouvoir visualiser la migration, les puits étaient remplis avec 10ul des
différentes préparations. Un puit contenait 4ul de marqueur a 10000 paires de bases.
Le gel était ensuite placé dans la cuve d’électrophorése réglée sur 100 Volts. La

lecture s’est effectuée aprés une heure de migration.

B. Détection des dimeéres de TLR4 par immunoprécipitation

1. Culture cellulaire

1.1.Cellules 293T

Les cellules 293T (ThermoFisher) sont des cellules rénales embryonnaires

humaines. Elles étaient cultivées dans du DMEM complété par 10% de sérum de

veau feoetal, de la pénicilline a 100UI/mL et de la streptomycine a 100 pg/mL.

1.2. Cellules THP1

Les cellules THP1-Dual™ (Invivogen) sont une lignée de macrophages

humains. Elles étaient cultivées dans du milieu RPMI complété par 10% de sérum
de bovin fcetal inactivé par la chaleur, 2mM de L-glutamine, 25 mM d’Hepes,
100ug/ml de pénicilline et streptomycine, 100 ug/ml de zéocine, et 10ug/ml de
blasticidine. Elles étaient dérivées des monocytes THP-1 humains transfectées
durablement par deux génes rapporteurs :
- un géne rapporteur luciférase sous le contréle d’'un promoteur interféron
ISG54 fusionné avec cinqg éléments de réponse aux interferons de type |
- un gene rapporteur phosphatase-alkaline embryonnaire (SEAP) sous le
contréle activé par un promoteur l'interferon IFN-B fusionné avec cinq

copies du facteur de transcription nucléaire kB (NF-kB) et trois copies du
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facteur de transcription c-Rel qui fait partie de la méme famille que le NF-

KB
Ainsi, en observant I'activité de la SEAP on étudie les voies de signalisations
dans lesquelles intervient le facteur de transcription NF-kB, et en observant 'activité
de la luciférase on étudie la voie de signalisation dans laquelle interviennent les
interferons. Ces deux genes rapporteurs sont mesurables dans le surnageant de
culture des cellules en utilisant le QUANTI-Blue™ pour détecter la SEAP et le

QUANTI-Luc™ pour détecter la luciférase sécrétée.

2. Transfections
Les cellules 293T étaient passées en P6 ou BP100 dans un milieu DMEM
avec 10% de sérum de veau feetal, inactivé par la chaleur, sans antibiotiques. Elles
étaient transfectées 24h aprés en utilisant le kit Lipofectamine® LTX & PLUS™
Reagent (Invitrogen™).
Plasmides utilisés pour les transfections : plasmides TLR4-HA, TLR4-Flag,

TLR4-GFP et MD2

3. Lyse des cellules

3.1. Tampons utilisés
Tampon E1A 1X: 150mM NaCl, 5mM EDTA, 50mM Hepes, 0,1% NPO4
Tampon Glucoside : 150mM NaCl, 50mM TrisHCI, 0,5% Octyl B-Dglucopiranoside,
4mM EDTA, 1% Brij

La présence de glucose et de glycérol dans le tampon permet une meilleure

stabilisation des interactions protéine-protéine.

3.2. Protocole de lyse

Le milieu était retiré, les cellules étaient lavées avec du PBS EDTA 1mM froid.
Puis, TmL de PBS EDTA 1mM froid était ajouté, et les cellules étaient détachées a
I'aide d’un céne. Le liquide était prélevé et mis dans un tube Eppendorf, centrifugé 30
secondes a 5000 rcf. Un nouveau lavage au PBS EDTA était réalisé. Ensuite, les
cellules étaient resuspendues dans 1mL de tampon de lyse E1A 1X ou glucoside
contenant des antiprotéases et mises a 4°C pendant 15min en rotation continue.
Enfin, le tube était centrifugé pendant 10min a 15000rcf et le surnageant était

prélevé.
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4. Co-immunoprécipitations

4.1. Tampons utilisés
Tampon E1A 1X: 150mM NaCl, 5mM EDTA, 50mM Hepes, 0,1% NPO4
Tampon E1A 500: 500mM NaCl, 5mM EDTA, 50mM Hepes, 0,1% NPO4
Tampon de lavage glucoside : 150mM NaCl, 50mM TrisHCI, 0,1% glucoside, 0,1%
Triton, 0.1%Brij.
Tampon de charge Laemni 2X: 100mM Tris pH=6.8, 20% glycérol, 4% SDS, 0.2%
Bromophenol blue, 200mM DTT

4.2. Protocole d’'immunoiprécipitation

Les billes d’anticorps monoclonal anti-HA de souris (SIGMA) étaient lavées
trois fois avec 1mL de tampon de lyse E1A 1X avec des antiprotéases. La
centrifugation entre chaque lavage était d'une minute a 2500 rcf. Puis, les billes
étaient mélangées avec le surnageant de la lyse. Enfin, chaque tube était mis a 4°C
en rotation continue pendant 12 a 24h.

Le lendemain, 3 lavages avec du tampon E1A 500 ou E1A 1X ou glucoside
étaient effectuées. Puis, le mélange était resuspendu dans du tampon de charge
Laemni 2X, les tubes étaient vortexés, bouillis pendant 5 minutes, puis centrifugés 1
minute a 15000rcf.

5. Protocole du Western blot

Les échantillons étaient chargés dans un gel d’acrylamide a 10 ou 7%. La
migration avait lieu dans du TGS 1x (Tris-glycine-SDS) a 170V pendant 45 minutes
ou a 100V pendant 1 heure. Les protéines étaient ensuite transférées sur une
membrane de nitrocellulose. Cette derniere était ensuite placée dans du TBS (Tris-
NaCl) avec 0,05% de tween 20 (TBST) et 5% de lait pendant 1h a température
ambiante en agitation continue pour réaliser le blocage.

Aprés 3 lavages rapides et successifs au TBST, lincubation primaire était
réalisée avec un anticorps de lapin anti-HA ou un anticorps de lapin anti-FLAG dilué
1/1000 dans du TBST 5% BSA (sérum contenant de I'albumine de bovin) ou un
anticorps anti-GFP dilué 1/2000 dans du TBST 5% lait pendant 12 a 24h a 4°C, en
agitation continue.

Ensuite, 3 lavages au TBST de 5 minutes chacun étaient réalisés, avant de

procéder a l'incubation de I'anticorps secondaire qui avait lieu avec un anticorps anti-
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lapin dilué au 1/10 000 dans du TBST 5% de BSA ou 5% de lait pendant 1h a
température ambiante. La membrane était alors lavée 3 fois pendant 5min avec du

ITM

TBS. Elle était placée dans du Super Signal ™ West Dura Extended Duration Signal

(Thermo Scientific™) pendant 5 minutes et analysée par le ChemiDoc™ (Bio-Rad™)
6. Traitement a 'oxPAPC’ et stimulation au LPS

6.1. Préparation de I'oxPAPC

Pour solubiliser 'oxPAPC (Invivogen), 0,5mL de DMEM seul était ajouté au

flacon de 0,5mg d’'oxPAPC et ce dernier était vortexé pendant 30 secondes, puis mis
a 37°C pendant 5 minutes. Le flacon était ensuite vortexé pendant 1 minute. Un
volume ensuite était prélevé pour I'ajouter a du milieu DMEM sans antibiotiques ou
du RPMI et obtenir la concentration voulue soit 30ug/ml et de concentration molaire
de 3.8 mmole/ml (3.8.10° mole/L).

