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La survie de tout organisme dépend de sa capacité à se défendre contre les

agents infectieux présents dans son environnement. Les métazoaires ont développé

des systèmes immunitaires particulièrement efficaces, puisque les infections

sévères ou prolongées sont relativement rares. Parmi ces systèmes, celui de

l’immunité innée est le plus universel et le plus rapide. De fait, la survie aux

infections de beaucoup d’organismes dépend uniquement des mécanismes de

l’immunité innée, puisque seuls les vertebrés ont développé un système

immunitaire adaptatif (Beutler, 2004).

La réponse immunitaire adaptative a longtemps été l’enfant chéri des

immunologistes car elle fait preuve d’une spécificité remarquable vis-à-vis des

agents pathogènes. Elle repose en effet sur l’expansion clonale de lymphocytes

capables de reconnaître un antigène précis. Ceci explique le fait qu’elle nécessite

un peu de temps à être mise en place et seule, elle serait sans doute submergée si

l’infection n’était pas contenue dès les premières heures. D’où la grande

importance de la réponse immunitaire innée, moins spécifique mais plus rapide,

qui est depuis quelques années l’objet d’un vif intérêt. La rapidité de la mise en

place de ce système de défense repose sur la présence à la surface des cellules qui

sont aux premières lignes pour détecter le non-soi (cellules dendritiques,

macrophages, cellules épithéliales), de récepteurs préformés qui sont ainsi

immédiatement activés lorsque le microorganisme pénètre l’hôte. Ces récepteurs

sont capables de reconnaître des motifs structuraux hautement conservés à la

surface du pathogène, motifs qui sont à la fois indispensables à la survie du

microbe et absents de l’hôte. Ces motifs sont couramment appelés PAMPs pour

«!Pathogen-Associated Molecular Patterns!» et de ce fait, on parle de «!Pattern

Recognition Receptors!» (PRRs) pour les récepteurs sus-cités (Janeway, 1989).

La nature de ces PRRs a été élucidée grâce à la découverte du rôle clé du

récepteur Toll dans la réponse de la drosophile aux infections fongiques ou

bactériennes à Gram-positif (Lemaitre et al., 1996). Il existe chez la drosophile une

famille de neuf récepteurs Toll, qui fait l’objet de cette thèse. Cette introduction

présente les mécanismes de la réponse immunitaire chez la drosophile ainsi que le

rôle des Toll-Like Receptors (TLRs) dans la réponse innée des mammifères.
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I La réponse immunitaire de la drosophile.

La drosophile, comme tous les invertébrés, est dépourvue de système

adaptatif. De plus, la puissance des outils génétiques, moléculaires et biochimiques

qui ont été générés par les «!drosophilistes!» en font un organisme de choix pour

étudier la réponse immunitaire innée. Lors d’une infection, la drosophile déclenche

un certain nombre de mécanismes de défense, parmi lesquels la phagocytose,

l’encapsulement, la mélanisation et la synthèse de peptides antimicrobiens.

I.1 La réponse cellulaire.

La drosophile possède un système circulatoire ouvert qui contient

l’hémolymphe (l’équivalent du sang des mammifères), pompée par le vaisseau

dorsal. L’hématopoïèse de la drosophile donne lieu à trois lignées hémocytaires qui

présentent des similarités avec la lignée myéloïde des mammifères.

L’essentiel de la production des cellules sanguines ou hémocytes est assuré

par l’organe hématopoïétique qui se développe au stade larvaire. Cet organe,

composé de 4 à 6 paires de lobes appelés glandes de la lymphe, disparaît au stade

pupal. Chez l’adulte, on ne trouve pas d’organe hématopoïétique, impliquant que

les cellules sanguines adultes dérivent des hémocytes larvaires. Ces derniers se

répartissent en trois catégories!:

- les plasmatocytes sont des petites cellules arrondies douées d’une

capacité de phagocytose qui représentent la majorité des hémocytes.

D’après leur morphologie et leur fonction, elles peuvent être

apparentées à la lignée monocyte/macrophage des mammifères.

- les lamellocytes, de larges cellules qui se différencient à partir des

plasmatocytes, responsables de l’encapsulement de corps trop

volumineux pour être phagocytés.

- les cellules à cristaux, qui contiennent le substrat et les enzymes

nécessaires à la mélanisation, représentent moins de 5% des hémocytes.

Chez l’adulte, on ne trouve que des plasmatocytes en circulation (Lanot et al.,

2001; Meister, 2004; Meister and Lagueux, 2003).
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I.1.1 La phagocytose

La phagocytose se fait en plusieurs étapes, de l’attachement de la particule

ciblée à son internalisation, pour mener finalement à sa destruction à l’intérieur du

phagosome. Il est probable que les dernières phases de la phagocytose sont

conservées chez les invertébrés et les vertébrés (Pearson et al., 2003; Ramet et

al., 2002). Chez la drosophile, les plasmatocytes sont responsables de la

phagocytose des cellules apoptotiques mais aussi de celle des bactéries. Il a été

montré que lorsqu’on combine des mutants domino, qui présentent un défaut de

prolifération hémocytaire avec des mutants Black cell qui présentent un défaut de

mélanisation, on rend les larves beaucoup plus sensibles aux infections

bactériennes, mettant ainsi en lumière un rôle des hémocytes dans la réponse

immunitaire (Braun et al., 1998). De plus, l’induction des peptides antimicrobiens

dans le corps gras (équivalent du foie des mammifères) des larves domino est

affectée suite à une infection «!naturelle!» par voie orale, alors qu’elle est normale

dans le cas où l’infection résulte d’une blessure. Ces résultats suggèrent que les

hémocytes pourraient jouer le rôle de messagers et transmettre une information au

corps gras afin de déclencher une réponse systémique en l’absence de blessure

physique (Basset et al., 2000). Enfin, chez l’adulte, si l’on sature la fonction

phagocytique des hémocytes en injectant des billes de polystyrène dans l’abdomen

des mouches, la susceptibilité de mutants de la réponse antibactérienne humorale

à des infections par Escherichia coli est considérablement augmentée (Elrod-

Erickson et al., 2000).

Ces expériences démontrent l’importance des cellules sanguines dans la

réponse immunitaire de la drosophile. Par contre, la façon dont les plasmatocytes

reconnaissent et internalisent leurs cibles est encore relativement mal comprise.

En ce qui concerne la phagocytose des bactéries, il a été montré que le récepteur

«!scavenger!» dSR-CI est impliqué dans la liaison de bactéries à Gram-positif et

négatif quand on le transfecte dans des cellules CHO (Chinese Hamster Ovary) et

qu’il joue également un rôle dans la liaison de ces microorganismes aux cellules de

la lignée de type macrophage S2 de drosophile (Ramet et al., 2001). Récemment,
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un des membres de la famille des PGRPs (Peptidoglycan Recognition Proteins),

PGRP-LC, a été impliqué dans la liaison des bactéries à Gram-négatif par les

cellules S2, mais non dans la liaison des bactéries à Gram-positif (Ramet et al.,

2002). Enfin, la drosophile compte dans son génome six gènes codant pour des

protéines à thiolester ou TEPs. Trois de ces gènes sont exprimés après infection et

tep1 et tep4 sont majoritairement exprimés dans les hémocytes (Lagueux et al.,

2000). Ces gènes codent pour des protéines similaires à la superfamille des C3/a2-

macroglobulines du complément. Elles pourraient jouer le rôle d’opsonines pour

promouvoir la phagocytose, hypothèse confortée par le fait que chez le moustique

Anopheles gambiae, la phagocytose de bactéries à Gram-négatif est sévèrement

réduite quand la transcription du gène atep1 est affaiblie (Levashina et al., 2001).

I.1.2 L’encapsulement

L’encapsulement est un phénomène apparemment restreint au monde

invertébré et est le fait de cellules particulières, les lamellocytes, que l’on ne

trouve que rarement chez la larve saine. Ces cellules se différencient lorsque le

pathogène est de taille trop importante pour être phagocyté par les plasmatocytes.

Ceci est observé par exemple lors du parasitage par la guêpe Leptopilina boulardi,

qui pond ses œufs dans de jeunes larves de drosophile (Lanot et al., 2001). Les

lamellocytes forment alors une couche cellulaire autour des parasites, constituant

ainsi la capsule, qui est ensuite mélanisée. A l’intérieur de la capsule, les parasites

sont détruits, soit par asphyxie, soit par la production locale de radicaux libres

cytotoxiques (Nappi et al., 1995; Nappi et al., 2000). Il a été montré récemment

que le produit du gène collier (col) est requis pour la différenciation des

lamellocytes dans des larves parasitées. En effet, dans des mutants perte de

fonction col, on ne détecte pas de lamellocytes dans l’hémolymphe après

parasitage par L.boulardi et on n’observe pas d’encapsulement du parasite

(Crozatier et al., 2004). Col code l’homologue du facteur de mammifère EBF (Early

B-cell factor), un facteur contrôlant la lymphopoïèse des cellules B. Collier est à ce

jour la seule molécule ayant été impliquée dans la différenciation des lamellocytes

dans la larve de drosophile.



Introduction

Hana Bilak 13

I.1.3 La mélanisation

La rupture de la cuticule à la suite d’une blessure ou d’une infection

microbienne déclenche rapidement le processus de mélanisation, caractérisé par la

production d’un pigment noir résultant de la conversion de tyrosine en mélanine

(pour revue, Söderhäll and Cerenius, 1998). Une enzyme clé de la cascade

biochimique aboutissant à la mélanisation est la phénoloxydase (PO), qui catalyse

la conversion de phénols en quinones. Celles-ci peuvent alors polymériser pour

former la mélanine. La PO existe sous forme de zymogène inactif, la

prophénoloxydase ou ProPO. La ProPO est stockée sous forme cristalline dans le

cytoplasme des cellules à cristaux. Sa conversion en PO est catalysée par une

cascade protéolytique dont la sérine protéase terminale est appelée PPAE pour

Prophenoloxidase Activating Enzyme. La PPAE de nombreux insectes a été

identifiée, mais on ne la connaît pas encore chez la drosophile. Chez cet insecte,

deux études ont montré récemment le rôle de la serpine (inhibiteur de sérine

protéases) Spn27A dans la restriction de l’activité de la PO au site de blessure ou

d’infection. Cette restriction s’opère certainement via l’inhibition spécifique de la

PPAE de drosophile (De Gregorio et al., 2002a; Ligoxygakis et al., 2002c).

I.2 La réponse humorale.

La facette de la réponse immunitaire de la drosophile la plus étudiée et la

mieux comprise à ce jour est la synthèse par le corps gras, l’équivalent du foie des

mammifères, d’une batterie de puissants peptides antimicrobiens. Suite à une

infection, la concentration globale de ces peptides dans l’hémolymphe peut

atteindre 300mM (Bulet et al., 1999). Il y a chez la drosophile sept classes de

peptides antimicrobiens, des petits peptides cationiques qui peuvent être classés

en trois groupes selon leur spectre d’activité!: la Drosomycine et la Metchnikowine

sont essentiellement antifongiques (Fehlbaum et al., 1994; Levashina et al., 1995),

la Défensine est active contre les bactéries à Gram-positif, tandis que les

Cécropines, la Drosocine, les Attacines et les Diptéricines sont des peptides actifs
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contre les bactéries à Gram-négatif (Bulet et al., 1999; Ekengren and Hultmark,

1999). Le mode d’action de ces peptides est encore assez mal compris, mais de par

leur nature cationique et amphipathique, leur action est essentiellement dirigée

contre la membrane des microorganismes (pour revue, voir Lehrer and Ganz, 1999).

L’importance des peptides antimicrobiens pour combattre l’infection a été illustrée

par une étude réalisée par l’équipe de Bruno Lemaître. Cette étude montre qu’en

exprimant de façon constitutive un des peptides dans des mouches déficientes pour

les deux voies de signalisation contrôlant leur expression, on restaure la résistance

à l’infection correspondante (Tzou et al., 2002).

L’étude de la régulation de l’expression des peptides antimicrobiens a

permis de caractériser deux voies de transduction du signal, la voie Toll et la voie

IMD. Cette étude a commencé par une analyse classique des promoteurs des

peptides antimicrobiens au début des années 90. Elle a révélé l’existence dans ces

promoteurs de séquences kB permettant la fixation des facteurs de transcription de

la famille Rel/NF-kB. A ce moment-là, la seule protéine Rel connue chez la

drosophile était Dorsal, identifiée pour son rôle dans la mise en place de l’axe

dorso-ventral de l’embryon de drosophile (Anderson and Nusslein-Volhard, 1984).

I.2.1 La voie Toll et la détermination de l’axe dorso-ventral de l’embryon

Le premier facteur de transcription de type Rel/NF-kB identifié chez la

drosophile, Dorsal, fut identifié au cours d’un crible visant à identifier les gènes

impliqués dans la mise en place de l’axe dorso-ventral de l’embryon de drosophile

(Anderson and Nusslein-Volhard, 1984). Outre Dorsal, ce crible permit

l’identification de onze autres gènes dont la mutation entraîne la dorsalisation ou

la ventralisation de l’embryon (Figure 1). Parmi ces gènes, on trouve celui codant

le récepteur Toll («!fantastique!» en allemand) qui doit son nom au fait que des

mutations perte de fonction de Toll entraînent une dorsalisation de l’embryon,

tandis que des mutations gain de fonction du même gène provoquent la

ventralisation de l’embryon.

Le gène Toll code un récepteur transmembranaire de type 1. Son domaine

extracytoplasmique est composé de répétitions riches en leucine (LRRs pour
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Leucine Rich Repeats). Le motif LRR fut décrit pour la première fois en 1985

comme une séquence répétée de 24 résidus, caractérisée par la présence de

résidus hydrophobes typiquement espacés. On retrouve ces LRRs dans la partie

extracytoplasmique des TLRs de mammifères (voir plus loin), mais aussi dans

d’autres molécules comme l’inhibiteur de ribonucléase RI, le récepteur

plaquettaire CD42b ou la protéine de levure SDS22. Les motifs LRRs sont flanqués

par des motifs riches en cystéines du côté amino-terminal (NF ou motif N-flank) et

carboxy-terminal (CF ou motif C-flank). Le domaine intracytoplasmique de Toll est

partagé par les membres de la famille du récepteur de l’Interleukine-1 (IL-1R),

d’où son nom de domaine TIR (Toll/IL-1R). On le retrouve également dans de

nombreuses protéines de résistance des plantes (Figure 2).

Le récepteur Toll est activé par la liaison de son ligand Spätzle (Weber et

al., 2003), apparenté aux cytokines à nœud de cystéine, comme les facteurs de

neurotrophines (Mizuguchi et al., 1998). Spätzle est synthétisé sous la forme d’un

précurseur de 41kD et son clivage, résultant de l’activation de la cascade

protéolytique, produit la forme active constituée des 106 acides aminés carboxy-

terminaux (DeLotto and DeLotto, 1998). Spätzle est clivé dans le liquide périvitellin

à la suite de l’activation d’une cascade protéolytique qui implique les sérine

protéases Nudel, Gastrulation defective, Snake et Easter (LeMosy et al., 1999).

L’activation de cette cascade dépend de la fixation d’une chaîne de protéoglycane

à Nudel impliquant les protéines Windbeutel et Pipe (Schupbach and Wieschaus,

1989; Sen et al., 1998). Il a été montré récemment que la serpine Spn27A est

impliquée dans le contrôle de cette cascade protéolytique (Hashimoto et al., 2003;

Ligoxygakis et al., 2003). Lorsque Spätzle est finalement clivé par Easter, il se lie à

Toll et active le récepteur (DeLotto and DeLotto, 1998; Weber et al., 2003).

