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> Le Prix Nobel de physiologie ou médecine met
a I’honneur en 2011 des travaux portant sur les
mécanismes d’activation de la réponse immu-
nitaire par les cellules et les récepteurs de I'im-
munité innée. Ralph Steinman est récompensé
pour la découverte cruciale des cellules dendriti-
ques, Bruce Beutler et Jules Hoffmann partageant
I’autre moitié du prix pour la découverte du réle
essentiel joué par les récepteurs Toll dans la
détection des infections microbiennes. <

Les récepteurs Toll doivent leur nom & un géne de la
drosophile, Toll, qui signifie super ou fantastique en
allemand vernaculaire. Le nom fut choisi par Christiane
Nusslein-Volhard (elle-méme colauréate du Prix Nobel
de physiologie ou médecine en 1995 pour ses travaux
de génétique sur le développement embryonnaire de la
drosophile) pour qualifier les phénotypes causés par
les mutations d’un gene impliqué dans la différencia-
tion de I’axe dorso-ventral de I’embryon : alors que les
mutations de certains alleles du géne Toll (mutations
perte de fonction) causent un phénotype dorsalisé de
I’embryon (’embryon ne produit que des structures dor-
sales, méme en position ventrale), d’autres (mutations
gain de fonction) produisent une ventralisation specta-
culaire [1]. €n fait, il s’est avéré que le récepteur Toll
est doublement fantastique : il joue aussi un role clé
dans la réponse immunitaire chez la mouche adulte, et
ses homologues chez les mammiféres ont une fonction
primordiale dans "immunité innée. Il est vraisemblable
que la fonction originelle des récepteurs Toll chez I’an-
cétre commun des métazoaires, vivant il y a pres de 750
millions d’années, était immunitaire.

Uimmunité innée représente la premiére et souvent la
seule ligne de défense contre les infections chez tous
les animaux, vertébrés et invertébrés, et permet de
contenir la plupart des infections. €n outre, les cyto-
kines et les molécules de costimulation induites par la
réponse immunitaire innée jouent un rdle critique dans
I’induction et I'orientation du type de réponse immuni-
taire adaptative chez les mammiféres. Charles Janeway,
malheureusement décédé en 2003, fut le premier a sai-
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sir 'importance de ce concept et a reconnaitre que la réponse immu-
nitaire a une infection implique non seulement des déterminants
antigéniques, mais aussi des caractéristiques ou formes moléculaires
(patterns) partagées par les agents infectieux mais absentes des
cellules de ’hdte [2]. Ses travaux ont conduit @ une renaissance de
I’étude de I'immunité innée chez les mammiferes depuis une vingtaine
d’années.

Pattern recognition receptor :
du concept a la découverte des Toll-like receptors

Lhypothese des pattern recognition receptors

Dans un article de 1989, C. Janeway a insisté sur le fait que, en plus
du signal apporté par Iinteraction du récepteur de I"antigene avec
son ligand spécifique, les lymphocytes avaient besoin d’un deuxieme
signal, provenant des cellules présentatrices de I’antigéne, pour étre
activés. €n effet, bien que capable de générer des anticorps suscep-
tibles de reconnaitre n’importe quel épitope, le systéme immunitaire
adaptatif est incapable d’en déterminer I’origine, microbienne et
donc potentiellement dangereuse ou inoffensive car non infectieuse.
C. Janeway postula I’existence de récepteurs particuliers portés par les
cellules présentatrices de I’antigene, les pattern recognition receptors
ou PRR. Ceux-ci auraient été sélectionnés au cours de I"évolution
pour leur capacité a reconnditre les molécules microbiennes. Comme
ces récepteurs devaient étre limités en nombre et codés par la lignée
germinale (a la différence des récepteurs de I'antigéne de "immunité
adaptative, formés par des réarrangements de genes et des mutations
spécifiqguement dans le génome des cellules T et B), il proposa que les
molécules reconnues par les PRR devaient remplir les trois propriétés
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suivantes : (1) étre absentes de I’hdte, de facon a permettre une
discrimination soi versus non-soi ; (2) &tre partagées par de nom-
breux microorganismes, de fagcon a permettre la reconnaissance d’une
large gamme de microbes par un petit nombre de récepteurs ; (3) étre
essentielles a la survie du micro-organisme, de fagon a éviter la surve-
nue de mutations permettant d’échapper a la reconnaissance [2]. On
peut citer comme exemples de patterns microbiens les lipopolysaccha-
rides (LPS) présents dans la membrane externe de toutes les bactéries
a Gram négatif, les ARN double brin qui se forment dans le cytosol lors
de la réplication de la plupart des virus, le peptidoglycane, les lipo-
peptides ou encore les motifs d’ADN CpG non méthylés bactériens ou
viraux. On savait a I"époque que la plupart de ces molécules étaient
capables d’induire des cascades de signalisation activant les facteurs
de transcription de la famille NF-KB et conduisant a 'inflammation,
mais on ignorait la nature des récepteurs impliqués. €n dépit de I’in-
térét manifesté pour le concept des PRR, la quéte de ces récepteurs
demeura longtemps infructueuse, a tel point qu’une théorie alterna-
tive fut proposée par P. Matzinger en 1994 : cette théorie postule que la
reconnaissance de signaux de danger, plutot que la reconnaissance du
non-soi, joue un réle primordial dans I’induction de la réponse immu-
nitaire [3]. Cependant, c’est de travaux portant sur un organisme
dépourvu de réponse adaptative qu’est venue 'indication essentielle
qui a permis d’identifier les premiers PRR des mammiferes.