6.2. Stimulation a 'oxPAPC et au LPS des cellules 293T

Les cellules étaient cultivées en BP100 dans 10mL de DMEM 10% sérum de

veau foetal (SVF) sans antibiotiques et transfectées 24 heures aprés. Aprés 48
heures, la stimulation a 'oxPAPC était effectuée. Le milieu des BP100 était retiré,
puis 7,5mL d’'un mélange contenant de 'oxPAPC a 30ug/ml et du DMEM 10% SVF
sans antibiotiques était ajouté aux BP100 stimulées. Pour les autres, du milieu seul
était mis. Les cellules étaient remises a 37°C pendant 24 heures.

Ensuite, les cellules étaient stimulées 20 ou 30 minutes avec du LPS a

1mg/ml a 37°C, puis lysées.

6.3. Controle de l'efficacité d’'oxPAPC a l'aide des cellules THP1

Des cellules THP1 étaient stimulées en P96 dans un volume final de 100uL

avec 7.10° cellules par puits dans du RPMI 10% sérum de veau foetal inactivé par la
chaleur. Parmi les 100uL, 50uL de milieu avec de 'oxPAPC a 60ug/ml (soit une
concentration finale d’oxPAPC a 30 pg/ml) ou du milieu seul était mélangé a 50uL de
LPS a 100ng/ml ou 1000ng/mL.

Aprés 24 heures, 20uL des puits étaient prélevés et ajoutés a 200uL de
Quanti-Blue™ chauffés préalablement a 37°C. Le Quanti-Blue™ détecte I'activité des
phosphatases alkalines comme la SEAP, dans le surnageant de culture des cellules.
La SEAP est exprimée dans les cellules THP1 lorsque ces derniéres sont stimulées

' oxPAPC : 1-palmitoyl-2-arachidonyl-sn-glycerol-3-phosphorylcholine oxydé
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par un agoniste des TLRs, notamment le LPS. L’absorbance des puits était mesurée
aprés 15 minutes d’incubation a 37°C, un programme cinétique était lancé, mesurant

'absorbance toutes les 15 minutes pendant 4 heures.

7. Stimulation au nickel

La solution de nickel (N6136 SIGMA) est préparée a 1,5 M sous une hotte, 2.3
ml d’eau nanopure est ajoutée a 0.82g de nickel. Les cellules 293T étaient cultivées
en BP100 dans 10mL de DMEM 10% SVF. Les cellules étaient transfectées avec les
plasmides TLR4-HA et TLR4-Flag, ou TLR4-Ha/TLR4-Flag et TLR4-MD2 ou TLR4-
Flag seul. Elles étaient ensuite stimulées avec une solution de nickel a 1,5 mmol/L
(10 pl de solution a 1.5 M dans 10 ml de milieu) pendant 3 heures ou stimulées avec
du LPS a 1ug/ml pendant 20 minutes ou non stimulées. Les cellules étaient ensuite

lysées avec le tampon E1A 1X ou avec le tampon glucoside.

C. Détection des dimeéres de TLR4 par FRET

1. Culture cellulaire.
Des macrophages de souris (BEI Resources) étaient cultivés dans du DMEM
complété par 10% de sérum de veau fcetal inactivé par la chaleur, de la
ciprofloxacine a 10ug/mL, de 1mM de sodium pyruvate, de la pénicilline a 100Ul/mL

et de la streptomycine a 100ug/mL.
2. Protocole FRET

2.1. Mise au point des marquaqges TLR4 au FACS

Les cellules étaient cultivées en BP100 dans leur milieu de culture habituel.
Elles étaient lavées avec du PBS, puis incubées avec du PBS EDTA 5mM pendant
10 minutes a 4°C. Les macrophages étaient ensuite décollés et mis dans un
FALCON pour étre centrifugés 5 minutes a 1500 rpm. lIs étaient resuspendus dans
du tampon FACS (PBS EDTA 2mM, 0.5% BSA) puis comptés et mis a la
concentration de 500 000 cellules par tube de cytométrie, dans 100uL de tampon
FACS.

L’anticorps anti-TLR4/MD2 de souris Alexa Fluor 488 (Biorad) était ajouté au
1/2 ou 1/20 et mis a incuber 20 minutes a 4°C a I'abri de la lumiére. Aprés, 2 lavages

au tampon de FACS étaient effectués. Enfin, les cellules étaient resuspendues dans
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500uL de tampon de FACS, gardées au froid a l'abri de la lumiére pour étre

analysées par cytométrie de flux MACSQuant Analyzer 10 - Miltenyi Biotec.

2.2.Mise au point du FRET

Les cellules étaient cultivées en BP100 dans leur milieu de culture habituel.

Elles étaient lavées avec du PBS, puis incubées avec du PBS EDTA 5mM pendant
10 minutes a 4°C. Les macrophages étaient ensuite décollés et mis dans un
FALCON pour étre centrifugés 5 minutes a 1500 rpm. La moitié des cellules étaient
resupendues dans du tampon FACS (PBS EDTA 2mM, 0.5% BSA) puis comptées et
mis a la concentration de 500 000 cellules par tube de cytométrie, dans 100uL de
tampon FACS. L’autre moitié étaient d’abord fixée au paraformaldéhyde, 10 minutes
a température ambiante et ensuite on poursuivait les étapes comme ci-dessus.

Les anticorps utilisés sont I'anticorps anti-TLR4/MD2 couplé au fluorophore
Alexa Fluor 488 et I'anticorps anti-TLR4/MD2 couplé a la biotine. Les deux anticorps
sont issus du méme clone, anticorps monoclonal de rat, clone MTS-510. L’anticorps
anti-souris TLR4/MD2 Alexa Fluor 488 était ajouté au 2 et mélangé avec un
anticorps anti-souris TLR4/MD2 biotinylé au 1/20 ou il était mis seul au Y2. Incubation
20 minutes a 4°C a I'abri de la lumiére. Aprés deux lavages au tampon de FACS, les
échantillons seuls étaient resuspendus dans 500uL de FACS gardés au froid a I'abri
de la lumiere. Cependant une partie de I'échantillon contenant 488 et biotine était
gardé a part pour ajouter le réactif Streptavidine-ATTO Q 540 au 1/200 et incuber le
tout de nouveau 20 minutes a 4°C. Puis comme pour les autres conditions, deux
lavages au FACS étaient effectués. La mesure du FRET est réalisée par cytométrie