Lorsque le récepteur Toll est activé, il s’associe à un complexe formé des

protéines Tube, Pelle et DmMyD88. Tube est une protéine de 50kD comportant un

Death Domain (DD) amino-terminal et une région carboxy-terminale caractérisée

par cinq répétitions d’un motif octapeptidique, appelées Tube Repeats (TR)

(Letsou et al., 1991). Pelle est un homologue de la kinase des mammifères IRAK (IL-

1R Associated Kinase) et possède également un DD amino-terminal, ainsi qu’un

domaine sérine/thréonine kinase carboxy-terminal (Shelton and Wasserman, 1993).

Enfin, je décris dans la partie Résultats de ce manuscrit une autre molécule du



Toll TLR4 IL-1R RPS4

Drosophila melanogaster Homo sapiens Arabidopsis thaliana

!LRR

CF

NF

TIR

Ig

NBS

!LRR

CF

!LRR
TIRTIR

TIR

LxxLxLxxNPFxCxCxFxxLxxW(9-18)FxC(9-24)Cxx

Motif C-flank:

Motif LRR:

LxxLxxLxLxxNxLxxLPxxFFxx

Motif N-flank:

(1-10)CP(2-5)Cx(4-17)FxC(2-4)FxxFPxxFPxxF

Figure 2. Structure des récepteurs à domaine TIR. a. Comparaison des récepteurs à
domaine TIR chez la drosophile (Toll), chez les mammifères (TLR4 et IL-1R) et les plantes
(RPS4). TIR : Toll/IL-1R/R, LRR : Leucin Rich Repeats, NF/CF : Motif N/C-flank riche en
cystéine, Ig : Domaine Immunoglobuline, NBS : Nucleotide Binding Site. b. Séquences
consensus des motifs LRR, NF et CF. F : résidu hydrophobe, x : acide aminé.

a.

b.
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complexe Toll/Tube/Pelle, DmMyD88. DmMyD88 est caractérisée par un DD amino-

terminal et un domaine TIR carboxy-terminal (voir Résultats). Les interactions

entre les différents composants du complexe récepteur-adaptateurs seront

abordées dans la discussion de ce manuscrit.

L’activation de ce complexe conduit à la phosphorylation et à la

polyubiquitinisation de l’inhibiteur Cactus, un homologue des protéines de

mammifère inhibitrices de NF-kB, IkB. Une fois polyubiquitiné, Cactus est dégradé

par le protéasome (pour revue, Belvin and Anderson, 1996). Ceci permet à Dorsal

de passer dans le compartiment nucléaire où il contrôle la transcription d’un

certain nombre de gènes cibles.

La présence de sites Rel/kB dans les promoteurs des peptides antimicrobiens

suggérait que Dorsal pouvait être réutilisé chez la mouche adulte au cours de la

réponse immunitaire.

I.2.2 La voie Toll et la réponse immunitaire

De façon surprenante, il s’avéra que la réponse immunitaire était normale

dans les mutants dorsal (Reichhart et al., 1993). Cependant, au même moment, Dif

(Dorsal-related immune Factor), une seconde molécule apparentée à NF-kB

contrôlée par Cactus, fut identifiée dans le groupe de M. Levine (Ip et al., 1993).

L’étude des mutants Dif a montré que ce facteur est essentiel pour le contrôle de

l’induction de la drosomycine et pour la résistance aux infections fongiques ou

bactériennes à Gram-positif (Rutschmann et al., 2000a; Rutschmann et al., 2002).

Des études menées au laboratoire ont montré également que certains des

gènes impliqués dans la voie Toll de l’embryon sont nécessaires lors de la réponse

immunitaire. En effet, la cassette de gènes spätzle/toll/tube/pelle/cactus

contrôle la réponse antifongique de la drosophile et notamment l’expression du

peptide antifongique Drosomycine (Lemaitre et al., 1996). Les mouches déficientes

pour spätzle, toll, tube  ou pelle sont sensibles aux infections fongiques et

bactériennes à Gram-positif, tandis que les individus déficients pour cactus

expriment la drosomycine de façon constitutive. Je présente dans la partie

Résultats de ce manuscrit les données montrant que DmMyD88 est également

impliqué dans la voie Toll lors de la réponse immunitaire (Figure 3).
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Les sérine protéases conduisant au clivage de Spätzle lors de la mise en

place de l’axe dorso-ventral de l’embryon ne sont pas réutilisées lors de la réponse

immunitaire. Cependant, d’autres sérine protéases sont impliquées, puisque les

mutants necrotic (nec), déficients pour la serpine Spn43Ac, sont caractérisés par un

clivage constitutif de Spätzle et une expression constitutive de drosomycine en

absence d’infection (Levashina et al., 1999). De plus, la sérine protéase

Perséphone a été récemment décrite comme agissant en amont de Spätzle et sera

évoquée dans la discussion de ce manuscrit, ainsi que d’autres gènes agissant eux

aussi en amont de spätzle, semmelweis, osiris et hadès (Gobert et al., 2003!;

Gottar et al., 2004; Ligoxygakis et al., 2002b; Michel et al., 2001).

Comme mentionné ci-dessus, Dorsal ne semble pas impliqué dans la réponse

immunitaire. Néanmoins, chez la larve, Dorsal peut se substituer à Dif et induire

l’expression de la drosomycine, suggérant que ces facteurs de transcription

requièrent des cofacteurs différents lors de la réponse immunitaire chez la larve et

chez l’adulte (Petersen et al., 1995). Enfin, dorsal est exprimé dans le corps gras

adulte et son expression augmente suite à une blessure septique (Lemaitre et al.,

1995b), ce qui pourrait signifier qu’il est impliqué dans la régulation de

l’expression d’autres gènes cibles de la voie Toll parmi celles identifiées au cours

d’études biochimiques (Uttenweiler-Joseph et al., 1998) ou utilisant des puces à

ADN (De Gregorio et al., 2001; De Gregorio et al., 2002b; Irving et al., 2001).

Les gènes codant les peptides antibactériens tels que la Diptéricine ou

l’Attacine, dont les promoteurs contiennent également des sites kB, sont induits de

façon Toll-indépendante. Des expériences de génétique menées au laboratoire ont

permis l’identification d’une seconde voie de signalisation, la voie IMD pour

Immune Deficiency (Lemaitre et al., 1995a). Cette voie contrôle l’activité de

Relish, la troisième protéine apparentée aux facteurs Rel/NF-kB codée par le

génome de la drosophile.

I.2.3 La voie IMD de la drosophile

L’étude du phénotype des mutants relish a montré que ce facteur de

transcription est lui aussi impliqué dans la réponse immunitaire de la drosophile. En
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effet, il affecte la réponse aux infections par des bactéries à Gram-négatif, tandis

que la réponse aux infections fongiques et bactériennes à Gram-positif est sauvage

(Hedengren et al., 1999). L’expression des peptides antibactériens Diptéricine et

Attacine est abolie dans les mutants relish et ces mutants sont particulièrement

sensibles à des infections par des bactéries à Gram-négatif. Relish est similaire aux

protéines Rel p105 et p100 des mammifères et comprend un domaine Rel amino-

terminal et un domaine inhibiteur IkB carboxy-terminal composé de répétitions de

motifs ankyrines. Relish subit un clivage endoprotéolytique qui permet au domaine

Rel/NF-kB de passer dans le noyau et d’activer ses gènes cibles tandis que le

domaine inhibiteur reste dans le cytoplasme (Stöven et al., 2000). Ce clivage

endoprotéolytique est dépendant de la caspase Dredd (Elrod-Erickson et al., 2000;

Leulier et al., 2000), homologue de la caspase humaine Caspase-8 et impliquée

dans l’apoptose (Chen et al., 1998). En effet, les mutants dredd sont incapables de

cliver Relish et les deux protéines peuvent être co-immunoprécipitées (Stoven et

al., 2003). Toutefois, le clivage de Relish par Dredd n’a pas pu être réalisé in vitro,

suggérant que d’autres protéines pourraient être nécessaires.

La voie en amont de Relish est composée du signalosome, qui regroupe les

homologues de la kinase IKKb (IkB Kinase b) et de la sous-unité régulatrice

IKKg/NEMO (IkB Kinase g/NEMO). Les mouches déficientes  pour IKKb (ird5) ou pour

IKKg (kenny) sont sensibles à des infections par des bactéries à Gram-négatif, mais

sont résistantes aux infections fongiques ou bactériennes à Gram-positif (Lu et al.,

2001; Rutschmann et al., 2000b). Des expériences biochimiques ont montré que

DmIKKb peut phosphoryler Relish (Silverman et al., 2000). Il apparaît ainsi que la

phosphorylation de Relish mène à son clivage endoprotéolytique et à son

activation. L’homologue de TAK1 (Transforming Growth Factor-b Activated Kinase),

DmTAK1, une MAPKKK (MAP3K), fonctionne en amont de ce signalosome et est

nécessaire à la synthèse des peptides antibactériens (Vidal et al., 2001).

La molécule la plus en amont est la protéine IMD. Le nom de la voie de

signalisation provient de l’étude du phénotype de mutants imd ( immune

deficiency), caractérisés en 1995, dans lesquels la réponse antibactérienne, mais

pas antifongique, est compromise (Lemaitre et al., 1995a). imd code pour une

protéine comportant un Death Domain (DD) homologue à celui de la protéine de

mammifère RIP (Receptor Interacting Protein) qui interagit avec le récepteur du
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TNF-a  (Tumor Necrosis Factor a) (Georgel et al., 2001; Hsu et al., 1996). IMD

interagit avec dFADD (Leulier et al., 2002; Naitza et al., 2002), l’homologue de

FADD (Fas Associated Death Domain Protein) qui comporte un DD et un Death

Inducing Domain (DID) (Hu and Yang, 2000). Ce DID permet l’interaction de dFADD

avec la caspase Dredd (Horng and Medzhitov, 2001; Hu and Yang, 2000). Ainsi, IMD,

dFADD et Dredd pourraient faire partie d’un même complexe, impliqué dans la

réponse aux infections par des bactéries à Gram-négatif et agissant en aval du ou

des récepteurs de la voie (Figure 3).

Récemment, il a été montré que l’un des membres de la famille des

Peptidoglycan Recognition Proteins (PGRPs), PGRP-LC, agit comme un récepteur de

la voie IMD (Choe et al., 2002; Gobert et al., 2003; Ramet et al., 2002). Il sera

évoqué plus longuement dans la discussion de ce manuscrit.

Ainsi, la voie IMD est composée d’homologues de molécules impliquées dans

la voie IL-1/TLR (TAK1), dans la voie TNF-a (Caspase-8, RIP, FADD) ou dans les deux

(IKKb, IKKg, NF-kB). Comme c’est le cas pour la voie induite par le TNF-a, la voie

IMD induit l’activation du facteur de transcription NF-kB, mais induit également

l’apoptose. En effet, la surexpression d’imd dans les mouches induit l’expression

du gène pro-apoptotique reaper. Ce phénomène peut être bloqué par la

surexpression de l’inhibiteur d’apoptose p35 (Georgel et al., 2001).

I.3 La réponse épithéliale

Les peptides antimicrobiens sont produits par le corps gras lors d’une

infection systémique, mais peuvent aussi être exprimés par les épithélia dans le

cadre d’une réponse immunitaire locale. La synthèse locale de peptides

antimicrobiens apparaît comme une forme d’immunité hautement conservée à

travers l’évolution, puisque les tissus épithéliaux d’un certain nombre d’espèces de

plantes expriment des défensines (Thomma and Broekaert, 1998). De même, chez

les mammifères, les cellules épithéliales de la peau et des tractus respiratoire,

digestif et génito-urinaire synthétisent des peptides antimicrobiens (revu dans

(Huttner and Bevins, 1999; Lehrer and Ganz, 1999)).

Chez la drosophile, il a été montré en utilisant des lignées transgéniques

portant la GFP (Green Fluorescent Protein) sous le contrôle des promoteurs des
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différents peptides antimicrobiens, que ceux-ci peuvent être activés suite à une

infection dans des tissus potentiellement en contact avec l’extérieur!: le tractus

respiratoire, la région orale et le tractus digestif, les tubules de Malpighi et les

tractus reproductifs mâle et femelle (Ferrandon et al., 1998; Tzou et al., 2002).

Ces tissus sont le lieu d’importants processus physiologiques impliquant une

interaction avec le milieu extérieur et dans lesquels les cellules sont susceptibles

d’être en contact avec des microorganismes. De façon intéressante, l’expression

locale des peptides est conservée dans des mutants de la voie Toll, en particulier

celle de la drosomycine, dont l’expression systémique est abolie dans ces mêmes

mutants (Ferrandon et al., 1998). Par contre, l’étude de la réponse locale dans les

mutants imd a montré le rôle important de cette voie de signalisation dans

l’expression de ces peptides!: par exemple, on ne trouve pas d’expression de

drosomycine et de metchnikowine dans les trachées après infection dans des

mutants imd, alors que leur expression systémique dans le corps gras reste

normalement inductible (Tzou et al., 2000). De plus, le gène imd est requis pour

l’expression locale de la cécropine au niveau de l’épiderme larvaire (Onfelt

Tingvall et al., 2001).

L’analyse de la régulation de l’expression des peptides antimicrobiens au

niveau épithélial révèle l’existence d’un niveau supplémentaire de complexité.

Ainsi, des peptides régulés de façon identique dans le corps gras au cours de la

réponse systémique, comme la Diptéricine et la Drosocine, sont induits dans des

tissus épithéliaux distincts, le tube digestif pour la Diptéricine et les trachées pour

la Drosocine. Ceci implique l’existence de facteurs tissu-spécifiques agissant de

concert avec le facteur de transcription de la voie IMD, Relish. Ceci est conforté

par le fait que le facteur de transcription GATA codé par le gène serpent régule

l’expression de certains peptides comme la Cécropine dans le corps gras larvaire

(Tingvall et al., 2001). De plus, le promoteur de certains peptides antimicrobiens

contient un motif R1 à proximité de la séquence Rel/NF-kB, qui contribue à la forte

expression des gènes codant ces peptides. Cette séquence pourrait également

contribuer à leur expression tissu-spécifique (Uvell and Engstrom, 2003). L’identité

du facteur de transcription se liant à ce motif est encore inconnue.

Dans certains tissus, l’expression des peptides antimicrobiens est

constitutive. De façon intéressante, l’expression constitutive de drosomycine dans



Introduction

Hana Bilak 21

les glandes salivaires et de cécropine dans le canal éjaculateur dépend du produit

du gène homéotique Caudal (Ryu et al., 2004). Par contre, l’expression constitutive

de drosomycine dans le tractus génital femelle ne dépend pas de ce gène.

Ainsi, on peut définir jusqu’à quatre types de régulation pour l’expression de

la drosomycine!: Toll-dépendante dans le corps gras, IMD-dépendante dans les

trachées, Caudal-dépendante dans les glandes salivaires et par un mécanisme qui

reste à déterminer dans le tractus génital femelle.
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II Les TLRs dans la réponse immunitaire innée des mammifères.

La découverte du rôle de Toll dans la réponse antifongique de la drosophile

(Lemaitre et al., 1996) incita la recherche de récepteurs homologues chez les

mammifères. C’est ainsi qu’à l’heure actuelle, une famille de 10 Toll-like

Receptors (TLRs) a été identifiée chez les mammifères!: TLR1-10 chez l’Homme

(Figure 4), TLR1-9 et 11-12 chez la souris. Comme Toll, les TLRs possèdent un

domaine TIR intracytoplasmique et leur domaine extracytoplasmique est formé de

motifs LRRs. Ils ne possèdent qu’une région riche en cystéine, du côté carboxy-

terminal (C-flank). Les TLRs forment une super-famille avec les membres de la

famille de récepteurs à l’Interleukine-1 (IL-1R) qui ont également un domaine TIR

intracytoplasmique mais dont l’ectodomaine est composé de trois domaines

Immunoglobuline (Figure 2). Cette différence explique le fait que les TLRs et les

membres de la famille IL-1R activent des cibles communes en réponse à des ligands

différents.