Peptides antibactériens et Toll, I'importance du modele drosophile
La détermination du rdle critique joué par les récepteurs Toll est venue
d’un ensemble d’études sur I'immunité de la mouche du vinaigre, Dro-
sophila melanogaster [33]. Chez de nombreuses espéces d’insectes, les
infections déclenchent la sécrétion dans I’hémolymphe (I’équivalent
du sang) d’une batterie de puissants peptides antimicrobiens. Initia-
lement caractérisés par Hans Boman et ses collegues a Stockholm en
1981 chez le papillon Hyalophora cecropia (qui a donné son nom a la
cécropine, le premier peptide antimicrobien identifié) [4], ces pepti-
des participent également a la défense de I’hGte chez les plantes et les
mammiferes (par exemple, les défensines ot et [3, les cathélicidines).
U'analyse des promoteurs inductibles des génes codant ces peptides,
menée en paralléle sur la cécropine par H. Boman et ses collegues, et
la diptéricine, un nouveau peptide identifié chez les insectes dipteres
(le groupe auquel appartient la drosophile) par Jules Hoffmann et ses
collégues [5, 34], révélérent I'importance de motifs d’ADN fortement
similaires aux sites de fixation décrits pour les facteurs de transcrip-
tion de la famille NF-xB [6, 7]. Ce résultat spectaculaire, qui pour la
premiére fois indiquait que des mécanismes conservés au cours de
I’évolution pouvaient étre impliqués dans le contréle de I"immunité
innée chez les mammiféres et les insectes, et que la drosophile pouvait
représenter un modele utile pour identifier les PRR, fut a I’origine d’un
programme de recherche collaboratif soutenu par le Human frontier
scientific program, et impliquant en particulier les laboratoires de
Jules Hoffmann a Strasbourg (France) et Charlie Janeway a New-Haven
(Yale University, €tats-Unis) [8].

A cette époque, le seul géne NF-KB connu chez la drosophile était
dorsal, qui code le facteur de transcription activé par Toll sur la face
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ventrale de I’embryon. Curieusement, cependant, I'in-
duction de la diptéricine n’est pas affectée dans les
mouches mutantes Dorsal [9]. Les choses s’éclaircirent
lorsqu’un nouveau marqueur de la réponse immunitaire
fut ajouté dans ces études, le gene codant le peptide
antifongique drosomycine, découvert a Strasbourg en
1994 [10]. €n effet, des études génétiques montrérent
que 'induction du géne Drosomycine est contrélée par
un facteur de transcription proche de Dorsal, baptisé DIF
(Dorsal-related immunity factor), et dont I’activité est
régulée par la voie Toll [11, 12]. Un troisiéme membre
de la famille NF-KB chez la drosophile, Relish, contrdle
Iexpression de la Diptéricine en réponse a I'activation
de I'autre voie de signalisation de la réponse immuni-
taire, la voie IMD (immune deficiency) [13, 14].