de flux.
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Il. Résultats

A. Production des plasmides contenant un géne codant pour
un TLR4 humain

Pour pouvoir réaliser les expériences, une grande quantité de plasmide HA et
de plasmide Flag est nécessaire. Apres avoir transformé le plasmide au sein du
matériel génétique de la bactérie, celle-ci est placée dans les conditions d’incubation
optimales pour pouvoir permettre sa réplication. Une fois que nous avons extrait les
plasmides des bactéries, nous cherchons a savoir si nous avons bien obtenu les
plasmides que nous voulions c’est-a-dire un plasmide codant pour un TLR4 marqué
par HA et un plasmide codant pour un TLR4 marqué par Flag. Pour cela, nous
utilisons des enzymes de digestion restrictive. L’enzyme de digestion EcoRI coupe
seulement le plasmide HA en deux avec une partie de plasmide a 921 paires de
bases (pb) et l'autre a 6648 pb, ce que l'on retrouve parfaitement sur le gel
d’agarose. De méme, le plasmide Flag est coupé en deux par deux enzymes BamHI
et Hindlll a 2500 pb et 5000 pb, ce qui est retrouvé sur le gel (Figure 14).De plus, les
contrbles négatifs sont fonctionnels ; on peut donc ainsi valider les résultats obtenus.
Nous avons donc réussi a produire deux plasmides différents, le TLR4-HA et le
TLR4-Flag.

Enzymes de digestion EcoRl BamH! et Hindl1l

Plasmides TLR4-Flag TLR4-HA TLR4-Flag TLR4-HA

5000

2500

1000

Paires debases (pb)

500

Figure 14 : Gel d’agarose pour la migration des protéines selon leur taille. Les plasmides supposés
TLR4-HA ou TLR4-Flag ont été digérés avec différentes enzymes : EcoRI, ou BamHI et Hindlll
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B. Détection des diméres de TLR4 par immunoprécipitation

1. Mise en place du protocole

1.1. Vérification du protocole de transfection et détection des TLR4 par
Western blot

Pour la premiére expérience, les cellules 293T ont été transfectées dans une

boite de culture P6. Nous avons voulu vérifier que les cellules transfectées
exprimaient bien les génes TLR4-HA et TLR4-Flag. Pour cela, nous avons transfecté
les cellules d'un puit avec le TLR4-GFP. Si ces cellules expriment correctement le
géne, elles seront fluorescentes. Vingt-quatre heures aprés la transfection, la
fluorescence est observée a l'aide d’un microscope a la fluorescence. A I'ceil nu,
environ 80% des cellules sont transfectées avec succés. Le protocole utilisé pour la
transfection des plasmides est donc efficace.

Ensuite, nous avons voulu savoir si les différents TLR4 exprimés étaient
détectables par Western blot. Nous avons donc coulés trois gels et effectués la
migration des protéines par électrophorése. Chaque membrane était ensuite incubée
avec un anticorps anti-HA, anti-Flag ou anti-GFP. Les westerns blot incubés avec les
anticorps anti-HA et anti-Flag n’étaient pas lisibles, en revanche le TLR4-GFP a

réussi a étre détecté grace a I'anticorps anti-GFP (Figure 15).

Transfections TLR4-Flag TLR4-GFP
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Figure 15 : Détection du TLR4-GFP. Western blot sur un gel polyacrylamide 10%. Cellules 293T transfectées
avec le plasmide TLR4-Flag ou le plasmide TLR4-GFP. Lyse des cellules avec le tampon E1A1X, incubation des
membranes avec I'anticorps primaire anti-GFP.

L’anticorps primaire anti-GFP utilisé pour révéler la présence de TLR4-GFP
est donc plus sensible que les anticorps primaire anti-HA ou anti-Flag. Cependant, la
quantité de cet anticorps disponible était faible a I'inverse de celle des deux autres, il
a donc fallu trouver une technique pour pouvoir détecter les TLR4-HA ou TLR4-Flag.
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Pour avoir une meilleure sensibilité de détection des TLR4-HA et -Flag, nous
avons décidé d'utiliser la technique d’immunoprécipitation permettant de travailler
avec plus de cellules en concentrant la protéine d’intérét gréace a

limmunoprécipitation.

1.2. La co-immunoprécipitation

Avant, de réaliser les étapes de la technique de co-immunoprécipitation, nous
avons voulu vérifier que 'immunoprécipitation du TLR4-HA permettait une détection
de ce dernier par Western blot et que cette immunoprécipitation était spécifique.
Nous avons donc transfecté des cellules 293T avec le plasmide TLR4-HA.

L’'immunoprécipitation est réalisée aprés la lyse des cellules cultivées en boite
de 100mm de diamétre et avant le transfert sur le gel polyacrylamide 10% de
western blot. Le lysat des cellules est mélangé avec des anticorps monoclonaux anti-
HA ou anti-Flag.

L’incubation de la membrane cellulaire est réalisée avec un anticorps primaire

anti-HA pour essayer de détecter le TLR4-HA.
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Figure 16 : Détection du TLR4-HA suite a une immunoprécipitation avec des anticorps monoclonaux anti-
HA. Western blot réalisé sur un gel polyacrylamide 10%. Cellules transfectées avec le plasmide TLR4-HA, lyse
des cellules avec le tampon E1A 1X, immunoprécipitation avec des anticorps monoclonaux anti-HA ou avec des
anticorps monoclonaux anti-Flag, incubation de la membrane cellulaire avec I'anticorps primaire anti-HA.

L'immunoprécipitation nous permet bien de détecter TLR4-HA par western
blot puisque I'on observe une bande protéique a 90kDa (poids moléculaire du
récepteur). De plus, elle est spécifique puisque lorsque les cellules ne contiennent

pas le TLR4-HA, I'anticorps monoclonal anti-HA ne se fixe pas sur les TLR4-Flag et
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donc aucune bande n’apparait sur la membrane. A 55kDa on peut observer les
chaines lourdes des anticorps (Figure 16).

Ainsi, nous allons pouvoir utiliser la co-immunoprécipitation pour mettre en
évidence la présence de diméres de TLR4 sur les membranes des cellules.

Pour cela, les cellules 293T ont été mises en culture en en boite de 100mm
de diameétre. Les cellules étaient soit co-transfectées TLR4-HA et TLR4-Flag, soit
transfectées par TLR4-Flag seul, soit non transfectées De plus, le mélange
surnageant de lyse et billes monoclonales anti-HA est lavé soit avec le tampon E1A
1X soit avec un tampon plus stringent le E1A 500. Par ailleurs, sachant que la taille
de la protéine cherchée est élevée, le gel acrylamide est réalisé a 7% car il permet
une meilleure séparation spatiale des protéines recherchées et des chaines lourdes.
Enfin, la membrane cellulaire obtenue aprés migration des protéines est incubée
avec l'anticorps primaire anti-Flag.