II.1 Activation des TLRs

En 1997, Medzhitov et Janeway suggérèrent que TLR4 (appelé alors «!human

Toll!») était impliqué dans la réponse immunitaire des mammifères (Medzhitov et

al., 1997). Mais la découverte qu’il pouvait agir comme un PRR vint un an plus tard,

lorsque fut identifiée la mutation responsable de la résistance au choc septique

induit par le LPS dans des souris C3H/HeJ. En effet, il s’agit d’une mutation non-

sens qui résulte en la substitution d’une proline en histidine dans la région

intracytoplasmique de TLR4. Le rôle de TLR4 dans la réponse au LPS fut confirmé

par la génération de souris déficientes pour tlr4, qui sont résistantes au choc

septique induit par le LPS (Hoshino et al., 1999; Poltorak et al., 1998; Qureshi et

al., 1999).

De nombreuses études ont montré l’implication des TLRs dans la

reconnaissance d’une grande variété de ligands!: TLR2 est nécessaire pour la

reconnaissance d’un grand nombre de ligands, parmi lesquels le Peptidoglycane
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(PGN), les lipopeptides bactériens (Takeuchi et al., 2001; Yoshimura et al., 1999)

et le zymosan (Underhill et al., 1999), TLR3 est impliqué dans la réponse à l’ARN

double-brin (Alexopoulou et al., 2001)!; outre le LPS, TLR4 peut être activé par la

protéine F du virus syncitial respiratoire (RSV) (Kurt-Jones et al., 2000). TLR5 est

impliqué dans la réponse à la flagelline bactérienne (Hayashi et al., 2001), TLR7 et

TLR8 humain dans la réponse à l’ARN simple brin (Diebold et al., 2004; Heil et al.,

2004) ainsi qu’à des composants synthétiques de la famille des imidazoquinolines

(Hemmi et al., 2002) et TLR9 dans la réponse aux motifs CpG non méthylés de

l’ADN bactérien (Hemmi et al., 2000). Enfin, une étude a récemmment montré que

le récepteur murin TLR11 est impliqué dans la réponse aux bactéries uropathogènes

(Zhang et al., 2004). Ce vaste répertoire peut être élargi par un certain degré de

coopération entre les TLRs (Ozinsky et al., 2000). En effet, TLR2 s’associe avec

TLR6 pour reconnaître le lipopeptide mycoplasmal diacylé MALP-2 (Takeuchi et al.,

2001), tandis qu’il s’associe avec TLR1 pour reconnaître des lipopeptides triacylés

(Takeuchi et al., 2002).

La façon dont les TLRs reconnaissent des ligands aussi différents reste encore

assez mal comprise. Néanmoins, de nombreuses études sur l’interaction entre TLR4

et le LPS ont permis de mieux comprendre comment ce composant est détecté par

l’organisme et comment cette détection mène à l’activation de TLR4. La

reconnaissance du LPS nécessite en plus de TLR4 trois cofacteurs!: une protéine

sérique, LPS Binding Protein (LBP), une protéine à LRR, CD14 et enfin la molécule

MD-2. Lorsque le LPS est présent dans l’organisme, sa portion lipidique, le Lipide A,

se lie à la protéine LPB (Tobias et al., 1995) qui transfère le LPS à la molécule CD14

(Schumann et al., 1990). CD14 est une glycoprotéine qui peut exister sous deux

formes!: liée à la membrane par un groupement GPI (glycosylphosphatidylinositol)

ou présente dans la circulation sous forme soluble (Wright et al., 1990). Les souris

déficientes pour cd14 sont résistantes aux effets létaux du LPS (Haziot et al.,

1996), mais sont toujours capables d’induire les gènes codant pour les protéines de

la phase aigüe en réponse à de fortes concentrations en LPS (Haziot et al., 1998).

Les souris déficientes pour md-2 ne répondent pas au LPS, sont résistantes au choc

septique induit par le LPS et sont susceptibles à des infections par des bactéries à

Gram-négatif, montrant que MD-2 est un composant essentiel et indispensable du

complexe récepteur au LPS (Nagai et al., 2002). MD-2 s’associe à TLR4 dans le
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reticulum endoplasmique et est nécessaire pour la glycosylation de TLR4 qui lui

permet d’être localisé à la membrane cellulaire (revu dans (Miyake, 2004)). MD-2

peut lier le LPS directement (Viriyakosol et al., 2001), mais avec une affinité

moindre que le complexe TLR4/MD-2 (Akashi et al., 2003). Bien que l’interaction

du LPS avec MD-2 ne requiert pas CD14, la présence de CD14 membranaire est

nécessaire à l’interaction du LPS avec le complexe TLR4/MD-2. CD14 semble jouer

un rôle dans le transfert du LPS au complexe TLR4/MD-2 (Akashi et al., 2003). Ce

complexe peut donc lier le LPS et activer la voie de signalisation en aval, activation

qui nécessite l’oligomérisation de TLR4 (Saitoh et al., 2004). Deux hypothèses

peuvent être formulées quant à cette oligomérisation (Gangloff and Gay, 2004)!:

soit la liaison du LPS à MD-2 provoque un changement conformationnel facilitant le

recrutement d’un deuxième récepteur TLR4, soit le LPS est lié par deux molécules

MD-2, provoquant le pontage de deux molécules TLR4. Malgré les études récentes

montrant une interaction physique entre le LPS et le complexe TLR4/MD-2, la façon

précise dont se fait cette interaction reste encore à determiner, notamment en ce

qui concerne le rôle exact de TLR4.

Il a été montré récemment qu’une forme soluble du récepteur TLR2 (sTLR2)

se lie directement au Peptidoglycane par l’intermédiaire de son domaine

extracellulaire et que CD14 facilite cette interaction (Iwaki et al., 2002). De plus,

sTLR2 est également capable de lier directement le zymosan (Sato et al., 2003).

Enfin, un article publié récemment montre, grâce à la technique du Biacore, qu’un

plasmide contenant de l’ADN CpG non méthylé se lie au récepteur TLR9 murin de

façon spécifique (Cornelie et al., 2004). De même, Hermann Wagner rapporte que

TLR9 recombinant lie directement et de façon pH-dépendante l’ADN CpG non

méthylé dans un système Biacore (Wagner, 2004). L’importance du pH reflète

certainement le fait que la reconnaissance de son ligand par TLR9 se fait au niveau

du compartiment lysosomal de la cellule après internalisation de l’ADN (Latz et al.,

2004). D’autres études seront toutefois nécessaires pour étendre la notion

d’interaction directe à toutes les interactions pathogènes-TLRs. Une des difficultés

de cette tâche provient du fait que la purification de PAMPs microbiens est

délicate et que les risques de contaminations demeurent importants.

D’autres études ont montré que certains TLRs pouvaient être activés par des

ligands endogènes comme par exemple des protéines de choc thermique  ou des
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fragments de la matrice extracellulaire comme les protéoglycanes, l’acide

hyaluronique ou le domaine A de la fibronectine (revu dans (Beg, 2002)). Toutefois,

aucune interaction biochimique n’a pu être démontrée à ce jour entre un TLR et un

ligand endogène et une contamination par d’autres composants bactériens reste

probable, d’autant plus que ces ligands endogènes semblent activer

préférentiellement TLR2 et TLR4, qui sont impliqués dans la réponse au LPS et aux

lipoprotéines. Toutefois, si cette interaction venait à être confirmée, elle

soutiendrait le «!modèle du danger!» proposé par Matzinger (Matzinger, 1994).

Selon ce modèle, le système immunitaire est activé non seulement en réponse au

non-soi, mais aussi en réponse au soi stressé ou endommagé.

II.2 Signalisation par les TLRs

La voie de signalisation activée par la majorité des TLRs est commune aux

récepteurs de l’IL-1 et aboutit à l’activation des facteurs de transcription NF-kB et

AP1 (Figure 5).

La présence d’un domaine TIR dans les TLRs et dans l’adaptateur MyD88

permet une interaction homotypique entre ces deux molécules. Cette interaction

permet le recrutement des kinases IRAK1 et IRAK4. IRAK4 peut phosphoryler IRAK1,

ce qui conduit à l’autophosphorylation d’IRAK1. L’hyperphosphorylation d’IRAK1

provoque son détachement du complexe récepteur/adaptateur et son interaction

avec TRAF6 (revu dans (Suzuki et al., 2002)). En effet, IRAK1 possède des motifs de

liaison à TRAF6 (Cao et al., 1996). La transition entre TRAF6 et l’activation du

complexe IKK reste encore incertaine. Il a été montré qu’un complexe formé de

TRAF6 et de deux protéines d’ubiquitination, Ubc13 et Uev1A, permet l’activation

du complexe TAK1-TAB1-TAB2 (Deng et al., 2000; Wang et al., 2001). TAK1

activerait ensuite les kinases IKKb et MKK6 (Wang et al., 2001). Toutefois,

l’importance de l’ubiquitination de TRAF6 et du complexe TAK1 pour la

transduction du signal reste à établir in vivo dans un modèle de souris Knock-Out

(KO).

IKKb appartient au complexe signalosome IKK formé des kinases IKKa et

IKKb, ainsi que de la sous-unité régulatrice IKKg/NEMO. La phosophorylation de

l’inhibiteur IkB par le complexe IKK résulte en sa dégradation par le protéasome
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(Ben-Neriah, 2002), permettant ainsi au facteur de transcription NF-kB de passer

dans le noyau et d’activer les promoteurs de ses gènes cibles. De son côté, MKK6

phosphoryle la kinase JNK, conduisant à l’activation du facteur de transcription

AP1 (Figure 5). AP1 et NF-kB induisent la transcription de gènes impliqués dans

l’inflammation (cytokines, sélectine-E, …), dans la réponse adaptative (CD40,

CD80, CD86), mais aussi celle de gènes codant pour des molécules effectrices

comme iNOS (inducible nitric oxyde synthase) ou des peptides antimicrobiens, qui

peuvent directement détruire les pathogènes (Thoma-Uszynski et al., 2001).

Lorsque des souris déficientes pour MyD88 furent générées et étudiées, il

apparut que l’induction de NF-kB en réponse au LPS ou au dsRNA n’est pas abolie

dans ces souris, mais seulement retardée, impliquant l’existence d’une voie de

signalisation MyD88-indépendante en aval de TLR4 et TLR3 (Hoebe et al., 2003a;

Kawai et al., 2001; Yamamoto et al., 2003a). Ceci n’est pas le cas pour les autres

TLRs, puisque toute réponse aux agonistes de TLR2, TLR5 ou TLR9 est abolie dans

des mutants MyD88-/-. De plus, TLR3 et TLR4 peuvent activer le facteur de

transcription IRF3 et induire la production de la cytokine IFNb (Interféron b) en

l’absence de MyD88 (Kawai et al., 2001). Ceci a conduit à la recherche d’autres

adaptateurs responsables de la voie de signalisation MyD88-indépendante. Le

premier adaptateur ainsi étudié est Mal/TIRAP (MyD88 Adaptor Like/TIR domain

containing adaptor). L’étude de souris KO pour Mal/TIRAP a montré que cet

adaptateur est en fait un cofacteur de MyD88 pour l’activation de NF-kB et AP1 en

réponse à l’activation de TLR2 et TLR4. Il n’est par contre pas nécessaire dans les

voies de signalisation activées par les autres TLRs (Horng et al., 2002; Yamamoto et

al., 2002). Des études récentes ont montré que c’est l’adaptateur TRIF (TIR

domain-containing adaptor inducing IFN-b), parfois aussi appelé TICAM-1 (TIR

domain-containing adaptor molecule-1) (Oshiumi et al., 2003), qui est responsable

de la voie de signalisation MyD88-indépendante en aval de TLR4 et TLR3 (Hoebe et

al., 2003a; Yamamoto et al., 2003a). De façon intéressante, les souris déficientes

pour MyD88 répondent normalement au dsRNA (Hoebe et al., 2003a), suggérant que

TLR3 fonctionne de façon totalement MyD88-indépendante. Il apparaît également

que des souris trif-/- ou tlr3-/- répondent encore au dsRNA, impliquant l’existence

d’une voie de signalisation TLR3-indépendante, TRIF-indépendante en réponse au

dsRNA (Hoebe et al., 2003b).
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Enfin, un quatrième adaptateur, TRAM (TRIF-related adaptor molecule),

aussi appelé TIRP (TIR domain containing protein) (Bin et al., 2003), a été impliqué

dans la voie de signalisation MyD88-indépendante en aval de TLR4 (Fitzgerald et

al., 2003; Yamamoto et al., 2003b). Les souris déficientes pour tram montrent des

défauts de production des cytokines et des molécules co-stimulatrices induites de

façon MyD88-indépendante en réponse au LPS, mais pas en réponse au dsRNA, qui

active TLR3. De plus, la production MyD88-indépendante d’IFN-b induite par le LPS,

est abolie dans des cellules déficientes pour tram. Ainsi, TRAM agit comme un co-

facteur de TRIF dans la réponse MyD88-indépendante en aval de TLR4 (Yamamoto

et al., 2003b) (Figure 5).

Ainsi, la signalisation initiée par les TLRs apparaît beaucoup plus complexe

qu’on ne le pensait au départ et pourrait se compliquer encore plus, étant donné

l’existence d’un cinquième adaptateur à domaine TIR, SARM (Sterile a and HEAT-

Armadillo Motifs) (O'Neill et al., 2003) (voir discussion).

II.3 Rôle des TLRs dans l’immunité adaptative

Les TLRs jouent un rôle important dans l’initiation de la réponse immunitaire

adaptative!: en effet, la reconnaissance de motifs microbiens par ces récepteurs

conduit à l’activation des cellules dendritiques (revu dans (Reis e Sousa, 2004)).

Les cellules dendritiques jouent un rôle critique dans la réponse

antimicrobienne chez les mammifères. En effet, ce sont des cellules présentatrices

d’antigène qui peuvent activer les cellules T naïves. Leur maturation résulte de

leur induction par des cytokines ou par l’activation des TLRs présents à leur

surface. Cette maturation est caractérisée par la production de cytokines

inflammatoires comme l’IL-12 et le TNFa et l’expression des molécules co-

stimulatrices CD40, CD80 et CD86. Selon le type d’infection, les cellules

dendritiques vont polariser les lymphocytes T vers une réponse de type Th1

(Lymphocytes T «!helper!»-1) ou Th2. Les TLRs jouent un rôle dans cette

polarisation!: en effet, l’activation de TLR4 ou TLR9 par le LPS ou l’ADN CpG,

respectivement, conduit à l’activation des lymphocytes Th1 par l’intermédiaire de

la cytokine IL-12 (Akira et al., 2001). De plus, des études sur les souris déficientes

pour MyD88 montrent que ces individus présentent un défaut d’activation de la
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réponse Th1, tandis que la réponse Th2 est normale (Schnare et al., 2001).

Toutefois, une autre étude menée dans un modèle murin de sensibilisation à un

antigène inhalé montre que le type de réponse dépend de la dose de LPS inhalée!:

une faible dose mène à une réponse Th2, tandis qu’une forte dose mène à une

réponse Th1. Dans les deux cas, cette réponse nécessite TLR4 (Eisenbarth et al.,

2002). Une étude récente montre d’autre part que le lipopeptide triacylé

synthétique Pam3Cys, un ligand de TLR2, induit une réponse de type Th2 quand on

l’utilise comme adjuvant. Des résultats similaires ont été obtenus après

immunisation avec le PGN, un autre ligand de TLR2. Dans la même étude, une

immunisation avec un ligand de TLR9 induit une réponse Th1, indiquant que selon

le type de stimulation, les TLRs peuvent orienter les réponses adaptatives vers une

réponse Th1 ou Th2 (Redecke et al., 2004).