La découverte de TLR4 chez ’lhomme

Le résultat le plus marquant obtenu par le groupe de
Strasbourg était que les mouches mutantes pour le gene
Toll, dans lesquelles I'induction du gene Drosomycine est
fortement réduite, présentaient une forte susceptibilité
aux infections fongiques et succombaient rapidement a
une infection par le champignon opportuniste Aspergillus
fumigatus [11]. Lorsque cette découverte fut présentée
dans le cadre de la collaboration entre les laboratoires
de Strasbourg et de Yale, elle déclencha immédiatement
la recherche d’orthologues de Toll chez les mammiferes,
et le premier Toll humain fut décrit par Ruslan Medzhitov
et Charlie Janeway en 1997 [15]. Ce travail se limitait
cependant a la démonstration qu’une version constitu-
tivement active d’un homologue humain de Toll pouvait
induire I'expression de cytokines et de la molécule de
costimulation CD80 dans des cellules transfectées. Les
données cruciales montrant que les Toll-like receptors
(TLR) jouent un rdle important dans la réponse aux
infections et établissant le lien entre ces récepteurs et
la détection de ligands microbiens furent obtenues par
Bruce Beutler et ses collaborateurs. Bruce Beutler avait
purifié et cloné le tumor necrosis factor (TNF) lors de
ses premiers travaux scientifiques commencés apres des
études de médecine [16]. Il avait par la suite développé
des inhibiteurs recombinants du TNF qui ont conduit au
développement de I’€tanercept, utilisé dans le traite-
ment de maladies auto-immunes telles que les polyarth-
rites rhumatoides ou le psoriasis [17, 35]. Ses études
ont porté par la suite sur les mécanismes conduisant
a I'induction du TNF, en particulier par le LPS. €n effet,
celui-ci déclenche une réponse inflammatoire qui peut
aboutir a un choc septique a I’origine de nombreux déces
[18]. Les souris des souches C3H/He) et C57BL/10ScCr,
qui sont insensibles au LPS, étaient particulierement
intéressantes. Bruce Beutler a alors entrepris le clonage
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Figure 1. Les fonctions des récepteurs Toll chez la drosophile et les mammiféres. Chez la drosophile, Toll joue un réle dans la détermination de I’axe

dorso-ventral de ’embryon et dans la réponse immunitaire. Dans les deux cas, Toll est activé par une cytokine apparentée aux neurotrophines,

Spaetzle, et régule I’activité de facteurs de transcription de la famille NF-KB (Dorsal et DIF). Spaetzle est activée par clivage protéolytique, en

réponse a la détection d’un signal développemental ou d’une infection (non-soi ou danger infectieux). Chez les mammiféres, les Toll-like receptors

sont activés par la reconnaissance de molécules microbiennes soit a la surface de la cellule, soit dans les endosomes. Médaillon :

ectomaines de deux TLR.

positionnel du gene impliqué dans la résistance au LPS chez ces souris.
Apres des années d’efforts, ayant cartographié génétiquement le gene
muté dans une région de 2,6 Mb, il n’a pas hésité a séquencer cette
région sur ses propres deniers, ses crédits de recherche étant épuisés. Ce
séquencage révéla la présence d’un gene apparenté a Toll dans la région,
TLR4. €n outre, des mutations inactivant le géne furent identifiées dans
les deux souches C3H/He) et C57BL/10ScCr [19]. Ce résultat indiqua
que TLR4 joue un rdle essentiel dans la reconnaissance du LPS, faisant
de ce récepteur jusque-la orphelin le premier bona fide PRR. C’est ce
travail remarquable qui vient d’étre récompensé par le Comité Nobel.
La création et la caractérisation du phénotype de souris mutantes pour
les récepteurs TLR2 et TLR4 par le groupe de Shizuo Akira a I'université
d’Osaka confirmerent un an plus tard que les TLR pouvaient induire
NF-KB dans les cellules de mammiferes en réponse a différents types
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structure des

de molécules microbiennes [20]. Dés lors, le décor était
planté pour une étude approfondie du rdle des TLR dans
la détection des patterns microbiens.