On devrait donc observer une bande protéique seulement avec la condition ou
la cellule est transfectée avec les deux plasmides. En effet, notre hypothése est
gu’elles expriment a leur surface des diméres préformés de TLR4-HA/TLR4-Flag.
Lors de 'immunoprécipitation de TLR4-HA, si TLR4-Flag est lié¢ a TLR4-HA (dimére)
il sera co-immunoprécipité avec cette derniére. Ainsi, lorsque par la suite on cherche
a mettre en évidence TLR4-Flag avec un anticorps anti-Flag celui-ci est présent, ce

qui n’est pas possible s’il n’est pas lié avec un TLR4-HA (Figure17).
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Figure 17: Schéma représentant les réactions qui devraient se produire au cours de la co-
immunoprécipitation et ce que I’on devrait observer sur le western blot.

Le TLR4-Flag est visible a environ 120kDa. Cette bande protéique démontre

ainsi I'existence des dimeéeres de TLR4 puisqu’au niveau du contrdle ne contenant

que des récepteurs marqués Flag aucune bande de protéines n’apparait (Figure 18).
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Figure 18 : Détection des diméres de TLR4 par co-immunoprécipitation. Western blot réalisé avec un gel
polyacrylamide 7%. Cellules transfectées avec les deux plasmides HA et Flag ou transfectées avec le plasmide
Flag seul. Lyse des cellules avec le tampon E1A 1X, puis immunoprécipitation avec les anticorps monoclonaux
anti-HA avec le tampon E1A 1X ou le tampon E1A 500. Incubation des membranes avec I'anticorps primaire anti-
Flag.
Ainsi, grace a la technique de co-immunoprécitpitation nous avons montré
I'existence de diméres de TLR4 présents lorsque la cellule n’est pas stimulée.
Nous pouvons également observer que la bande est plus marquée et mieux
visible lorsque le tampon de lavage utilisé lors de 'immunoprécipitation est le tampon
E1A 500 qui est hypertonique par rapport au tampon E1A 1X. On utilisera donc 'E1A

500 pour la suite des expériences.

2. Analyse des conséquences des stimulations LPS et oxPAPC sur la
quantité de dimeéres a la surface des cellules.

Le protocole pour détecter les diméres de TLR4 présents a la surface des
cellules est maintenant au point. Le LPS est un ligand du TLR4 et stimule sa
dimérisation a la surface des cellules. Ainsi, en stimulant les cellules au LPS, la
quantité de dimeres a la surface des cellules devrait augmenter, et on devrait
observer une bande protéique plus intense lorsque les cellules sont stimulées que
lorsqu’elles ne sont pas stimulées.

Les cellules étaient cultivées en en boite de 100mm de diamétre dans un
milieu sans antibiotiques, puis transfectées par TLR4-HA et TLR4-Flag. Aprés 24h,
les cellules sont stimulées au LPS pendant 20 minutes. Une étude a montré qu’aprés
20 minutes la quantité de diméres de TLR4 a la surface des cellules étaient diminuée
(Zanoni et al. 2011). En effet, lorsque les dimeres sont formés et activés, ils sont

ensuite endocytés dans la cellule.
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La bande protéique représentant les diméres TLR4-HA/TLR4-Flag est plus
importante lorsque les cellules ont été stimulées au LPS. Il semblerait donc qu’aprés
stimulation au LPS on puisse observer une augmentation de la quantité des diméres

de TLR4 présents sur les membranes des cellules (Figure 19).
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Figure 19 : Détection des diméres de TLR4 avec ou sans traitement des cellules au LPS. Western blot
réalisé avec un gel polyacrylamide 7%. Cellules transfectées TLR4-HA et TLR4-Flag, stimulées pendant 20
minutes avec du LPS ou non stimulées. Lyse des cellules avec le tampon E1A 1X, immunoprécipitation avec les
anticorps monoclonaux anti-HA avec tampon de lavage E1A 500. Incubation des membranes avec I'anticorps
primaire anti-Flag.

L’'oxPAPC possede des propriétés anti-inflammatoires (Erridge et al. 2008;
Walton et al. 2003; Bochkov, Kadl, et al. 2002). Plusieurs hypothéses ont été émises
sur son mode d’action, nous pensons qu'il inhiberait le seuil d’activation des TLR4 en
diminuant la quantité de diméres préformés inactifs a la surface des cellules. En
utilisant la technique de co-immunoprécipitation, nous espérons montrer qu’en
présence d'oxPAPC la quantité de diméres préformés a la surface des cellules est
diminuée et que lors de la stimulation au LPS, la dimérisation des TLR4 est moins
importante que lorsque les cellules sont stimulées uniquement avec le LPS et n'ont
pas été en présence d’'oxPAPC. Nous devrions donc observer sur le western blot une
bande protéique moins intense que lorsque les cellules sont stimulées au LPS
uniqguement. De plus, la quantité de diméres présents devrait étre inférieure ou égale
a celle des cellules non stimulées lorsque les cellules ont été mises en présence
d’oxPAPC seul (Figure 20).
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Figure 20 : Schéma représentant les différentes conditions de I’expérience ainsi que les résultats
attendus. A. Cellules traitées avec LPS. B. Cellules traitées avec LPS et oxPAPC. C. Cellules non traitées.
D. Cellules traitées avec oxPAPC.

De nouvelles expériences ont donc été réalisées. Les cellules 293T étaient
cultivées en boite de 100mm de diamétre et transfectées avec les plasmides TLR4-
HA et TLR4-Flag, avec le plasmide TLR4-HA seul ou avec le plasmide TLR4-Flag
seul. Les cellules ont ensuite été traitétes ou non avec de I'oxPAPC a 30ug/mi
pendant 24 heures. Nous avons choisi cette concentration puisque dans plusieurs
études ils ont observé un effet optimal de 'oxPAPC a 25-30ug/ml (Erridge et al.
2008; Bochkov, Kadl, et al. 2002). Ensuite, certaines cellules ont été stimulées 20
minutes avec du LPS avant d’étre lysées.

Les résultats sont peu concluants. On observe une légére différence
d’intensité de la bande protéique entre les cellules non traitées et les cellules
stimulées avec le LPS et/ou 'oxPAPC. En effet, la bande est |égérement plus fine
pour les cellules transfectées par les deux plasmides mais non stimulées comme I'on
pouvait s’y attendre. En revanche, on n'observe pas de différence d’intensité entre
les bandes des cellules traitées au LPS uniquement et celles qui ont été exposées a
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'oxPAPC. En effet, on s’attendait a observer des bandes de plus faible intensité pour

les cellules qui avaient été traitées avec de 'oxPAPC (Figure 21).
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Figure 21 : Effet de 'oxPAPC et de la stimulation au LPS sur la quantité de diméres de TLR4 présents sur
les membranes des cellules. Western blot réalisé avec un gel polyacrylamide 7%. Cellules transfectées avec
les plasmides TLR4- HA et TLR4-Flag ou avec le plasmide TLR4-Flag seul, ou avec le plasmide TLR4-HA seul.
Cellules non traitées ou non avec LPS et/ou oxPAPC. Tampon de lyse E1A1X. Immunoprécipitation de HA avec
I'anticorps monoclonal anti-HA et tampon de lavage E1A 500. Les membranes cellulaires sont incubées avec
I'anticorps primaire anti-Flag.