Ainsi, comprendre comment les TLRs régulent l’immunité adaptative

pourrait aider au traitement des maladies infectieuses, des allergies et de

certaines maladies autoimmunes.
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III Le génome de la drosophile code une famille de récepteurs

Toll

L’analyse du génome de la drosophile a permis l’identification d’une famille

de neuf récepteurs Toll (Tauszig et al., 2000). La taille de cette famille est

comparable à celle de la famille des TLRs (Figure 4). Cependant, il existe des

différences frappantes entre les récepteurs Toll à Toll–8 et les TLRs de mammifère,

au niveau intra- et extracytoplasmique. En effet, les Tolls possédent au moins un

motif riche en cystéine bordant l’extrémité N-terminale des LRRs (motifs NF),

tandis que les TLRs n’en ont pas. De plus, les Tolls de drosophile possèdent souvent

une extension carboxy-terminale qu’on ne retrouve jamais chez les TLRs (Figure 4).

Enfin, une étude détaillée de la séquence des domaines TIR révèle des différences

entre les Tolls de drosophile et des TLRs de mammifères.

Au début de ma thèse, en 2000, les récepteurs Toll étaient des candidats

prometteurs pour porter une fonction immunitaire, notamment dans la voie IMD

dont le récepteur restait encore à découvrir. De plus, le deuxième membre de la

famille, appelé 18 wheeler (18w), semblait être impliqué dans la réponse

antibactérienne et contrôler l’expression de peptides antibactériens comme

l’Attacine (Williams et al., 1997).

Toll, qui fut d’abord identifié pour son rôle dans le développement de l’axe

dorso-ventral de l’embryon (Anderson and Nusslein-Volhard, 1984), est à ce jour le

seul membre de la famille à avoir été impliqué dans la réponse immunitaire de la

drosophile. La surexpression de versions constitutivement actives des récepteurs

Toll à Toll-8 montre que seuls Toll et Toll-5 peuvent activer le promoteur de la

drosomycine dans les cellules S2, et qu’aucun n’active le promoteur du peptide

antibactérien attacine (Tauszig et al., 2000). De plus, des mouches mutantes pour

18w ou Toll-8 montrent une survie aux infections comparable à celle d’individus

sauvages ((Ligoxygakis et al., 2002a) et Maria Capovilla, communication

personnelle). Il semblerait donc que ces deux membres de la famille ne soient pas

impliqués dans l’immunité, à l’inverse des TLRs de mammifères.
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L’étude menée dans le laboratoire par Maria Capovilla montre que les

récepteurs Toll de drosophile sont exprimés dans des sites morphogénétiques

importants au cours du développement embryonnaire (Kambris et al., 2002). Les

expériences d’hybridation in situ ont notamment montré que Toll-5 est exprimé

dans les mêmes tissus que Toll, exception faite de l’épiderme. Ceci pourrait être

une indication que Toll-5 est un co-récepteur de Toll, tout du moins pour certaines

fonctions. Bien qu’il n’y aie pas, à l’inverse de ce qui est le cas pour Toll, de

contribution maternelle pour Toll-5 et que son activité ne soit pas nécessaire pour

la réponse à Spätzle dans les cellules S2, il serait intéressant d’étudier

l’implication de Toll-5 dans certaines des fonctions zygotiques de Toll décrites plus

bas. Toll-8 et 18w sont exprimés de façon assez similaire, sous forme de bandes

circulaires, comme c’est le cas pour d’autres gènes impliqués dans le

développement embryonnaire, comme even-skipped. Toll-6 et Toll-7 sont quant à

eux exprimés dans le système nerveux. Enfin, Toll-4 est exprimé au niveau du

compartiment hématopoïétique, suggérant qu’il pourrait peut-être jouer un rôle

dans l’hématopoïèse, comme cela a été proposé pour Toll (Qiu et al., 1998).

Ces données suggèrent fortement que les récepteurs Toll-5, Toll-6, Toll-7 et

Toll–8 sont impliqués dans le développement de la drosophile, comme c’est le cas

pour Toll et 18w. En effet, ces deux récepteurs sont exprimés dans des régions de

l’embryon qui s’invaginent au cours du développement (Chiang and Beachy, 1994;

Eldon et al., 1994; Gerttula et al., 1988). Enfin, l’équipe de JM Reichhart a montré

que 18w est nécessaire au bon développement du corps gras larvaire (Ligoxygakis

et al., 2002a).

D’autres études ont révélé une fonction zygotique de Toll dans le

développement des muscles et l’innervation. Dans les mutants Toll, on observe une

réduction du nombre de motoneurones, ainsi que l’apparition de bourgeons

axonaux ectopiques, indiquant un rôle de Toll dans la synaptogénèse de

motoneurones spécifiques (Halfon et al., 1995; Rose et al., 1997). Une étude a

également impliqué Toll-8/Tollo dans la glycosylation des neurones dans l’embryon

(Seppo et al., 2003).

Une question qui reste ouverte est celle de l’identité des ligands des

récepteurs Toll-2 à –8. Toll est activé par la liaison d’un ligand endogène, Spätzle

(Weber et al., 2003), ce qui le différencie des TLRs qui, eux, sont activés
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directement par un PAMP. Il est intéressant de noter que parmi les protéines

possédant des motifs NF, on trouve les récepteurs Trk de neurotrophines. Les

neurotrophines font partie de la famille des facteurs de croissance à noeud de

cystéine, tout comme Spätzle. Une hypothèse séduisante pourrait être que les

récepteurs Toll-2 à –8 fonctionnent comme des récepteurs de molécules

apparentées à Spätzle!: il existe en effet chez la drosophile une famille de cinq

protéines homologues de Spätzle, Spz-2 à –6 (Parker et al., 2001).

Enfin, il existe chez la drosophile d’autres protéines à LRR possédant un

motif NF, comme par exemple les molécules d’adhésion Tartan et Capricious,

impliquées dans la mise en place de la polarité dorso-ventrale lors du

développement de l’aile. On pourrait de ce fait imaginer que les Tolls jouent aussi

le rôle de molécules d’adhésion, comme cela a d’ailleurs été suggéré pour Toll et

18W. En effet, la surexpression de ces deux récepteurs dans les cellules S2 résulte

en la formation d’aggrégats cellulaires (Eldon et al., 1994; Keith and Gay, 1990).
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PRESENTATION DU TRAVAIL DE
THESE

La découverte du rôle clé du récepteur Toll dans l’immunité de la drosophile

a provoqué, en l’espace de huit ans, l’accumulation d’un savoir extraordinaire sur

les mécanismes qui gouvernent la réponse immunitaire innée des mammifères,

ainsi que sur la façon dont elle médie la réponse adaptative, même s’il reste

encore nombre de découvertes à faire avant de parvenir à la pleine compréhension

de ses mécanismes.

En 2000, au moment où j’ai débuté ma thèse, un certain nombre d’indices

concordants indiquaient que les TLRs jouaient un rôle critique dans la détection du

non-soi infectieux, qu’il s’agisse de bactéries à Gram-positif ou négatif, de

champignons ou de virus. L’hypothèse que nous avons formulée à ce moment-là

était que la famille de récepteurs Toll chez la drosophile pouvait remplir le même

rôle. En particulier, nous pensions que le récepteur de la voie IMD pouvait être un

membre de la famille Toll. Nous ne disposions pas de mutants pour ces différents

récepteurs et avons donc décidé de caractériser l’homologue de MyD88, un

adaptateur impliqué dans la voie de signalisation en aval de tous les TLRs (à

l’exception de TLR3). Je décris dans ce manuscrit le rôle de DmMyD88 dans la

réponse immunitaire de la drosophile, ainsi que son implication dans la mise en

place de l’axe dorso-ventral de l’embryon. Enfin, je décris le récepteur Toll-9, qui

interagit avec DmMyD88 et ressemble fortement aux TLRs de mammifères.
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RESULTATS
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I. DmMyD88, un nouveau composant de

la voie Toll impliqué dans la réponse

aux bactéries à Gram-positif et aux

champignons.
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I DmMyD88, un nouveau composant de la voie Toll impliqué dans
la réponse aux bactéries à Gram-positif et aux champignons.

Nous avons identifié et caractérisé un nouveau composant de la voie Toll,

qui est nécessaire pour la réponse contre les infections par des bactéries à Gram-

positif et par des champignons entomopathogènes.

Durant l’analyse du génome de la drosophile, l’homologue de MyD88,

DmMyD88, a été identifié. La protéine DmMyD88 est constituée d’un domaine de

mort ou Death Domain amino-terminal (DD), suivi d’un domaine TIR carboxy-

terminal. La protéine de drosophile possède en outre une extension carboxy-

terminale (CTE) qu’on ne retrouve pas dans la protéine de mammifère.

Nous avons montré que dans les cellules S2, DmMyD88 est capable d’activer

le promoteur du peptide antifongique drosomycine, mais pas celui d’un peptide

antibactérien, l’Attacine. De la même façon, l’inactivation de DmMyD88 par la

technique d’interférence à l’ARN, ou RNAi, affecte spécifiquement l’activation

Toll-dépendante du promoteur drosomycine, et non celle du promoteur de

l’attacine, médiée par un extrait de la bactérie à Gram-négatif Escherichia coli.

Ces résultats suggèrent une implication de DmMyD88 dans la voie Toll, et non dans

la voie IMD. Nous avons construit des versions tronquées de DmMyD88 et montré

que son domaine TIR active le promoteur de la drosomycine, à l’inverse du DD.

Nous avons montré une interaction entre DmMyD88 et TollDLRR dans les

cellules S2 transfectées avec des constructions flanquées respectivement des

étiquettes peptidiques V5 et FLAG. C’est le domaine TIR de DmMyD88 qui est

nécessaire pour l’interaction entre les deux protéines. Par contre, nous n’avons pas

détecté d’interaction entre DmMyD88 et les récepteurs 18W, Toll-5, Toll-6, Toll-7

ou Toll-8. Enfin, ces expériences d’immunoprécipitation nous ont permis de

montrer une interaction entre DmMyD88 et la kinase Pelle.

Nous avons construit des lignées transgéniques portant soit la version

complète de DmMyD88, soit uniquement le Death Domain en aval des séquences

régulatrices UAS. L’ADNc de DmMyD88 ou de DmMyD88-DD est introduit sous

contrôle d’un multimère du motif UASGal4 de levure. On croise alors ces mouches

avec une souche «!pilote!» exprimant le gène Gal4 de levure sous le contrôle du
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promoteur du gène yolk. Yolk étant une protéine majeure du vitellus, la protéine

Gal4 n’est alors exprimée que dans les cellules du corps gras des femelles. Grâce à

ce système, nous avons confirmé les données des cellules et montré que la

surexpression de DmMyD88  est suffisante pour activer l’expression de la

drosomycine. Nous avons en outre pu montrer que DmMyD88 agit en amont de tube

et pelle dans la voie Toll.

Enfin, nous avons analysé une lignée de drosophile, EP(2)2133, qui comporte

un élément transposable dans la région 5’ non codante du gène DmMyD88. Dans ces

mouches, l’expression de drosomycine après une infection bactérienne ou fongique

est fortement réduite, alors que l’expression du peptide antibactérien Diptéricine

est comparable à celle de mouches sauvages. De plus, les mouches mutantes pour

DmMyD88 montrent un taux de survie considérablement réduit après des infections

par une bactérie à Gram-positif, Streptococcus faecalis, ou par un champignon

entomopathogène, Beauveria bassiana. Par contre, elles résistent tout à fait

normalement aux infections par des bactéries à Gram-négatif telles qu’Escherichia

coli. Ce phénotype est identique à celui de mutants pour des composants de la voie

Toll. Pour montrer que le phénotype observé est bien dû à l’insertion du transposon

dans le gène DmMyD88 et non à une mutation dans un autre locus, nous avons

utilisé des déficiences, parmi lesquelles Df4966 et Df5423. La déficience Df4966

découvre le locus DmMyD88, à l’inverse de la déficience Df5423. L’analyse du

phénotype d’individus trans-hétérozygotes pour l’élément P et l’une de ces

déficiences montre une complémentation uniquement dans le cas de la déficience

Df5423. Nous avons également excisé de façon précise l’élément P et montré que

cela permet une réversion du phénotype, montrant sans ambiguïté que le

phénotype observé est bien dû à l’insertion du transposon dans le gène DmMyD88.

L’ensemble de ces résultats est présenté dans l’article I ci-après.
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ARTICLE I!: Drosophila MyD88 is

required for the response to fungal and

Gram-positive bacterial infections
S. Tauszig-Delamasure, H. Bilak, M. Capovilla, J.A. Hoffmann

and J.L. Imler, Nature Immunology 3, 91-97 (2002)
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Dans cet article, nous avons montré que le domaine TIR de DmMyD88 active

le promoteur de la drosomycine, ce qui n’est pas le cas de son DD. Nous avons alors

voulu savoir si le DD de DmMyD88 avait un effet dominant-négatif sur l’activation

du promoteur. Le promoteur de la drosomycine est induit plus de dix fois par la

transfection d’un vecteur exprimant SpzC106, c’est-à-dire les 106 acides aminés C-

terminaux qui représentent la partie active du ligand de Toll (Weber et al., 2003).

Lorsqu’on co-transfecte des vecteurs exprimant SpzC106 et une version dominant-

négative de Pelle dans laquelle le domaine kinase a été délété (Pelle DN), cette

activation est largement réduite, pour retomber à des valeurs équivalentes à celles

obtenues en l’absence de SpzC106. Lorsqu’on transfecte le DD de DmMyD88, on

obtient la même réduction qu’avec Pelle DN, indiquant que le DD de DmMyD88 a un

effet dominant-négatif sur la voie Toll (Figure 6).

Le fait que DmMyD88 ne soit pas impliqué dans la voie IMD met en lumière

des différences entre la réponse aux bactéries à Gram-négatif chez la drosophile et

les mammifères. De plus, cela va à l’encontre de notre hypothèse selon laquelle le

récepteur de la voie IMD pourrait être un membre de la famille Toll, laissant

ouverte la question du rôle des huit autres récepteurs Toll. Enfin, la spécificité de

l’interaction DmMyD88-Toll suggère que les autres Tolls de drosophile fonctionnent

de façon DmMyD88-indépendante, à l’inverse des TLRs de mammifères.

Ainsi, nous avons caractérisé un nouvel élément impliqué dans la voie Toll au

cours de la réponse immunitaire adulte, mais curieusement, nous n’avons observé

aucun phénotype embryonnaire de la lignée EP(2)2133, à l’inverse de ce qui est le

cas pour la majorité des mutants de la voie Toll. Soit DmMyD88 n’est effectivement

pas impliqué dans la mise en place de l’axe dorso-ventral de la drosophile, soit

l’allèle DmMyD88EP(2)2133 est un allèle hypomorphe. C’est en effet une des

limitations de notre article, puisque nous n’avions qu’un seul allèle mutant à

étudier.
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Figure 6: Le Death Domain de DmMyD88 a un effet dominant-négatif sur
l’activation du promoteur de la drosomycine par TollDLRR et Toll-5DLRR. Les
cellules S2 sont co-transfectées avec un vecteur d’expression vide (0) ou
exprimant TollDLRR ou Toll-5DLRR ainsi qu’avec un plasmide renfermant le gène
rapporteur de la luciférase sous le contrôle du promoteur de la drosomycine. Elles
sont également co-transfectées (+) ou non (-) avec un plasmide exprimant le
Death Domain (DD) de DmMyD88. Le facteur d’induction est calculé par rapport à
la mesure de l’activité luciférase obtenue après transfection du vecteur vide. Les
transfections sont réalisées en triplicats et le graphe montre la moyenne et
l’écart-type des résultats.
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II. DmMyD88 est nécessaire pour la mise

en place de l’axe dorso-ventral de

l’embryon.
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II DmMyD88 est nécessaire pour la mise en place de l’axe dorso-

ventral de l’embryon.