Structure et fonction des Toll-like receptors

Nous savons a présent que les TLR, au nombre d’une
dizaine chez les mammiféres, fonctionnent a la mem-
brane plasmique, comme le récepteur du LPS TLR4, ou a
partir des endosomes [21, 36] (Figure 1). Ala membrane
plasmique, TLR2 est associé a TLR6 ou TLR1 pour recon-
naitre les lipopeptides di- ou tri-acylés, respectivement
(Figure 1). TLR5 détecte, lui, une protéine microbienne,
la flagelline. Plus précisément, TLR5 reconnaft un motif
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peptidique essentiel pour la construction du flagelle bactérien, ce qui
explique qu’il soit difficile pour la bactérie de muter cette séquence
afin d’échapper a la reconnaissance par le TLR. Dans le comparti-
ment endosomal, d’autres TLR détectent les acides nucléiques : TLR3
interagit avec les ARN double brin, TLR7 et TLR8 reconnaissent les
ARN simple brin riches en U, et TLRY reconnaft les motifs d’ADN CpG
non méthylés. Ces TLR jouent un role essentiel dans la détection des
infections virales, comme le montre la susceptibilité aux encéphalites
herpétiques d’enfants déficients en TLR3. Plusieurs TLR s’associent a
des corécepteurs pour interagir avec leur ligand. C’est notamment le
cas de la protéine fixant les lipides MD?2 et de la protéine a répétitions
riches en leucine CD14 qui s’associent a TLR4 pour reconnaitre le LPS,
ou du récepteur scavenger CD36 qui s’associe a TLR2 pour détecter les
lipopeptides. €n résumé, les TLR forment une famille de PRR, intera-
gissant avec de nombreuses molécules microbiennes et induisant une
réponse immunitaire innée [21].

La fagon dont les TLR peuvent accommoder une palette de ligands
aussi divers que des lipides, des protéines et des acides nucléiques
est longtemps restée mystérieuse. En effet, tous les TLR ont la méme
organisation structurale, avec un ectodomaine composé de répétitions
riches en leucine (LRR) et un domaine cytoplasmique de 150 acides
aminés environ homologue a celui du récepteur de I'interleukine-1
(domaine TIR pour Toll/IL-1R). Comme tous les domaines LRR, I’ecto-
domaine des TLR forme une structure caractéristique en forme de fer
a cheval. Uanalyse structurale de quelques membres de la famille des
TLR @ montré une étonnante versatilité dans les interactions avec les
ligands. Dans le cas de TLR1 et TLR2, les chalnes acyl des lipopeptides
se logent dans des cavités hydrophobes situées sur la face convexe
des deux sous-unités, induisant ainsi leur rassemblement. Dans le
cas de TLR4, le ligand est un complexe formé par le LPS et la protéine
globulaire MD2, qui abrite le lipide A du LPS dans une cavité hydro-
phobe. Le complexe se loge dans la surface concave du fer a cheval,
interagissant avec les acides aminés de I'extrémité amino-terminale
et la région centrale de 'ectodomaine de TLR4. Finalement, dans le cas
de TLR3, la double hélice d’ARN interagit avec deux sites distincts pro-
ches des extrémités amino- et carboxy-terminales de I'ectodomaine
[22]. Bien que I'image qui se dégage de ces analyses structurales soit
celle d’une grande diversité dans les stratégies d’interaction avec leur
ligand, dans tous les cas les ligands induisent un rapprochement des
extrémités carboxy-terminales des ectodomaines, qui déclenche la
signalisation intracellulaire [23].

TLR : de la biologie fondamentale
aux applications

Depuis le début des années 2000, le nombre de publications sur les
récepteurs Toll-like a explosé. Méme si il reste des zones d’ombre, par
exemple en ce qui concerne le détail structural des interactions entre
TLRS, TLR7, TLRY et leurs ligands respectifs, I’interaction entre les TLR
et les signaux de danger qui les activent, ou encore la régulation de la
localisation subcellulaire des TLR et son impact sur la signalisation,
nous avons aujourd’hui une vision assez complete de la fonction et
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de la régulation des récepteurs Toll/TLR [23]. Il est en
particulier clair que les implications dans le domaine
biomédical de ces travaux, au départ tres fondamen-
taux, sont nombreuses.