Cependant, avec toutes les manipulations effectuées avant de mettre les
échantillons dans les puits de migration du gel d’électrophorése peut-étre que la
quantité de protéines dans chaque puit n’est pas la méme et empécherait de
visualiser une différence. Les membranes sont donc incubées avec un anticorps
primaire anti-HA. En effet, 'immunoprécipitation étant réalisée avec des anticorps
monoclonaux anti-HA, I'anticorps primaire devrait se fixer sur tous les récepteurs
marqués HA. Le signal est trés fort, et a I'aide du logiciel ImagelLab les quantités
dans chaque puit ont été mesurées. Dans chaque puit du nouveau gel
polyacrylamide la quantité d’échantillon normalisée est placée. Malgré une
normalisation des quantités les résultats sont toujours aussi peu concluants (Figure

22).
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Figure 22 : Effet de I’0oxPAPC et de la stimulation au LPS sur la quantité de diméres de TLR4 présents sur
les membranes des cellules aprés normalisation des quantités. Western blot réalisé avec un gel
polyacrylamide 7%. Cellules transfectées avec les plasmides TLR4- HA et TLR4-Flag ou avec le plasmide TLR4-
Flag seul, ou avec le plasmide TLR4-HA seul. Cellules traitées ou non avec LPS et/ou oxPAPC. Tampon de lyse
E1A1X. Immunoprécipitation de HA avec I'anticorps monoclonal anti-HA et tampon de lavage E1A 500. Les
membranes cellulaires sont incubées avec 'anticorps primaire anti-Flag.
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Cette série d’expériences a été répétée en co-transfectant (en plus de TLR4-
HA et TLR4-Flag) le co-récepteur MD2 dans les cellules. Comme physiologiquement
le LPS se lie avec le co-recepteur MD2 pour créer l'interface de dimérisation qui va
permettre la dimérisation du récepteur TLR4, nous avons pensé que la présence de
MD2 était peut-&tre nécessaire pour observer une augmentation de la quantité de
dimeéres sur les membranes cellulaire lors de stimulation au LPS. Les résultats ont
été similaires, nous n’avons pas observé d’augmentation d’intensité des bandes
protéiques provenant des cellules qui avaient été traitées avec le LPS.

En paralléle, a chaque utilisation d’'un lot d’oxPAPC, un contrdle de son effet
sur la réponse immunitaire a été réalisé sur les cellules THP1. En effet, nous voulons
contréler que le LPS stimule bien les voies de signalisation du TLR4 tandis que
'oxPAPC les inhibe. Rappelons que le facteur de transcription NF-kB fait partie de la
cascade de signalisation activée lors de la dimérisation du TLR4 et qu'’il active
I'expression des génes codant pour les cytokines inflammatoires et ceux codant pour
les interférons de type I. Ainsi, en mesurant la quantité de facteurs dans les cellules
on étudie la réponse immunitaire de ces derniéres. Les cellules THP1 sont un bon
modele pour effectuer cette mesure puisqu’elles possédent un géne rapporteur
phosphatase-alkaline embryonnaire (SEAP) contrélé par NF-kB. La SEAP est
détectable avec le Quanti-Blue™. L’activité de la SEAP dépendant de I'activation de
NF-kB est mesurée par absorbance. Plus I'absorbance est élevée plus I'activité NF-
kB est augmentée et donc plus la réponse immunitaire du TLR4 a un stimulus est
forte. On observe sur I'histogramme qu’en présence de LPS I'absorbance et donc la
quantité de NF-kB est augmentée. En présence d’oxPAPC l'absorbance est en
moyenne cing fois moins élevée. Ainsi, lorsque les cellules sont traitées avec
'oxPAPC la réponse NF- kB des cellules est moins importante, 'oxPAPC utilisé pour

les expériences a bien un effet inhibiteur comme attendu (Figure 23).
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Figure 23 : Histogramme représentant la réponse NF-kB dans les cellules THP1. Les cellules THP1 ont
soient été stimulées avec du LPS a 100ng/ml (LPS100), a 1000ng/ml (LPS1000) ou non stimulées. En orange,
cellules ayant été traitées avec de 'oxPAPC, en violet cellules non traitées.

3. Le nickel stimulerait la dimérisation de TLR4 indépendamment de
MD2.

Une équipe de chercheur a mis en évidence la formation de diméres de TRL4
par co-immunoprécipitation en stimulant les cellules avec une solution contenant du
nickel. lls ont méme montré que ce mécanisme était indépendant de MD2 (Raghavan
et al. 2012). Comme la stimulation au LPS dans les expériences précédentes ne
nous a pas permis de conclure, nous avons décidé d’utiliser un autre stimulus de la
dimérisation décrit dans la littérature. Nous avons également voulu essayer un
nouveau tampon de lyse contenant du glucose et du glycérol qui permettrait une
meilleure stabilisation des interactions protéine-protéine et permettrait donc une
meilleure visualisation des diméres sur le western blot.

Les cellules étaient cultivées en boite de 100mm de diameétre, dans un milieu
sans antibiotiques, puis transfectées par les plasmides TLR4-HA et TLR4-Flag ou
par les plasmides TLR4-HA, TLR4-Flag et MD2 ou par TLR4-Flag seul. Ensuite, les
cellules ont été stimulées avec une solution de nickel ou de LPS. Les cellules ont été
lysées avec le tampon glucoside ou E1A 1X et I'immunoprécipitation est réalisée
avec les anticorps monoclonaux anti-HA. On cherche toujours a détecter Flag par
immunoblotting. On n’observe pas de différence d’intensité entre les cellules qui n’ont
pas été stimulées et celles stimulées avec du nickel. Donc l'utilisation du nickel ne
semble pas avoir augmenté la quantité de diméres de TLR4 sur les membranes des
cellules. En ce qui concerne les cellules qui ont été lysées avec le tampon glucoside
et transfectée avec trois plasmides, on n'observe quasiment pas les bandes a 120

kDa. Le tampon glucoside n’a pas permis une meilleure visualisation des diméres.
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De plus, on n’observe pas d’augmentation d’épaisseur de la bande protéique sur les
cellules qui ont été transfectées avec le plasmide permettant I'expression du co-
récepteur MD2 et stimulées avec le LPS comme on aurait pu s’y attendre (Figure
24).
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Figure 24 : Effet de la stimulation au nickel et de la stimulation au LPS sur la quantité de diméres de TLR4
présents sur les membranes des cellules. Western blot réalisé avec un gel polyacrylamide 7%. Cellules
transfectées TLR4-HA et TLR4-Flag, TLR4-Flag seul, ou TLR4-HA, -Flag et MD2. Cellules traitées avec une
solution de nickel ou avec du LPS ou non traitées. Cellules lysées avec le tampon E1A 1X ou le tampon
glucoside. Immunoprécipitation de HA avec I'anticorps monoclonal anti-HA et tampon de lavage E1A 500. Les
membranes cellulaires sont incubées avec I'anticorps primaire anti-Flag.