Après la publication de cet article, nous avons reçu de la compagnie Exelixis à

San Francisco la lignée PBc03881, qui contient un élément transposable piggybac

inséré dans le dernier intron de DmMyD88 (Thibault et al., 2004). Nous avons

remarqué que les femelles de cette lignée sont stériles et nous avons alors cherché

un rôle de DmMyD88 dans le développement embryonnaire.

Nous avons montré d’une part que le transcrit DmMyD88 est présent dans des

embryons âgés de 0 à 2 heures, révélant une contribution maternelle pour ce gène,

puisqu’à ce stade de développement, la machinerie cellulaire de transcription

propre de l’embryon n’est pas encore fonctionnelle. Cette contribution maternelle

est observée pour tous les gènes de la voie Toll dans l’embryon.

Dans la lignée PBc03881, le transcrit DmMyD88 est détectable par la

technique du Northern Blot, mais des expériences de RT-PCR ont montré qu’il

s’agit en fait d’un ARN chimérique, dans lequel le dernier exon de DmMyD88 est

remplacé par les exons II, III et IV du gène white. Ceci résulte en la formation

d’une protéine stable, mais dans laquelle l’extension carboxy-terminale de

DmMyD88 est absente, remplacée par 39 amino-acides hétérologues. Lorsqu’on

transfecte dans les cellules S2 une version tronquée de DmMyD88, délétée de son

domaine CTE, on n’observe plus d’activation du promoteur de la drosomycine,

indiquant l’importance de cette extension pour la fonction de la protéine.

Nous avons alors étudié le phénotype immunitaire de la lignée PBc03881. Nous

avons montré qu’il est identique à celui de la lignée EP(2)2133 et qu’il peut être

sauvé par l’expression d’un ADNc de DmMyD88 par le système UAS-GAL4.

Nous avons analysé les cuticules des embryons pondus par les femelles

PBc03881 et observé qu’ils sont dorsalisés, c’est-à-dire qu’ils ne possèdent pas de

structures caractéristiques d’un destin cellulaire ventral. De plus, dans les cellules

ventrales de ces embryons, nous n’avons pu détecter la localisation nucléaire de

Dorsal, ni l’expression de l’un de ses gènes cibles, twist. Ce phénotype

développemental peut être sauvé par l’excision du piggybac, ce qui confirme que
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le phénotype observé est bien dû à une mutation dans DmMyD88. Par des

expériences d’épistasie avec un allèle dominant de Toll, Toll10B, nous avons montré

que DmMyD88 intervient en aval de Toll lors de la mise en place de l’axe dorso-

ventral chez l’embryon.

Ces résultats font l’objet de l’article II ci-après.
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ARTICLE II!: DmMyD88 controls dorso-

ventral patterning of the Drosophila

embryo
Z. Kambris*, H. Bilak*, R. D’Alessandro, M. Belvin, J.L. Imler

and M. Capovilla, EMBO Reports 4, 64-69 (2003).

* Contribution équivalente
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En conclusion, le nouveau composant de la voie Toll que nous avons identifié

est non seulement impliqué dans la réponse immunitaire de la drosophile, mais

également dans le développement embryonnaire, ce qui signifie que les

composants intracytoplasmiques de cette voie sont pour l’essentiel identiques chez

l’embryon et l’adulte. De plus, nous avons montré l’importance de l’extension

carboxy-terminale de la protéine DmMyD88, qui n’existe pas chez les mammifères.

L’importance de l’extension carboxy-terminale de DmMyD88 et le caractère

dominant-négatif lié à son Death Domain indiquent que ce facteur fonctionne

différemment de son homologue de mammifère.
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III. DmMyD88 interagit aussi avec Toll-9.
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III DmMyD88 interagit aussi avec Toll-9

III.1 Toll-9 est un homologue structural et fonctionnel des TLRs de mammifères

Nous nous sommes ensuite tournés vers l’étude de Toll-9, un membre de la

famille des récepteurs Toll qui présente des caractéristiques structurales

particulièrement intéressantes.

III.1.1 Le domaine TIR de Toll-9 est phylogénétiquement plus proche de celui des

TLRs que de celui des autres Tolls de drosophile.

Le domaine intracytoplasmique de Toll-9, son domaine TIR, présente un taux

d’identité plus faible avec les domaines TIR des autres Tolls que celui observé

lorsqu’on aligne les autres membres de la famille entre eux. Si l’on regarde l’arbre

phylogénétique obtenu en comparant les molécules à domaine TIR de l’Homme, de

la souris, de Drosophila melanogaster, d’Anopheles gambiae et de la plante

Arabidopsis thaliana, on distingue plusieurs branches ( Figure 7, d’après (Imler and

Zheng, 2004)). La famille des récepteurs de l’Interleukine-1 (IL-1R) forme un sous-

groupe distinct, comme celle des molécules cytosoliques à domaine TIR qui

regroupe les protéines d’A.thaliana et les adaptateurs MyD88. Les Tolls de

drosophile et d’anophèle forment une sous-famille distincte de celle des TLRs de

mammifères. De façon intéressante, on retrouve dans le groupe des TLRs les

récepteurs Toll-9 de D.melanogaster et d’A.gambiae, illustrant le fait que le

domaine TIR de Toll-9 ressemble plus à celui des TLRs qu’à celui des autres Tolls de

drosophile.
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III.1.2 Le domaine extracytoplasmique de Toll-9 contient un seul motif C-flank,

comme celui des TLRs.

Toll-9 possède, comme les autres Tolls, un domaine extracellulaire composé

de répétitions riches en leucine (LRRs pour Leucine-rich repeats). Ces LRRs sont

bordés du côté carboxy-terminal par des motifs riches en cystéine, C-flank ou CF.

Ces motifs C-terminaux sont extrêmement conservés!: tous les Tolls de drosophile

et les TLRs de mammifères contiennent un LRR C-terminal qui commence par une

séquence consensus LRR aux positions 1-12 et qui continue par environ 50 résidus

contenant 4 cystéines espacées de façon caractéristique, xLxxLxLxxNxFxCxCx(24-

26)Cx(18-21)C. Nous présentons dans la figure 8 l’alignement du motif CF de Toll-9

avec celui de la séquence consensus!: on retrouve bien les 4 résidus cystéines

caractéristiques. La mutation d’une de ces cystéines en tyrosine est caractéristique

d’un allèle gain-de-fonction de Toll. Tony Ip et coll. ont proposé que Toll-9

contenait une telle substitution, ce qui les a conduit à considérer Toll-9 comme un

récepteur constitutivement actif (Ooi et al., 2002). Toutefois, l’alignement en

question ne nous paraît pas juste, puisqu’on n’y retrouve pas certains des résidus

conservés dans la séquence LRR et que la quatrième cystéine se trouve dans ce que

nous considérons être le domaine transmembranaire du récepteur (Figure 8).

A l’inverse des huit autres Tolls de drosophile, Toll-9 ne possède pas de

motif riche en cystéine du côté amino-terminal (NF pour N-flank), ce qui le

rapproche des TLRs de mammifères, qui eux aussi ne possèdent qu’un CF proche de

la membrane.

En conclusion, Toll-9 apparaît comme une molécule particulièrement

intéressante et nous avons cherché à savoir si elle possède des fonctions similaires

à celle des TLRs et si elle a un lien avec l’immunité de la drosophile.

III.1.3 Toll-9 peut réguler l’expression de la drosomycine dans les cellules S2.

Comme nous ne connaissions pas le ligand de Toll-9, nous avons construit

une version constitutivement active du récepteur, Toll-9DLRR, obtenue en délétant

les LRRs extracellulaires. Lorsqu’on co-transfecte cette construction dans les
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cellules S2 avec un plasmide rapporteur drosomycine-luciférase, on observe que

Toll-9DLRR active le promoteur de la drosomycine de façon comparable à une version

constitutivement active de Toll (Figure 9a). Par contre, on n’oberve pas

d’activation du promoteur de l’attacine, contrairement à ce que l’on observe

lorqu’on transfecte un plasmide exprimant IMD (Figure 9b). Afin de déterminer si

Toll-9 utilise la même voie de signalisation que Toll pour activer la transcription de

la drosomycine, nous avons étudié l’effet de versions dominant-négatives de

DmMyD88 (DmMyD88 DD), Tube (Tube DD) et Pelle (Pelle délété de son domaine

kinase, PelleDN) sur cette activation. Lorsque ces trois constructions sont co-

transfectées avec Toll-9DLRR et le plasmide exprimant le gène rapporteur luciférase

sous le contrôle du promoteur de la drosomycine, on observe une nette diminution

de l’induction de la drosomycine. Ceci suggère que Toll-9 utilise le même complexe

adaptateur que Toll (Figure 10). Nous avons également montré par des expériences

d’interférence à l’ARN double-brin que l’activation du promoteur drosomycine par

Toll-9 est dépendante de DmMyD88 (données non montrées et voir plus loin).

III.1.4 Toll-9 induit spécifiquement l’expression de drosomycine in vivo.

Nous avons montré in vivo qu’une construction UASToll-9DLRR, surexprimée

grâce au pilote yolk-GAL4 spécifique du corps gras des femelles, active de façon

constitutive la transcription du gène de la drosomycine, ce à un niveau comparable

à celui observé après une infection par un mélange de bactéries à Gram-positif et

négatif (Figure 11a, comparer la ligne 2 à la ligne 4). On observe également une

induction de l’expression du transcrit de l’autre peptide à activité antifongique, la

Metchnikovine. L’attacine est aussi faiblement induite, mais beaucoup moins

qu’après une blessure septique. Nous avons également mené des expériences

d’épistasie in vivo, en surexprimant Toll-9DLRR grâce au pilote yolk-GAL4 dans un

contexte mutant pour pelle. On observe que l’activation constitutive de la

drosomycine due à la surexpression de Toll-9DLRR est abolie dans un contexte pelle

mutant (Figure 11b, comparer les lignes 1 à 3 et 4 à 6). Ces expériences in vivo

confirment les résultats obtenus dans les cellules S2.
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Enfin, nous avons fait des expériences d’immunoprécipations pour tester une

interaction possible entre Toll-9 et DmMyD88. Nous avons pour cela co-transfecté

des cellules S2 avec le vecteur d’expression de DmMyD88 portant l’étiquette V5

(DmMyD88-V5) et des versions constitutivements actives de Toll, Toll-9, Toll-5,

Toll-6 ou Toll-8 portant l’étiquette FLAG (TollDLRR-FLAG, Toll-9DLRR-FLAG, Toll-5DLRR-

FLAG, Toll-6DLRR-FLAG et Toll-8DLRR-FLAG). L’immunoprécipitation est effectuée sur

les extraits cellulaires avec des billes portant un anticorps monoclonal anti-FLAG et

est suivie d’une analyse par Western Blot en utilisant un anticorps anti-V5 ou anti-

FLAG. DmMyD88 co-immunoprécipite avec Toll et Toll-9, mais pas avec les autres

membres de la famille Toll (Figure 12). On recueille avant l’immunoprécipitation

une aliquote de l’extrait cellulaire que l’on analyse par Western Blot avec

l’anticorps anti-V5 afin de vérifier les quantités de protéines déposées. Nous avons

reproduit cette expérience plusieurs fois et avons toujours détecté plus de protéine

DmMyD88 lorsqu’on co-transfecte TollDLRR ou Toll-9DLRR, certainement parce que la

formation du complexe entre le récepteur et l’adaptateur stabilise DmMyD88.

Le fait que Toll et Toll-9 activent le promoteur de la drosomycine en

utilisant le même complexe membranaire d’adaptateurs, ce malgré les différences

observées au niveau de leur domaine TIR, suggère qu’ils pourraient constituer les

deux sous-unités d’un même récepteur.

III.2 Toll-9 est-il un corécepteur de Toll ou peut-il être activé de façon
indépendante?

Pour tester cette hypothèse, nous avons construit des lignées stables de

cellules S2 qui expriment une version sauvage de Toll-9 sous le contrôle d’un

promoteur métallothionine inductible par le cuivre, MT-Toll-9. Lorsqu’on

transfecte le plasmide rapporteur drosomycine-luciférase dans ces cellules, on

observe une forte activité constitutive du promoteur de la drosomycine, même sans

induction par le cuivre. Par des expériences d’interférence à l’ARN double-brin,

nous avons confirmé que cette activation est bien due à Toll-9. Nous avons utilisé

les cellules MT-Toll-9 pour des expériences de RNAi avec Toll. L’activation

constitutive du promoteur de la drosomycine dans les cellules MT-Toll-9 n’est

réduite que lorsqu’on les co-transfecte avec de l’ARN double-brin correspondant à
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Figure 12: DmMyD88 interagit spécifiquement avec Toll et Toll-9. DmMyD88 co-
immunoprécipite avec Toll et Toll-9, mais avec aucun autre membre de la famille 
dans les cellules S2. Les cellules sont transfectées avec un vecteur d'expression 
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l'ectodomaine de Toll∆LRR-FLAG fusionné au domaine intracytoplasmique de Toll-9, 
-5, -6 et -8. Les extraits cellulaires sont immunoprécipités (IP) avec un anticorps 
monoclonal anti-FLAG, et analysées par immunoblot avec un anticorps anti-V5 ou 
anti-FLAG (WB). Une aliquote de l'extrait cellulaire avant immunoprécipitation est 
analysée par immunoblot avec un anticorps anti-V5 (WB). 
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Toll-9, mais pas lorqu’on co-transfecte de l’ARN double-brin correspondant à la

GFP ou à Toll (Figure 13a). Ceci signifie que Toll-9 peut activer le promoteur de la

drosomycine même en l’absence de Toll. De la même façon, l’activation Toll-

dépendante du promoteur de la drosomycine par Spätzle est indépendante de Toll-

9. En effet, dans des cellules S2 co-transfectées avec le rapporteur drosomycine-

luciférase et activées par Spätzle, l’activation du promoteur de la drosomycine

n’est réduite que lorsqu’on co-transfecte de l’ARN double-brin correspondant à

Toll. La co-transfection de l’ARN double-brin correspondant à Toll-9 n’a aucun

effet sur cette activation (Figure 13b). Ceci exclut le fait que Toll-9 soit un co-

récepteur de Toll et montre qu’il peut être activé de façon indépendante par un

ligand qui reste toujours élusif.

Ainsi, Toll et Toll-9, malgré leurs séquences éloignées, sont capables

d’induire indépendamment l’un de l’autre une même cible transcriptionnelle en

utilisant la même voie de transduction. Au vu des données obtenues, on peut

considérer Toll-9 comme un homologue structural et fonctionnel des TLRs de

mammifères!: en effet, sa séquence le rend plus proche de ces récepteurs que des

autres Tolls de drosophile et il active une cible NF-kB-dépendante via les

homologues de l’adaptateur MyD88 et de la kinase IRAK.

III.3 Etude du phénotype de deux lignées contenant des transposons dans le
gène Toll-9.

La compagnie Exelixis nous a envoyé deux lignées de drosophile comportant

des transposons insérés dans le gène Toll-9. La lignée PBc05666 comporte un

piggybac inséré dans le cinquième intron du gène, et la lignée RBe01268 comporte

un élément transposable de type razorbac en aval du codon stop, dans les

séquences régulatrices du gène (Figure 14a). Par Northern Blot, on détecte un

transcrit Toll-9 dans la lignée PBc05666, mais de taille réduite par rapport au

transcrit sauvage (Figure 14b). Pour confirmer ce résultat, nous avons effectué une

3’RACE PCR (Rapid Amplification of cDNA Ends) pour cloner l’allèle Toll-9PBc05666.