Nous avons donc réussi avec le tampon de lyse E1A1X a co-immunoprécipiter
TLR4-Flag mais nous n’avons pas réussi a observer une augmentation d’intensité
des bandes protéiques lorsque les cellules ont été traitées avec le LPS. Nous avons
donc décidé d’utiliser le méme tampon de lyse utilisé dans I'étude de (Raghavan et
al. 2012). Dans cette étude ils ont réussi a co-immunoprécipiter TLR4-Flag et a
montrer une augmentation de l'intensité des bandes protéiques lors de stimulation
avec du LPS, du nickel ou du cobalt. Nous n’avons non seulement pas observé de
modification de l'intensité des bandes protéiques mais nous n’avons méme pas
réussi a co-immunoprécipité TLR4-Flag.

Ainsi, nous n’avons pas réussi, avec la technique de co-immunoprécipitation, a
mettre en évidence une modification de la quantité des dimeres de TLR4 a la surface

des cellules dans des conditions stimulatrices ou inhibitrices.
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C. Détection des dimeéres par FRET.

Afin de tester une autre technique permettant de mettre en évidence les
diméres TLR4, nous avons réalisé des expériences de FRET. Ces expériences ont
été réalisées avec des macrophages immortalisés de souris qui expriment des
niveaux physiologiques de TLR4 non marqués par une étiquette. Ces cellules sont
utilisées car elles permettent la détection des diméeres de TLR4 dans des conditions
plus proche de la réalité puisque les macrophages sont des cellules de I'immunité sur
lesquelles sont naturellement présents les TLR4.

Les macrophages de souris ont été mis en culture dans des boites de
bactériologie, dans leur milieu de culture. Nous avons essaye de détecter les
diméres en mesurant le FRET par cytométrie de flux. Lors de la premiére expérience
nous avons verifié qu’il était possible de détecter un signal de fluorescence en
ajoutant I'anticorps anti-TLR4 Alexa Fluor 488 sur les récepteurs TLR4. En réglant le
laser incident du cytomeétre de flux sur le spectre d’excitation de I'anticorps (488 nm-
495nm), I'appareil a correctement détecté I'émission d’énergie du fluorophore a 519
nanometre. Le protocole de marquage et de détection du TLR4 par cytométrie de
flux est donc fonctionnel.

Pour pouvoir interpréter un signal FRET, il faut avoir la fluorescence du
donneur seul. Cependant, si 'on mesure le signal avec des cellules n’ayant que le
fluorochrome donneur puis que 'on mesure le signal avec des cellules mises en
contact avec deux fluorochromes on obtient une diminution de la fluorescence du
donneur artéfactuelle. En effet, en considérant que la répartition des anticorps est
équivalente, lorsque I'on met les cellules en contact avec deux anticorps 50% des
récepteurs possedent le fluorochrome donneur et 50% l'accepteur. Ainsi, on
obtiendrait une diminution de moitié de la fluorescence du donneur qui n’aurait rien a
voir avec un signal FRET.

Pour s’affranchir de ce biais, nous avons pour la condition « donneur seul »,
ajouté avec l'anticorps anti-TLR4-Alexa Fluor 488, I'anticorps anti-TLR4-biotine qui
va se fixer sur les récepteurs TLR4 équitablement (50% le donneur - 50% la biotine)
La biotine n’est pas fluorescente, on obtient donc dans cette condition la
fluorescence du donneur seul. Puis, sur une autre condition il est possible de fixer un

autre fluorochrome ou un « quencher » (ou agent d’extinction) sur la biotine (Figure
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25). Le « quencher » a l'inverse du fluorochrome qui émet de I'énergie lorsqu’il est

excité va absorber I'énergie émise. Ainsi, il y a FRET lorsque la fluorescence du

donneur seul est plus élevée que celle avec le donneur et le « quencher ».
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Figure 25 : Schéma représentant I'intérét d’utiliser un anticorps biotinylé pour s’affranchir des biais.

Nous avons donc soumis les macrophages a quatre conditions différentes :

Les cellules étaient incubées avec I'anticorps donneur et I'anticorps biotinylé.
Les cellules étaient incubées avec I'anticorps donneur et I'anticoprs biotinylé,
puis incubées avec le réactif Streptavidine-ATTO-Q 514 (« quencher ») qui
s’est fixé sur I'anticorps biotinylé.

Les cellules étaient incubées avec I'anticorps donneur seul

Les cellules étaient incubées avec I'anticorps donneur seul et le « quencher »

AttoQ a été rajouté dans la solution juste avant de faire la mesure (Figure 26).
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Figure 26: Schéma représentant les différentes conditions de I’expérience FRET. Les cellules
macrophages sont lavées avec le tampon FACS puis fixées avec du au paraformaldéhyde. A/ Cellules marquées
avec l'anticorps anti-TLR4-Alexa fluor 488 au %2 et I'anticorps anti-TLR4-biotine au 1/20. B/ Cellules marquées
avec l'anticorps anti-TLR4-Alexa Fluor 488 au % I'anticorps anti-TLR4-biotine au 1/20 puis marquage avec
Streptavidine-ATTO-Q 514 au 1/200. C/ Cellules marquées avec I'anticorps anti-TLR4-Alexa fluor au 1/2 seul. D/
Cellules marquées avec l'anticorps anti-TLR4-Alexa fluor au 1/2 seul et le « quencher » AttoQ est rajouté en
solution.

Sur les graphiques effectués par le cytomeétre de flux on peut observer une
nette différence entre les deux pics de fluorescence des cellules non marquées et
des cellules marquées avec l'anticorps anti-TLR4-Alexa Fluor 488. De plus, on
observe une différence entre le pic des cellules ne possédant que l'anticorps
donneur et celles possédant le donneur et le réactif Streptavidine ATTO-Q 514 fixé
sur l'anticorps biotinylé. Nous pourrions conclure que l'on observe du FRET.
Cependant, on observe la méme différence entre le pic de fluorescence des cellules
marquées avec I'anticorps anti-TLR4-Alexa Fluor 488 et le pic de celles auquel a été
rajouté le « quencher » AttoQ directement en solution et non fixé sur l'anticorps
biotinylé (Figure 27). Ainsi, la différence observée n’est probablement pas du FRET
mais due a une diminution du signal Alexa Fluor indépendante du FRET.

Nous n’avons donc pas réussi a mettre en évidence la présence de dimeéres

préformés inactifs au sein des macrophages de souris par la technique du FRET.
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Figure 27 : Graphiques de fluorescence mesurée par cytométrie de flux. Les cellules macrophages sont
lavées avec le tampon FACS puis fixées avec du au paraformaldéhyde. Cellules marquées avec I'anticorps anti-
TLR4-Alexa fluor 488 au 'z et I'anticorps biotinylé au 1/20 (a), ou marquées avec l'anticorps anti-TLR4-Alexa
Fluor 488 au %z la biotine au 1/20 puis marquage avec le réactif Streptavidine ATTO-Q 514 au 1/200 (b), ou
marquées avec l'anticorps anti-TLR4-Alexa Fluor 488 au 1/2 seul (c,d). L’attoQ est rajouté en solution dans la
condition d.
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lll. Discussion

L’un des obijectifs de notre étude était de développer des méthodes d’analyse
nous permettant de détecter la présence de dimeres préformés au niveau des
membranes des cellules exprimant le TLR4. Nous avons réussi avec la technique de
co-immunoprécipitation a mettre en évidence l'interaction entre les deux protéines
transmembranaires. Nous ne sommes en revanche pas parvenus a montrer que
dans des conditions stimulantes (LPS) ou inhibitrices (oxPAPC) la quantité de
diméres au sein de la membrane lipidique augmente ou diminue. Plusieurs éléments
peuvent expliquer pourquoi nous n‘avons pas réussi a visualiser sur le western blot
de différences d’intensité entre les bandes protéiques des cellules stimulées avec
LPS ou stimulées avec oxPAPC.

Nous avons dans un premier temps voulu traiter au LPS des cellules ne
possédant pas le co-récepteur MD2. Or, la dimérisation et I'activation du TLR4 par le
LPS est dépendante de MD2. Cependant, nous savions également que lorsque le
LPS est utilisé a forte concentration la dimérisation du récepteur est possible. De
plus, nous voulions montrer que l'effet de I'oxPAPC sur la dimérisation était
indépendant de MD2. Méme si nous avons réussi une fois a observer une
augmentation de la quantité de dimére lorsque les cellules étaient traitées au LPS
nous ne l'avons pas retrouvé par la suite. Nous avons donc realisé les mémes
expériences en rajoutant le co-récepteur MD2 au sein des cellules (résultats non
présentés). Nous n’avons pas observé d’augmentation de la quantité de dimeéres
dans ces conditions-la.

Les interactions entre les monoméres formant le dimére ne sont pas
covalentes, elles sont donc difficile a mettre en évidence. La composition du tampon
de lyse peut avoir une influence sur les liaisons entre deux protéines. Le tampon E1A
1X nous a permis de détecter les diméres mais ne nous a permis d’observer une
augmentation de ces derniers qu’une seule fois. Nous avons donc décidé de changer
le tampon de lyse en utilisant un tampon contenant un dérivé du glucose appelé
tampon glucoside. En effet, le glucose permettrait une meilleure stabilisation des
interactions entre les protéines. Nous avons utilisé le méme tampon qui avait été
utilisé dans une étude mettant en évidence l'influence du nickel, du cobalt et du LPS
sur la quantité de diméres de TLR4 au sein des membranes (Raghavan et al. 2012).

Dans cette étude, les chercheurs ont observé une augmentation d’intensité des
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bandes protéiques sur le western blot lorsque les cellules étaient stimulées avec le
nickel, le cobalt ou le LPS par rapport aux cellules qui n’étaient pas stimulées (Figure
28). Dans notre étude, le tampon contenant du glucose ne nous a pas permis de voir
un effet de LPS ou d’oxPAPC sur la quantité de dimere. La détection des diméres
sans traitement était également moins bonne. Nous n’arrivons pas a expliquer

pourquoi nous n’avons pas réussi a observer les mémes résultats qu’eux.

HEK293 MD2 _
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Figure 28 : Exemple de co-immunoprécipitation suite a différents traitements sur le TLR4. Western blot tiré
de Raghavan et al. (2012) . Les cellules étaient transfectées avec des plasmides TLR4-HA et TLR4-Flag puis
stimulées avec du nickel, du cobalt ou du LPS pendant 30 minutes (Raghavan et al. 2012).

Il était essentiel pour nous d’avoir une méthode robuste nous permettant de
voir une augmentation de la quantité des diméres a la surface des cellules lorsqu’ils
étaient stimulés par leur ligand naturel le LPS pour pouvoir réaliser notre étude sur
les lipides et notamment 'oxPAPC. C’est pour cela que cette approche n’a pas été
poursuivie.

Nous aurions pu essayer, si nous avions eu le temps, d’utiliser la technique de
« cross-linking ». Cette méthode a l'avantage de permettre I'étude d’interactions
fugaces entre deux protéines comme dans le cas de la dimérisation. Cependant, |l
est possible d’obtenir des interactions non spécifiques en utilisant un « cross-linker »
ce qui s’observera sur le western blot par la présence de nombreux artefacts.

Pour les techniques de de co-immunoprécipitation et de « cross-linking »,
nous sommes obligés d’utiliser des protéines marquées par une étiquette. Nous
avons donc da pour cela utiliser des plasmides qui sur-expriment le récepteur TLR4
a la surface des cellules. La surexpression des TLR4 au sein des cellules induit leur
dimérisation sans la présence d'un ligand (Lee et al. 2004). On aurait alors a la
surface des cellules transfectées tous les récepteurs sous forme dimérisé. Cette

information pourrait expliquer pourquoi nous n’avons pas pu observer
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d’augmentation de la quantité de dimére lorsque les cellules étaient stimulées au
LPS. Mais cela n’explique pas pourquoi nous n’avons pas pu observer un effet de
'oxPAPC. Il était donc intéressant d’utiliser une technique qui nous permettait
d’étudier la dimérisation du TLR4 dans des conditions physiologiques.

La plupart des études qui étudient la dimérisation du récepteur observe non
pas le dimére directement mais la conséquence de la dimérisation. Lorsque le TLR4
est sous forme dimérisée active, il est ensuite endocyté dans la cellule. Une étude a
par exemple observé le pourcentage de TLR4 a la surface des cellules stimulées par
le LPS en fonction du temps, en marquant les cellules exprimant physiologiquement
le récepteur par FACS et en utilisant la cytométrie en flux (Zanoni et al. 2011). Cette
étude n'observe donc pas la dimérisation du récepteur mais I'endocytose de ce
dernier suite a sa dimérisation. Cependant, le FRET semble une bonne technique
pour observer les diméres de TLR4 exprimés de maniére physiologique a la surface
des cellules.

Pour les expériences de FRET, nous avons utilisé des cellules macrophages
de souris qui expriment naturellement le récepteur TLR4 avec le co-récepteur MD2.
Dans ces conditions, nous espérons mettre en évidence la présence de diméres
préformés inactifs de TLR4. Nous ne sommes malheureusement pas parvenus a
détecter un signal de FRET, ce qui ne veut pas forcément dire que les diméres
préformés n’étaient pas présent au sein des cellules. Les anticorps que nous avons
utilisés pour le marquage font entre 10 et 15 nanométres. Or, pour qu’il y ait un signal
FRET il ne faut pas que la distance physique entre les deux anticorps portant le
fluorochrome excéde 10 nanométres. On peut imaginer alors que si les anticorps ne
se fixent pas sur les protéines dans une certaine conformation il est possible de ne

pas observer de FRET (Figure 29).