Cette expérience nous a permis de déterminer que l’insertion du transposon dans

la lignée PBc05666 conduit à l’expression d’un transcrit Toll-9 tronqué au niveau du
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Elles sont ensuite stimulées au cuivre pour induire le promoteur métallothionine. b:
L’activation Toll-dépendante du promoteur de la drosomycine par Spätzle ne dépend pas
de Toll-9. Les cellules S2 sont co-transfectées avec de l’ARN double-brin correspondant à
la GFP, à Toll ou à Toll-9, avec un plasmide renfermant le gène rapporteur de la luciférase
sous le contrôle du promoteur drosomycine et avec un vecteur exprimant (+) ou non (-)
Spätzle. Le facteur d’induction est calculé par rapport à l’activité luciférase obtenue après
transfection du vecteur d’expression vide. Pour a et b, les expériences sont réalisées en
triplicat et les graphes montrent la moyenne et l’écart-type des résultats.
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schématique du locus Toll-9 montrant l’insertion des transposons PBc05666 et RBe01268.
Les codons initiateur et terminateur du gène Toll-9 sont indiqués. DNA prim: DNA
primase. b: La taille du transcrit Toll-9 est réduite dans la lignée PBcO5666. Les ARNm
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une sonde correspondant à Toll-9. rp49 sert de contrôle de la quantité d’ARN déposée
dans chaque puit. c: L’allèle Toll-9PBc05666 n’active pas le promoteur de la drosomycine.
Les cellules S2 ont été co-transfectées avec un vecteur d’expression vide, ou exprimant
Toll9 ou Toll9PBCO5666, ainsi qu’avec un plasmide renfermant le gène rapporteur de la
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domaine TIR (données non montrées). Nous avons cloné cet allèle dans un vecteur

d’expression et montré que l’allèle Toll-9PBc05666 n’est plus capable d’activer le

promoteur de la drosomycine dans des cellules S2 transfectées (Figure 14c). Pour

ce qui est de la lignée RBe01268, l’insertion du transposon dans les séquences 3’

non traduites du gène ne semble pas en pertuber l’expression. Il ne s’agit donc

vraisemblablement pas d’une lignée mutante.

III.3.1 La réponse systémique des adultes de la souche PBc05666 est normale.

Nous avons tout d’abord testé la réponse systémique des adultes de la lignée

PBc05666, en les infectant par les microorganismes infectieux couramment utilisés

au laboratoire, la bactérie à Gram-positif Micrococcus luteus, la bactérie à Gram-

négatif Escherichia coli et le champignon Beauveria bassiana. Suite à ces

infections, les individus de la lignée PBc05666 activent tout à fait normalement la

transcription des gènes des différents peptides antimicrobiens (Figure 15a et

données non montrées). De même, leur survie à des infections par E.coli et

B.bassiana est tout à fait comparable à celle d’individus sauvages (Figure 15b). Des

recherches sont menées au laboratoire pour étudier la réponse antivirale de la

drosophile, en particulier la réponse au «!Drosophila C Virus!» ou DCV. La réponse à

ce virus de la famille des picornaviridae n’implique ni la voie Toll ni la voie IMD.

Nous avons testé la survie de la lignée PBc05666 apès infection virale, et montré

que ces individus ne sont pas plus sensibles au DCV que des mouches sauvages

(données non montrées).

III.3.2 La réponse systémique des larves PBc05666 est sauvage.

Toutes ces expériences ayant été menées sur des individus adultes, nous

nous sommes ensuite intéressés à la réponse immunitaire des larves, dans l’espoir

d’y trouver un rôle pour Toll-9. Des larves de troisième stade ont été infectées par

piqûre avec Micrococcus luteus et Escherichia coli, et l’expression des transcrits

des peptides antimicrobiens a été analysée par Northern Blot. Cette analyse a

montré une réduction de l’expression du transcrit de la défensine (Figure 16).



Figure 15: La réponse immunitaire systémique de la lignée PBc05666 est normale.
a: Les transcrits des peptides antifongique Drosomycine et antibactérien Diptéricine sont normalement
induits après infection dans la lignée PBc05666. Des adultes des lignées Iso (Isogéniques Exelixis, le
contexte génétique dans lequel les transposons ont été insérés) et PBc05666 (Hz: hétérozygotes, HM:
homozygotes) ont été infectés ou non (NI: non infecté) par piqûre septique avec un mélange de la
bactérie à Gram-positif Micrococcus luteus et de la bactérie à Gram-négatif Escherichia coli. Les mouches
sont récoltées 6h et 48h après infection, leur ARN total est extrait et analysé par Northern Blot. Les
sondes hybridées sont indiquées à droite. rp49 sert de contrôle de la quantité d’ARN déposé dans chaque
puit.
b: La survie des individus PBc05666 à une infection par E.coli est normale. Les individus sont infectés par
piqûre septique avec une aiguille trempée dans un culot de bactéries à Gram-négatif E.coli.
c: La survie des individus PBc05666 à une infection naturelle par le champignon entomopathogène
B.bassiana est normale. Pour b et c, les survivants sont comptés chaque jour pour établir la courbe de
survie. Key: contrôle de susceptibilité de la voie IMD, Spz, contrôle de susceptibilité de la voie Toll.
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Figure 16: L’induction de la défensine dans les larves PBc05666 semble réduite
6h après infection. Des larves de troisième stade sont piquées avec une aiguille
propre (NI: Non infecté) ou trempée dans un culot de bactéries à Gram-négatif
E.coli (E.c.) ou à Gram-positif M.luteus (M.l.). Les ARNs sont extraits 6h après
infection et analysés par Northern Blot. Les sondes hybridées sont indiquées sur la
droite. rp49 sert de contrôle de la quantité d’ARN déposée dans chaque puit.
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Malheureusement, en refaisant la même expérience plusieurs fois, nous n’avons pas

pu confirmer ce résultat encourageant. Nous avons alors testé la réponse des larves

à une infection naturelle. Bruno Lemaître et coll. ont montré que la bactérie

phytopathogène Erwinia carotovora carotovora, lorsqu’elle est mélangée à la

nourriture de larves de troisième stade, induit une réponse immunitaire (Basset et

al., 2000). Suite à ce type d’infection, on détecte par Northern Blot l’expression

des transcrits des peptides antimicrobiens au même niveau dans la lignée PBc05666

que dans des larves sauvages (données non montrées).

III.3.3 Analyse de la réponse de la lignée PBc05666 à d’autres pathogènes.

Nous avons alors décidé de tester une batterie de pathogènes différents. En

effet, si Toll-9 fonctionne comme un TLR activé par un PAMP particulier, il est fort

possible qu’il réponde à une bactérie ou un champignon particulier. Parmi les

microorganismes testés figure un membre de la famille des bacilles à Gram-positif,

Bacillus megaterium. La membrane des bacilles à Gram-positif contient entre

autres du DAP-Peptidoglycane, une forme de Peptidoglycane caractéristique des

bactéries à Gram-négatif (voir discussion). Les bacilles induisent donc la voie IMD

et la synthèse de diptéricine. Ils induisent également l’expression de drosomycine,

6 et 24 heures après infection. La première expérience que nous avons effectuée a

montré une diminution de l’expression de la drosomycine 6 heures après infection

par Bacillus megaterium dans les adultes de la lignée PBc05666 (Figure 17)!; par

RT-PCR quantitative, nous avons observé une réduction de plus de 40% de

l’expression de drosomycine dans la lignée PBc05666 (données non montrées). Mais

lorsque nous avons refait la même expérience peu de temps après, la réponse à

Bacillus megaterium est apparue tout à fait normale. Les bacilles ont la capacité

de former des endospores extrêmement résistants lorsque le milieu est appauvri.

La composition de la paroi de ces spores étant différente de celle des bacilles,

nous avons pensé que la variation du phénotype était due à des variations de nos

cultures bactériennes. Nous avons comparé la réponse à des bacilles en phase

exponentielle de croissance à celle de spores cultivés dans un milieu spécial

favorisant la formation d’endospores. Malgré tout, nous n’avons pu retrouver les
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conditions dans lesquelles la réponse à Bacillus megaterium est compromise dans la

lignée PBc05666. De plus, en testant d’autres membres de la famille des bacilles,

nous n’avons pas observé de différences entre la réponse de mouches sauvages et

celle de la lignée PBc05666. Tout cela nous a conduit à penser que la diminution de

l’expression de drosomycine observée était un artefact, provenant soit d’une

contamination de nos cultures bactériennes, soit d’une fragilité de la lignée, qui ne

serait pas forcément liée à la présence des transposons dans le gène Toll-9.

III.4 Patron d’expression de Toll-9

La difficulté à trouver un phénotype pour les individus mutants pour Toll-9

reflète peut-être le fait que l’expression de Toll-9 est spécifique de certains tissus.

En effet, par Northern Blot, on détecte relativement faiblement l’expression du

transcrit Toll-9. Afin de localiser les sites d’expression de Toll-9, nous avons

construit une lignée transgénique exprimant la GFP sous le contrôle du promoteur

de Toll-9 et étudieé son schéma d’expression in vivo. Comme nous ne savons pas

exactement où commence et où finit le promoteur de Toll-9, nous avons cloné un

fragment contenant les 2 kilobases de séquence en amont du codon initiateur ATG

du gène. Nos données préliminaires montrent que la GFP est exprimée de façon

très spécifique dans les parties antérieure et moyenne de l’intestin moyen des

larves transgéniques (Figure 18, voir flèches). Nous avons confirmé ce résultat par

RT-PCR, et montré que Toll-9 est bien exprimé dans le tube digestif de larves

sauvages. Il est également exprimé dans les tubes digestifs de larves RBe01268,

mais pas dans les larves PBc05666, ce qui confirme que cette lignée est une lignée

mutante pour Toll-9 (Figure 19). Ceci pourrait expliquer pourquoi nous avons eu du

mal à trouver un phénotype dans la lignée PBc05666, puisque nous avons toujours

considéré l’animal entier. Si ces données sont confirmées par des expériences

d’hybridation in situ, il nous faudra nous intéresser aux agents infectieux induisant

une réponse immunitaire dans l’intestin pour trouver la fonction de Toll-9. Il faut

cependant considérer que les séquences que nous avons clonées ne correspondent

pas forcément au promoteur physiologique de Toll-9 et il est possible que d’autres

régions régulatrices soient nécessaires pour l’expression de Toll-9 dans d’autres

tissus.
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Figure 19: Toll-9 est exprimé dans le tube digestif de larves sauvages. 
a. Les tubes digestifs de larves du troisième stade sont disséqués et l'ARN extrait est 
utilisé comme matrice pour la reverse transcription. La PCR est effectuée avec des 
amorces spécifiques à Toll-9, localisées dans deux exons différents. La taille des 
bandes obtenues correspond à la taille prédite de l'ADNc de Toll-9. On détecte 
l'expression de Toll-9 dans les lignées sauvage (Iso) et RBe01268 mais pas dans les 
tubes digestifs des larves de la lignée PBc05666. b. Des oligonucléotides spécifiques de 
la protéine ribosomale rp49 sont utilisés pour une PCR qui permet de vérifier 
l'homogénéité des quantités d'ADNc obtenues après la reverse transcription. 

a. b.

Figure 18: Les séquences 5' non traduites de Toll-9 dirigent l'expression de la 
GFP dans les parties antérieure et moyenne de l'intestin moyen des larves. Les 
larves transgéniques portant le gène rapporteur GFP (Green Fluorescent Protein) 
sous le contrôle du promoteur Toll-9 montrent une fluorescence localisée à la 
partie antérieure (flèche blanche) et moyenne (flèche jaune) de l'intestin moyen. 



Discussion

Hana Bilak 53

DISCUSSION



Discussion

Hana Bilak 54

Au cours de ce travail, j’ai caractérisé un nouvel adaptateur à domaine TIR

de la voie Toll, DmMyD88. L’étude de cette molécule révèle un certain nombre de

différences entre la signalisation par le récepteur Toll et la signalisation par les

TLRs de mammifères. Ces différences sont abordées dans la première partie de

cette discussion. D’autre part, mes résultats indiquent que la majorité des

récepteurs Toll de drosophile signalent de façon DmMyD88-indépendante. Les

implications de cette observation seront discutées. Finalement, les résultats

obtenus infirment notre hypothèse initiale sur le rôle des récepteurs Toll dans la

réponse immunitaire de la drosophile, en particulier pour l’activation de la voie

IMD. L’identité des PRRs utilisés pour détecter le non-soi infectieux chez la

drosophile est décrite dans la troisième partie de la discussion.
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I Le complexe récepteur-adaptateur dans les voies Toll et TLR.

I.1 Le complexe Toll/DmMyD88/Tube chez la drosophile

Nous avons montré que DmMyD88 est un adaptateur de la voie Toll, aussi

bien chez l’adulte lors de la réponse immunitaire que chez l’embryon au cours de

la mise en place de l’axe dorso-ventral. Jusqu’alors, Tube était considéré comme

l’homologue fonctionnel de l’adaptateur MyD88 des mammifères. En effet, des

analyses génétiques ont montré que tube est nécessaire à la transduction du signal

résultant de l’activation du récepteur Toll lors de la mise en place de l’axe dorso-

ventral de l’embryon, et notamment au recrutement de la kinase Pelle (Grosshans

et al., 1994). De plus, Lemaître et collègues ont montré son implication dans la

réponse immunitaire après une infection fongique (Lemaitre et al., 1996). Tube

possède, comme Pelle, un Death Domain (DD) amino-terminal et sa partie C-

terminale est composée de motifs appelés Tube Repeats. Pelle, quant à elle,

possède dans sa partie C-terminale un domaine sérine/thréonine kinase. Le DD est

une famille de repliements protéiques caractéristiques qui fut identifiée dans des

protéines impliquées dans l’apoptose, comme par exemple le récepteur du TNF.

Ces domaines peuvent interagir entre eux de façon homotypique et sont donc des

modules d’interaction protéine-protéine. Des études de cristallographie ont montré

que Tube et Pelle forment un hétérodimère grâce à l’interaction de leurs DD

respectifs. Des mutations dans les acides aminés impliqués dans cette interaction

conduisent à l’inactivation partielle ou totale du complexe et à des défauts plus ou

moins graves dans l’embryogénèse. La gravité du phénotype dépend de l’activité

résultante de l’hétérodimère Tube-Pelle. L’interaction entre Tube et Pelle engage

des acides aminés chargés négativement du DD de Tube (Xiao et al., 1999).

La découverte d’un homologue de MyD88 chez la drosophile et de son

implication dans la voie Toll pose donc la question suivante!: «!Comment

fonctionne le complexe DmMyD88-Tube-Pelle chez la drosophile!?!». Dans un papier

publié par Horng et Medzhitov peu de temps avant notre premier article, les

auteurs montrent que DmMyD88 active la voie Toll et que cette activation est

bloquée par une version dominant-négative de Pelle, ce que nous avons montré
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également. Les expériences d’immunoprécipitations présentées dans cet article

montrent qu’une version tronquée de DmMyD88, contenant le domaine TIR et

l’extension C-terminale de la molécule, coimmunoprécipite avec Toll (Horng and

Medzhitov, 2001). Le Death Domain de DmMyD88 coimmunoprécipite avec Pelle et

avec Tube. Nous avons nous-mêmes montré que le domaine TIR de DmMyD88

coimmunoprécipite avec Toll, et que DmMyD88 est associé avec Pelle dans les

cellules S2. D’autres études menées par le groupe de Steven Wasserman ont

confirmé, par des expériences de RNAi in vitro, une relation épistatique linéaire

entre DmMyD88, Tube et Pelle, dans laquelle Tube agit en aval de DmMyD88 et en

amont de Pelle (Sun et al., 2002). Dans des expériences d’immunoprécipitation,

DmMyD88 interagit avec le Death Domain de Tube et faiblement avec celui de

Pelle. L’interaction de DmMyD88 avec le DD de Pelle est fortement augmentée par

la coexpression du DD de Tube. Des expériences menées avec des mutants tube et

pelle montrent que DmMyD88 et Tube interagissent via leurs DD, et que Pelle doit

se lier directement au DD de Tube pour rejoindre le complexe (Sun et al., 2002).