67



Distance = 10 nm Distance < 10 nm

— —r

D2 wWiD2

® © @ ©
Pas de FRET FRET

Figure 29 : Schéma représentant les fixations possibles des anticorps et la répercussion sur la détection
de FRET ou non.

Il est également possible que la quantité de diméres préformés a la surface
des cellules n’était pas suffisante pour détecter du FRET. Il aurait été intéressant
d’essayer ce protocole en augmentant I'expression des TLR4 a la surface des
cellules en stimulant les macrophages avec l'interféron gamma. On aurait également
pu forcer la dimérisation des TLR4 en les sur-exprimant pour obtenir un contrble
positif et adapter le protocole. Ces deux méthodes auraient donc normalement
permis d’augmenter la quantité de diméres de TLR4 a la surface des cellules. Nous
n‘avons malheureusement pas eu le temps nécessaire pour explorer ces idées et
établir un protocole de détection des diméres avec la technique de FRET.

La dimérisation est un phénomene intéressant et important pour la régulation
de la réponse inflammatoire. Etudier les effets de molécules sur la dimérisation du
récepteur est compliqué car de nos jours, aucune étude expérimentale n’a permis
d’étudier I'organisation compléte de la structure du récepteur sous forme dimérisée
(domaine extracellulaire, transmembranaire, intracellulaire) dans une structure
physiologique. Or, pour comprendre les mécanismes intervenants sur la régulation
de la dimérisation du récepteur c’est important. A I'heure actuelle, seuls des
modélisations moléculaires informatiques de dimeéres construits au sein d’une
membrane composée de lipides tendant a refléter les conditions physiologiques sont
étudiées. Les résultats observés donnent des renseignements de plus en plus précis
sur les changements de conformation et les interactions entre les trois domaines du
TLR4. lls ont notamment montré que les interactions protéine-protéine et lipide-
protéine entre le domaine transmembranaire et le domaine intracellulaire sont

cruciaux pour moduler la réponse du récepteur (Patra et al. 2018). Cependant, ces
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modeles restent informatiques et 'on peut se demander si les conclusions tirées de

ces modeélisations peuvent s’appliquer sur des modeéles biologiques.
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CONCLUSION

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé, plus de 650 millions de personnes
étaient obéses en 2016. L’obésité qui se traduit par un taux élevés de lipides
circulants est associée a de nombreuses maladies comme le diabete de type 2,
I'athérosclérose et autres maladies cardiovasculaires, la stéatose hépatique et méme
certains cancers. Les lipides de I'h6te sont reconnus de nos jours pour moduler la
signalisation inflammatoire dépendant de récepteurs comme le TLR4. Ce sont les
molécules de l'inflammation qui seraient en partie responsable de la formation des
maladies associées a l'obésité. Ainsi, les mécanismes par lesquels les lipides
activent ou inhibent le récepteur TLR4 sont trés étudiés et les hypothéses émises par
les scientifiques font débat.

Nous avons supposé que les lipides de I'hdte pourraient moduler la
dimérisation du TLR4 en s’intégrant dans la membrane plasmique et ainsi moduler
sa signalisation. Pour cela, nous avons développé des méthodes nous permettant de
détecter les diméres de TLR4. Nous avons réussi avec la co-immunoprécipitation a
détecter les homodiméres de TLR4 a la surface des cellules. Malheureusement,
nous n‘avons pas réussi a montrer qu’une stimulation du récepteur avec du LPS ou
de 'oxPAPC modifiait le pourcentage de diméres a la surface des cellules ce qui était
notre hypothése. Pour pouvoir réaliser de I'immunoprécipitation nous avons di
marquer le récepteur avec une étiquette reconnaissable ce qui nous a conduit a
utiliser des cellules dans lesquels le récepteurs était sur-exprimé. Nous avons donc
par la suite tenté de développer une méthode nous permettant de détecter les
diméres préformés inactifs des TLR4 dans des cellules ou ils sont exprimés
physiologiquement. Nous avons pour cela utilisé la technique de FRET sur des
macrophages de souris, hous n‘avons cependant pas réussi a mettre en évidence la
présence de diméres préformés stables a la surface de ces cellules.

L’étude de la dimérisation ainsi que les effets des lipides sur cette derniere est
compliquée. De nos jours il n'existe aucune étude expérimentale ayant permis
d’étudier la structure compléte du récepteur TLR4 et de sa forme dimérisée. Il existe
seulement des modélisations informatiques et les conclusions tirées de ces

modélisations doivent étre vérifiées dans un modeéle biologique sur cellules vivantes.
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TITRE : Développement de méthodes d’analyse de la dimérisation du récepteur TLR4

RESUME : Le récepteur transmembranaire TLR4 est capable de se lier au LPS. La signalisation
dépendant du TLR4 est un élément clé de la réponse immunitaire innée. La dimérisation du récepteur
TLR4 est indispensable pour la signalisation qui permet la synthése de molécules de I'inflammation.
Les lipides de I'héte sont aujourd’hui reconnus pour moduler la signalisation dépendant du TLR4.
Nous avons émis I'hypothése que les lipides de I'héte pourraient moduler la dimérisation du TLR4 en
s’intégrant dans la membrane plasmique et ainsi moduler sa signalisation. Dans ce travail, nous avons
développé des méthodes nous permettant d’analyser la dimérisation du TLR4 et d'observer les effets
des lipides sur ce mécanisme. Nous avons utilisé les techniques de co-immunoprécipitation et de
FRET qui n'ont malheureusement pas permis de mettre en évidence une augmentation ou une
diminution de la dimérisation en présence de LPS ou du lipide oxydé oxPAPC. Ce travail révele qu’il
est difficile d’étudier comment les lipides modulent la dimérisation du TLR4. Afin de I'étudier, il est
nécessaire a I'heure actuelle d’avoir recours a des simulations réalisées a I'aide de modélisations

informatiques.

MOTS CLES: TLR4, dimérisation, lipides, co-immunoprécipitation, FRET

TITLE: Development of analytic methods to study the dimerization of the TLR4 receptor.

SUMMARY: The transmembrane receptor TLR4 is able to bind to LPS. TLR4-dependent signalling is
key to the innate immune response. Dimerization of TLR4 is critical to signalling leading to the
synthesis of inflammatory molecules. Host lipids have been shown to modulate TLR4-dependent
signalling. We hypothesized that plasma membrane integration of host lipids could modulate TLR4
dimerization and therefore TLR4-dependent signalling. In this work, we have developed experimental
methods to measure TLR4 dimerization and the effects of lipids on this mechanism. We used co-
immunoprecipitation and FRET techniques, which unfortunately did not provide evidence of an
increase or decrease in TLR4 dimerization in the presence of LPS or in the presence of the oxidized
lipid oxPAPC. This work underlines the difficulties in studying how lipids could modulate TLR4
dimerization. To study this, it is still necessary to rely on simulations based on bio-informatical

modelling.
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