Ces résultats sont confirmés par des expériences de double-hybride menées dans la

levure par l’équipe de C. Nüsslein-Volhardt, qui montrent une interaction directe

entre DmMyD88 et Tube. Cette interaction a lieu également dans le mutant kra56

qui porte une mutation non-sens dans le domaine TIR de DmMyD88, indiquant que

l’interaction ne nécessite pas le domaine TIR de DmMyD88 (Charatsi et al., 2003).

En corrélation avec ce qu’a observé Wasserman, ces expériences de double-hybride

n’ont pas détecté d’interaction directe entre DmMyD88 et Pelle. Il faut donc un

complexe de trois DD recruté à la membrane pour permettre la transduction du

signal résultant de l’activation du récepteur Toll.

Notre étude du mutant PBc03881 de DmMyD88 a également montré

l’importance de l’extension C-terminale (CTE) de DmMyD88. Le fait que la protéine

DmMyD88PBco3881 mutante soit stable démontre que la présence de l’extension CTE

est nécessaire à la fonction de DmMyD88, soit parce qu’elle régule le repliement de

la protéine, soit parce qu’elle est nécessaire pour son interaction avec le complexe

récepteur-adaptateur ou avec un autre composant encore inconnu. De façon

intéressante, cette extension est absente de la protéine MyD88 de mammifère,

mais on la trouve chez le moustique Anopheles gambiae.
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Un papier publié récemment par l’équipe de S.Wasserman apporte des

informations biochimiques quant à la séquence des évènements suivant l’activation

de la voie Toll (Sun et al., 2004). Leurs expériences montrent que DmMyD88 et

Tube existent sous la forme d’un complexe par l’interaction entre leurs DD à l’état

de repos et qu’une fois activé, Toll recrute DmMyD88 via son domaine TIR. Ceci

explique notre observation selon laquelle le DD de DmMyD88 a un effet dominant-

négatif sur l’activation de la voie Toll, puisque bien que lié à Tube, il ne peut être

recruté par Toll. Cette observation était surprenante étant donné que chez les

mammifères, c’est le domaine TIR de MyD88 qui a cette propriété. Ceci implique

des différences dans l’activation du complexe récepteur-adaptateur chez la

drosophile et les mammifères, qui seront discutées plus bas. Une fois que le

complexe DmMyD88-Tube est recruté par Toll, Tube peut recruter Pelle. Le DD de

Tube apparaît ainsi comme un module d’interaction bivalent, pouvant interagir à la

fois avec le DD de DmMyD88 et avec celui de Pelle, ceci à travers des interactions

impliquant des acides aminés chargés positivement dans le cas de l’interaction

avec DmMyD88, ou négativement dans le cas de l’interaction avec Pelle. La kinase

Pelle n’interagit avec Tube qu’une fois que le complexe DmMyD88-Tube a été

recruté par le récepteur Toll activé (Figure 20).

Le recrutement de Pelle au complexe conduit à l’autophosphorylation de la

kinase et mènera finalement à la translocation nucléaire des facteurs de

transcription tels que Dorsal et Dif. De plus, il a été montré que Pelle peut

phosphoryler Tube in vitro (Grosshans et al., 1994; Shen and Manley, 1998), ce qui

pourrait mener au désassemblage de complexes protéiques contenant Tube (Towb

et al., 2001). Cette hypothèse est confortée par le fait que dans des expériences

de double-hybride, une version catalytiquement inactive de Pelle interagit plus

fortement avec Tube que ne le fait la kinase sauvage (Edwards et al., 1997). Ainsi,

Pelle pourrait agir comme un régulateur négatif de la voie Toll. Il reste encore à

identifier une autre cible de Pelle, qui une fois activée mènerait à la dégradation

de l’inhibiteur Cactus, permettant ainsi la translocation nucléaire des facteurs de

transcription Dorsal et Dif.
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I.2 Le complexe TLR4/MyD88/Mal chez les mammifères

Chez les mammifères, MyD88 fut tout d’abord impliqué dans le recrutement

d’une sérine/thréonine kinase, IRAK, un orthologue de Pelle, au récepteur de

l’Interleukine-1 (IL1-R) (Wesche et al., 1997). Il fut par la suite démontré que

MyD88 joue le rôle d’adaptateur dans la voie de signalisation TLR, où elle induit

l’activation du facteur de transcription NF-kB via IRAK (Medzhitov et al., 1998).

Quand d’autres TLRs furent identifiés, il s’avéra que MyD88 intègre les signaux

provenant de la majorité des TLRs et active NF-kB en réponse à une grande variété

de ligands. De ce fait, MyD88 était considéré comme l’homologue fonctionnel de

Tube chez les mammifères, ce jusqu’à l’identification de l’homologue DmMyD88.

Toutefois, l’étude de souris KO pour MyD88 révéla l’existence d’une voie de

signalisation MyD88-indépendante en aval de certains TLRs. En effet, dans des

souris MyD88-/-, l’activation de NF-kB par TLR4 n’était pas abolie, mais simplement

retardée. Cette observation conduit à rechercher un autre adaptateur en aval des

TLRs. C’est ainsi que fut identifié Mal/TIRAP (MyD88 adapter-like/TIR domain

containing adaptor protein). Mal/TIRAP agit en aval de TLR2 et TLR4, mais

l’analyse de souris KO pour Mal/TIRAP montre que ce n’est pas l’adaptateur

responsable de la voie MyD88-indépendante. Il s’agit plutôt d’un cofacteur de

MyD88 nécessaire à la transduction du signal en aval de ces deux récepteurs (voir

introduction).

On pourrait donc apparenter la fonction de Mal/TIRAP à celle de Tube chez

la drosophile. De façon fort intéressante, l’alignement des séquences de Mal/TIRAP

et de Tube montre une forte homologie entre la région N-terminale de Mal/TIRAP

et la région C-terminale de Tube (Dunne et al., 2003). De ce fait, Mal/TIRAP

apparaît comme l’homologue «!miroir!» de Tube, possédant un domaine TIR plutôt

qu’un DD. Cette différence peut expliquer pourquoi chez les mammifères, c’est le

domaine TIR de MyD88 qui possède la propriété dominant-négative.

Des expériences de modélisation moléculaire menées par l’équipe de Nick

Gay suggèrent que les domaines TIR de MyD88 et Mal/TIRAP se lient au domaine TIR

de TLR4 par des sites de liaison indépendants. De plus, les domaines TIR de MyD88

et Mal/TIRAP interagissent de façon directe par l’intermédiaire d’un troisième site
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de liaison. Ces prédictions suggèrent ainsi que les trois domaines TIR concernés

sont bivalents, alors que dans le cas de TLR2, la modélisation suggère que les deux

adaptateurs se lient à la même surface du domaine TIR du récepteur (Dunne et al.,

2003). Il apparaît donc que le complexe récepteur adaptateur

TLR4/MyD88/Mal/TIRAP réutilise de façon un peu différente les mêmes domaines

d’interaction protéiques que le complexe Toll/DmMyD88/Tube chez la drosophile.

En ce qui concerne le recrutement de la kinase en aval, la situation chez les

mammifères est plus complexe que chez la drosophile, puisqu’il existe en effet

plusieurs kinases IRAK, qui pourraient donc être recrutées par des adaptateurs

différents. En effet, en plus de Mal/TIRAP, nous avons vu dans l’introduction que

trois autres adaptateurs à domaine TIR ont été identifiés chez les mammifères,

TRIF/TICAM-1, TRAM/TIRP, et SARM. Parmi ces molécules, seule SARM possède un

homologue chez la drosophile.

A l’inverse de ce qui se passe chez les mammifères, où la majorité des TLRs

interagissent avec MyD88, chez la drosophile, seuls Toll et Toll-9 ont cette

propriété. D’un point de vue phylogénique, ceci est très surprenant, puisque les

séquences des domaines TIR de ces deux récepteurs sont relativement éloignées.

On se serait attendu à ce que MyD88 puisse interagir avec Toll-5 ou 18w, dont les

domaines TIR ressemblent fortement à celui de Toll. Cependant, au cours des

expériences de double-hybride menées par plusieurs équipes indépendantes,

aucune interaction directe n’a été observée entre le domaine TIR de Toll et

DmMyD88 (Charatsi et al., 2003; Edwards et al., 1997), ce qui pourrait suggérer

qu’il manque encore un acteur du complexe récepteur-adaptateur chez la

drosophile, acteur qui ferait le lien entre le récepteur et DmMyD88.

La majorité des récepteurs Toll de la drosophile semble donc fonctionner de

façon DmMyD88-indépendante, à l’inverse des TLRs de mammifères. Cette

observation implique l’existence d’un autre adaptateur nécessaire à la

transduction du signal suite à l’activation des autres membres de la famille Toll.



Discussion

Hana Bilak 60

II Les récepteurs Toll DmMyD88-indépendants de la drosophile.

Des neuf récepteurs de la famille Toll chez la drosophile, seuls Toll, Toll-5 et

Toll-9 activent le promoteur NF-kB-dépendant de la drosomycine dans les cellules

S2. Nous avons cherché une interaction entre DmMyD88 et tous les Tolls et ne

l’avons détectée par immunoprécipitation que pour Toll et Toll-9. Ceci est

surprenant en ce qui concerne Toll-5, puisque dans les cellules S2, l’activation du

promoteur de la drosomycine par ce récepteur est bloquée par la version

dominant-négative de DmMyD88. Il est toutefois possible que nos expériences

n’aient pas permis de détecter une interaction qui existe, ou alors que

l’interaction est indirecte, par exemple via Toll. En effet, le patron d’expression

embryonnaire de ces deux récepteurs montre que Toll-5 est exprimé dans les

mêmes tissus que Toll, à l’exception de l’épiderme et de l’embryon précoce,

suggérant que Toll-5 pourrait être un co-récepteur de Toll dans certains tissus (voir

Introduction et (Kambris et al., 2002)). Le résultat des expériences

d’immunoprécipitations est moins surprenant en ce qui concerne les autres

membres de la famille, puisqu’ils n’activent pas les promoteurs NF-kB-dépendants

des peptides antimicrobiens. Les autres Tolls activent peut-être des voies de

signalisation totalement différentes, pour lesquelles ils utilisent un ou plusieurs

autres adaptateurs. Si l’on raisonne en pensant que les domaines TIR des

récepteurs Toll-2 à –8 interagissent avec un adaptateur possédant lui aussi un

domaine TIR, le nombre de candidats se trouve considérablement réduit. En effet,

le génome de la drosophile ne contient que deux gènes codant pour des protéines

intracytoplasmiques à domaine TIR, DmMyD88 et CG7915. Le gène CG7915 code

pour l’orthologue de l’adaptateur de mammifères SARM, que nous appelons DmTIR-

1 (Figure 21).

Jusqu’à récemment, la protéine SARM n’avait de fonction connue dans aucun

organisme. Toutefois, son orthologue TIR-1 vient d’être impliqué dans la réponse

immunitaire du nématode C.elegans. Le laboratoire de Jonathan Ewbank a montré

que le nématode possède un système de défense inductible et qu’il est capable de

mettre en place une réponse appropriée selon que l’infection soit bactérienne ou

fongique. C.elegans ne possède qu’un récepteur Toll, TOL-1, mais pas d’homologue
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de NF-kB. De plus, des mutants tol-1 ne présentent pas de phénotype immunitaire,

indiquant que la réponse immunitaire du nématode ne repose pas sur l’activation

d’une voie Toll/TLR (Pujol et al., 2001). Suivant une infection fongique, le

nématode exprime un peptide antifongique, NLP-31. L’expression d’un rapporteur

nlp-31!:: GFP augmente après une infection par le champignon Drechmeria

coniospora!; ceci n’est pas compromis dans un mutant tol-1, suggérant que

l’expression du peptide antifongique NLP-31 est indépendante du seul récepteur

Toll présent chez le nématode. Par contre, lorsqu’on inactive tir-1 par interférence

à l’ARN (RNAi), on observe une diminution de la fluorescence due au rapporteur

nlp-31!:: GFP avant et après infection, indiquant que tir-1 agit comme un

régulateur positif de nlp-31. Le fait qu’il subsiste tout de même de l’activité du

rapporteur suggère néanmoins que tir-1 n’est pas le seul régulateur de nlp-31. De

la même façon, l’inactivation de tir-1 par RNAi réduit l’expression constitutive

d’un autre peptide antimicrobien, NLP-29, ainsi que son expression consécutive à

une infection par D.coniospora. De plus, la survie des individus dans lesquels tir-1 a

été inactivé est réduite suite à l’infection. TIR-1, l’orthologue de SARM, joue ainsi

un rôle important dans la réponse immunitaire du nématode (Couillault et al.,

2004) (Figure 21).

Des études indépendantes menées par l’équipe de Frederick Ausubel ont

montré que TIR-1 est requis pour la résistance à des infections bactériennes et que

TIR-1 fonctionne en amont de PMK-1, un homologue de la MAP Kinase p38

mammifère (Liberati et al., 2004).

En plus de l’homologue de TIR-1, la drosophile possède également des

peptides de type NLP. Ceux-ci sont induits lors d’une infection fongique (De

Gregorio et al., 2001; Irving et al., 2001). De ce fait, nous nous sommes intéressés

à DmTIR-1. Nous avons des données préliminaires montrant que son inactivation par

RNAi n’a aucun effet sur l’induction de la drosomycine suite à une infection

microbienne. A ce stade, nous ne pouvons donc pas établir de lien entre DmTIR-1

et Toll. Nous ne pouvons tester si DmTIR-1 joue le rôle d’adaptateur pour les

récepteurs Toll-2 à Toll-8, puisque nous ne connaissons pas les gènes cibles activés

par ces différents récepteurs. C’est pourquoi nous avons établi des lignées de

drosophile transgéniques permettant la surexpression de versions constitutivement

actives de Toll, 18w, Toll-8 et Toll-9. Grâce à la technique des puces à ADN, nous
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espérons trouver des cibles encore inconnues des récepteurs Toll et ainsi élucider

la fonction des récepteurs Tolls DmMyD88-indépendants. Nous avons choisi ces

récepteurs en particulier parce que nous disposons de lignées mutantes pour ces

quatre membres de la famille, ce qui nous permettra de valider les résultats des

puces.

Chez la drosophile, les récepteurs Tolls DmMyD88-indépendants pourraient

ainsi activer une ou plusieurs voies de signalisation différentes de celle utilisée par

Toll, qui ne mèneraient pas à l’activation d’un promoteur NF-kB-dépendant. Cette

hypothèse est soutenue par le fait que les plantes possèdent de nombreuses

protéines à domaine TIR alors qu’elles ne semblent pas contenir de facteur de

transcription de type NF-kB. Il en est de même chez le nématode, qui possède un

seul récepteur Toll, TOL-1, mais pas d’homologue NF-kB. L’ensemble de ces

observations suggère que les domaines TIR pourraient porter des fonctions NF-kB-

indépendantes, apparues précocément au cours de l’évolution. Découvrir la

fonction des Tolls de drosophile pourrait ainsi révéler de nouvelles fonctions pour

les TLRs de mammifères.
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III «!Pattern recognition!» chez la drosophile

Les récepteurs Toll de la drosophile forment donc une famille

phylogénétiquement distincte de la famille des TLRs de mammifères et il semble

que cette distinction se retrouve également au niveau des fonctions remplies par

ces récepteurs. Tandis que les TLRs apparaissent comme des «!sentinelles!»

permettant la détection des pathogènes et l’activation d’une réponse de défense

de l’organisme, nous n’avons pas d’indication que les Tolls de drosophile jouent le

même rôle. De plus, bien que Toll contrôle la réponse de la drosophile à des

infections fongiques ou par des bactéries à Gram-positif, il agit comme un

récepteur de cytokine et non comme un PRR reconnaissant directement un motif

microbien (Weber et al., 2003). De la même façon, nos résultats indiquent que la

réponse aux bactéries à Gram-négatif n’implique pas un membre de la famille Toll

chez la drosophile. Des expériences indépendantes ont permis l’identification

d’autres récepteurs impliqués dans la reconnaissance des pathogènes chez la

drosophile. En effet, des expériences de mutagénèse montrent que des membres

de la famille des Peptidoglycan Recognition Proteins (PGRPs) ainsi que de celle des

Gram-negative Binding Proteins/b-Glucan Recognition Proteins (GNBP/bGRP)

jouent le rôle de PRRs chez la drosophile (Figure 3).

III.1 Les PGRPs

III.1.1 Activation de Toll après une infection bactérienne à Gram-positif

Lors d’un crible du chromosome X, l’équipe de Julien Royet au laboratoire a

identifié la lignée mutante Semmelweis (seml) (Michel et al., 2001). Le gène seml

code un membre de la famille des PGRPs, PGRP-SA. La famille des PGRPs chez la

drosophile compte 13 membres, qui peuvent être classés en deux sous-familles!: 7

d’entre eux sont appelés «!Small PGRPs!», ou PGRP-S et les 6 autres sont des

«!Long PGRPs!» ou PGRP-L. Les PGRP-S sont caractérisés par l’absence d’un

domaine transmembranaire et la présence d’un peptide signal, suggérant qu’il
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s’agit de molécules extracellulaires. La sous-famille des PGRP-L est plus

hétérogène, puisqu’elle regroupe des molécules prédites comme étant

transmembranaires ou intracytoplasmiques (revu dans (Royet, 2004)).

Les mutants seml sont sensibles à des infections par des bactéries à Gram-

positif et l’expression de la drosomycine est abolie ou considérablement réduite

suite à des infections par ce type de bactéries. Pourtant, ces individus sont

normalement résistants à des infections par des bactéries à Gram-négatif, mais

aussi à des infections fongiques. Cette mutation est la première ayant démontré

une fonction in vivo d’un PRR dans la réponse immunitaire d’un invertébré.

L’activation de la voie Toll en réponse à une infection par des bactéries à Gram-

positif reconnues par un PRR particulier suggèrait l’existence d’autres PRRs

impliqués dans la reconnaissance des champignons d’une part et des bactéries à

Gram-négatif d’autre part (Michel et al., 2001).

III.1.2 L’activation de la voie IMD dépend d’un membre de la famille des PGRPs

Cette hypothèse a été confortée par la découverte du rôle d’un autre membre

de la famille, PGRP-LC, dans la réponse de la drosophile à des infections par des

bactéries à Gram-négatif. Les individus mutants pour PGRP-LC présentent un

phénotype de sensibilité accrue à des infections par des bactéries à Gram-négatif,

alors qu’ils sont résistants aux infections fongiques et bactériennes à Gram-positif.

PGRP-LC est une molécule transmembranaire et les expériences d’épistasie ont

placé PGRP-LC en amont d’imd. Ces résultats faisaient de PGRP-LC un bon candidat

pour être le récepteur de la voie IMD si recherché. Pourtant, le phénotype des

mutants perte de fonction PGRP-LC est moins sévère que celui de mutants kenny,

suggérant que PGRP-LC n’est pas le seul élément activant la voie IMD (Choe et al.,

2002; Gottar et al., 2002; Ramet et al., 2002). La surexpression d’un autre membre

de la famille des PGRPs, PGRP-LE, conduit dans les larves à l’expression

constitutive de la diptéricine, le marqueur de l’activation de la voie imd (Takehana

et al., 2002). Toutefois, il reste encore à étudier le phénotype d’individus perte-

de-fonction pour PGRP-LE pour l’impliquer de façon non équivoque dans la réponse

aux bactéries à Gram-négatif.
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III.1.3 La drosophile peut reconnaître différents types de peptidoglycane

La drosophile est ainsi capable de différencier différents types de

microorganismes infectieux par l’intermédiaire de différents PGRPs. Quels sont les

motifs microbiens reconnus exactement par ces PRRs!?

La paroi des bactéries à Gram-positif est majoritairement composée de

Peptidoglycane (PGN), tandis que celle des bactéries à Gram-négatif est composée

de 20% de PGN sous une couche de LPS. De ce fait et aussi par homologie avec les

mammifères où TLR4 reconnaît le LPS, on supposait que chez la drosophile, la voie

IMD était activée en réponse au LPS. Il était alors surprenant que la reconnaissance

des bactéries à Gram-positif et celle des bactéries à Gram-négatif implique des

récepteurs censés reconnaître le PGN. Des études visant à comprendre ce qui

semblait être un paradoxe ont montré qu’en fait, le LPS n’induit pas de réponse

quand il est injecté dans la drosophile (Kaneko et al., 2004). Il s’avère en fait que

le système immunitaire de la drosophile est capable de faire la différence entre

deux types de PGN (Kaneko et al., 2004; Leulier et al., 2003). Les chaînes de PGN

sont formées par la répétition d’un grand nombre de motifs monomériques. Ces

monomères consistent en la liaison de deux sucres aminés, le N-acétyl-glucosamine

(NAG) et le N-acétyl-muramide (NAM). Le résidu NAM porte un tétrapeptide,

différent chez les bactéries à Gram-positif et les bactéries à Gram-négatif. Dans le

PGN des bactéries à Gram-positif, le troisième acide aminé de la chaîne latérale

est une L-Lysine, tandis que dans celui des bactéries à Gram-négatif, on trouve un

résidu diaminopimélique (DAP). On parle de LYS-PGN et de DAP-PGN.

La présence ou l’absence du résidu DAP dans le PGN apparaît comme un

élément majeur de discrimination entre bactéries à Gram-négatif et bactéries à

Gram-positif (Kaneko et al., 2004). Il reste encore à éclaircir comment la voie IMD

peut reconnaître un constituant bactérien «!enterré!» sous une couche de LPS. On

peut imaginer que du PGN est relargué lors des divisions bactériennes, ou que la

paroi bactérienne est altérée par d’autres mécanismes provoquant le relarguage de

PGN (Leulier et al., 2003).



Discussion

Hana Bilak 66

Le système de la drosophile apparaît ainsi comme un système de détection

raffiné, permettant la discrimination entre deux variations du même thème, deux

types du même PAMP.

III.2 Rôle de la famille GNBP/bGRP dans l’activation de la voie Toll

I.1.1 Activation de la voie Toll en réponse aux infections fongiques

Le fait que Spätzle soit clivé dans les minutes qui suivent une blessure

septique, ainsi que l’expression constitutive de la drosomycine dans des mutants

nec déficients pour la serpine 43AC indique que les infections fongiques ou

bactériennes à Gram-positif activent une ou des sérines protéases (Levashina et

al., 1999).

Dans le but d’identifier ces sérine protéases, l’équipe de Jean-Marc Reichhart

a criblé le chromosome X de la drosophile pour rechercher des mutations qui

suppriment le phénotype nec. Ceci a permis d’identifier la mutation persephone

(psh). Les mutants psh sont très sensibles aux infections fongiques, mais pas aux

infections bactériennes. L’expression de la drosomycine suite à une infection

fongique est sévèrement réduite dans les mutants psh par rapport aux individus

sauvages. La mutation psh affecte une sérine protéase!; c’est la première mutation

qui affecte de façon spécifique la réponse aux champignons chez la drosophile

(Ligoxygakis et al., 2002b).

Toutefois, le PRR activant la voie Toll suite à une infection fongique restait

encore inconnu. Les membres de la famille des GNBP/bGRPs étaient de bons

candidats pour tenir ce rôle!: en effet, les bGRPs furent d’abord identifiés pour

leur capacité à lier les b-glucanes fongiques (revu dans (Ferrandon et al., 2004)).

De fait, une mutation perte-de-fonction dans le gène GNBP-3 a été générée par

l’équipe de Dominique Ferrandon et il apparaît que les mutants GNBP-3hadès sont

particulièrement sensibles aux infections fongiques (Gottar et al., 2004).
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III.2.2 GNBP-1 forme un complexe avec PGRP-SA pour activer la voie Toll en

réponse aux infections par les bactéries à Gram-positif.

Lors d’un autre crible mené au laboratoire, l’équipe de Dominique Ferrandon

a identifié une mutation nommée osiris (osi) (Gobert et al., 2003). Le phénotype

des mutants osi est identique à celui des mutants seml, c’est-à-dire qu’ils sont

particulièrement sensibles à des infections bactériennes à Gram-positif, tout en

ayant une réponse de type sauvage aux autres types d’infection. La mutation osiris

correspond à l’insertion d’un transposon dans le gène codant pour un membre de la

famille des GNBPs, GNBP-1. Les résultats montrent que PGRP-SA et GNBP-1 forment

un complexe pour reconnaître les bactéries à Gram-positif et ainsi activer la voie

Toll. Une autre étude confirme les résultats de la mutagénèse, montrant que des

individus dans lesquels le gène GNBP-1 a été inactivé par interférence à l’ARN sont

particulièrement sensibles aux infections par les bactéries à Gram-positif et ont le

même phénotype que les mutants seml (Pili-Floury et al., 2004).

III.3 Rôle du TLR de la drosophile, Toll-9, dans la réponse immunitaire

Le récepteur Toll-9, qui ressemble plus aux TLRs de mammifères qu’aux Tolls

de drosophile, est un candidat de choix pour nous aider à mieux comprendre

l’évolution des mécanismes de reconnaissance du non-soi. En effet, comprendre sa

fonction pourrait nous aider à mieux comprendre la fonction de la molécule

ancestrale dont l’évolution a mené à l’apparition de la famille des TLRs.

Nous avons montré que Toll-9 peut activer le promoteur NF-kB-dépendant de

la drosomycine, à la fois dans les cellules S2 et in vivo, et qu’il utilise pour cela la

même voie de signalisation que Toll. Nous avons également montré que Toll-9

interagit avec DmMyD88, comme Toll. Tous ces résultats tendent à impliquer Toll-9

dans la réponse immunitaire de la drosophile. Malheureusement, notre étude de

mutants Toll-9 ne nous a pas encore permis de trouver sa fonction exacte.

Tony Ip a proposé que Toll-9 est un récepteur constitutivement actif (Ooi et

al., 2002). Bien que nous ne soyons pas d’accord avec l’alignement de séquences

dont découle cette hypothèse, nous avons nous-mêmes observé que dans les

cellules MT-Toll-9, l’activation du promoteur de la drosomycine est constitutive,
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même en absence de stimulation du promoteur par le cuivre. Nous avons

également construit des lignées transgéniques permettant la surexpression d’une

version sauvage de Toll-9. Ceci mène à l’expression constitutive de drosomycine,

ce qui tendrait à montrer que le récepteur est en effet constitutivement activé.

Nous savons maintenant que Toll-9 est exprimé dans l’intestin larvaire, or la

drosomycine n’a jamais été détectée dans ce tissu lors des études faites sur la

réponse épithéliale de la drosophile (Ferrandon et al., 1998; Tzou et al., 2000).

Ceci pourrait être du au fait que lors de ces expériences, le germe provoquant la

synthèse de ce peptide dans le tube digestif n’a pas été testé. Il est également

possible que la voie menant à l’expression de la drosomycine n’est pas

fonctionnelle dans l’intestin larvaire. Pour vérifier cette hypothèse, nous avons

procédé à des expériences de spectrométrie de masse MALDI-TOF sur des intestins

de larves surexprimant Toll-9DLRR. D’après nos résultats préliminaires, on détecte

dans ces échantillons un pic correspondant à la Drosomycine. On observe aussi ce

pic, quoique plus faiblement, dans des intestins de larves surexprimant la version

sauvage de Toll-9 (données non montrées). Ceci indique que la voie de synthèse de

la Drosomycine est fonctionnelle dans le tube digestif des larves. Toutefois, on ne

peut en conclure que l’induction de la synthèse de Drosomycine par Toll-9 dans ce

tissu particulier est physiologique. En effet, il s’agit d’expériences dans lesquelles

on force l’expression du récepteur. Ainsi, il est fort possible que les cellules de

l’intestin  qui expriment la Drosomycine dans ce cas ne sont pas celles qui

expriment Toll-9 à l’état sauvage. De la même façon, on peut envisager que, dans

ce tissu, le promoteur de la drosomycine n’est pas la seule cible physiologique de

Toll-9 et que le récepteur active aussi d’autres gènes dans l’intestin.

En effet, si Toll-9 peut activer le promoteur de la drosomycine, il n’est pas

certain que ce soit sa seule cible. Les puces à ADN que nous voulons établir et que

j’ai mentionnées plus haut devraient nous révéler d’autres cibles de Toll-9, que

nous pourrions alors étudier au niveau de l’intestin.

Une des choses les plus intéressantes sera de savoir si Toll-9 fonctionne

comme un véritable PRR, c’est-à-dire s’il est activé directement par un PAMP, ou

s’il est, comme Toll, activé par la liaison d’un ligand endogène de type cytokine.

Etant donné que Toll-9 ressemble plus aux TLRs qu’à Toll, il y de fortes chances

pour que Toll-9 reconnaisse un PAMP particulier, comme ses homologues de
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mammifères. Pour tester cette hypothèse, nous sommes en train de cloner le gène

Toll-9 dans un plasmide permettant son expression dans des cellules de

mammifère. En collaboration avec Ruslan Medhzitov à Yale, nous allons tester les

PAMPs qui activent les TLRs et nous espérons que cela nous permettra de trouver le

ligand qui permet à Toll-9 d’induire la translocation nucléaire d’un facteur de

transcription de type NF-kB.
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En conclusion, il apparaît que la réponse immunitaire repose sur des

mécanismes de reconnaissance et d’activation différents chez la drosophile et chez

les mammifères. Il semble que l’évolution ait privilégié la conservation de

«!cassettes moléculaires!» plutôt que de voies de signalisation entières, comme le

montre le complexe récepteur transmembranaire domaine TIR/adaptateur MyD88/

kinase IRAK. En ce qui concerne le système de reconnaissance, il semble très

différent chez la drosophile et chez les mammifères!: il repose en effet sur la

reconnaissance de motifs microbiens différents par des récepteurs différents. Par

exemple, les PGRPs de la drosophile et les NODs de mammifères reconnaissent tous

deux des sous-structures particulières du Peptidoglycane et ne présentent pas

d’homologies structurales (revu dans (Ferrandon et al., 2004)).

Il n’y aurait donc pas de PRR conservé de façon universelle. En effet, à

l’inverse des TLRs, Toll ne fonctionne pas comme un PRR, la famille GNBP/bGRP

est pratiquement absente chez les deutérostomiens et bien que la famille des

PGRPs existe chez les mammifères, il n’y a aucune preuve à ce jour que ses

membres fonctionnent comme des PRRs.

Le cas de Toll-9 est une exception!: il est structuralement proche des TLRs et

savoir s’il possède une fonction homologue à celle des TLRs, notamment s’il

fonctionne comme un PRR ou non, nous apportera des informations précieuses sur

la conservation des systèmes de reconnaissance du non-soi au cours de l’évolution.
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