Le role des TLR dans la résistance aux infections chez
’lhomme a pu €tre établi dans le cas de TLR3, pour
lequel des mutations perte de fonction prédisposent
aux encéphalites herpétiques [24]. Des mutations dans
d’autres TLR ou dans des molécules impliquées dans la
signalisation TLR (partagée avec les récepteurs de la
famille de I'IL-1) sont associées a d’autres types d’in-
fection, en particulier les bactéries a Gram positif [25].
Ces exemples restent limités en nombre, ce qui peut s’ex-
pliquer par une redondance d’une part entre les TLR eux-
mémes (une bactérie pouvant par exemple activer TLR4,
TLR5 et TLRY) et d’autre part entre les TLR et d’autres PRR
comme les NLR (nod-like receptor) [26] ou les RLR (rig-1
like receptor) [27].

Au-dela d’une meilleure compréhension des mécanis-
mes de résistance/susceptibilité aux infections, les
travaux sur les TLR ouvrent également des perspectives
thérapeutiques dans au moins quatre domaines : I’im-
munothérapie, la vaccinologie, le controle de I"inflam-
mation et I"auto-immunité. Dans le domaine de I'im-
munothérapie, la stimulation de 'immunité innée par
le biais d’agonistes des TLR peut donner des résultats
intéressants dans le cas de pathologies infectieuses
ou de cancers. UALDARA ou imiquimod, un agoniste de
TLR7 commercialisé par 3M est ainsi utilisé pour traiter
les verrues génitales liées au virus du papillome humain,
ou dans certaines applications anticancéreuses [28].
Dans le domaine des vaccins, il est maintenant avéré
que la stimulation des TLR joue un réle important pour
Pinduction de la réponse immunitaire adaptative [29].
Ces résultats ouvrent des perspectives intéressantes
pour le développement de nouveaux adjuvants basés
sur des agonistes de TLR [30]. Une des motivations
ayant conduit Bruce Beutler a I’identification du locus
Ips était de comprendre pourquoi les souris mutantes
ne produisent pas de TNF et ne développent pas de choc
septique lorsqu’elles sont stimulées avec des doses
élevées de LPS. Le choc septique représente une cause
de mortalité importante dans les pays industrialisés et
il est maintenant avéré que dans un certain nombre de
pathologies, comme la grippe, I’ampleur de la réponse
inflammatoire (le fameux cytokine storm) occupe une
place prépondérante dans la gravité des symptomes. Le
développement d’antagoniste des TLR ou des molécules
de signalisation agissant en aval pourrait permettre de
juguler ces effets toxiques et de limiter les dégdts col-
latéraux causés par une inflammation trop forte [28].
Finalement, une activation inappropriée des TLR, en



particulier des TLR endosomaux TLR7 et 9, semble jouer un r6le critique
dans le déclenchement des maladies auto-immunes comme le lupus.
€n effet, des TLR peuvent aussi se lier a des composants du soi qui
normalement ne sont pas exposés [31].

Conclusion

Les travaux sur les récepteurs Toll ont été a I'origine de la renaissance
de I'étude de I"immunité innée et ont engendré un champ de recherche
particulierement actif, par exemple sur les récepteurs intracellulaires
et leur réle dans le déclenchement de I'inflammation pathologique
par I'intermédiaire des « inflammasomes » [32]. Des progrés sont
attendus dans la compréhension des mécanismes de reconnaissance
des parasites par I'immunité innée. Il est vraisemblable que I'immu-
nité innée sera la clé de la compréhension de 'allergie en permettant
d’expliquer pourquoi telle molécule, par exemple une protéase, est
allergénique. Un autre pan de recherche prometteur est celui de la
tolérance aux infections, c’est-a-dire la capacité qu’a 'organisme a
subir et réparer les dommages causés soit par I'infection, soit par sa
propre réponse immunitaire. Quant aux insectes, ils ont encore beau-
coup a nous apprendre, d’une part sur la maniere dont ils servent de

vecteurs pour des maladies humaines,
(=») Voir PPéditorial de

et, plus fondamentalement, sur la nature
F. Renaud, page 919 de ce numéro,

moléculaire des interactions entre un N
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POURQUOI ETUDIER LA DROSOPHILE ?

« Tous les efforts d’un cerveau humain ne pourraient pas arriver a connaitre la nature d’une simple mouche. » a écrit St Thomas d’Aquin.
C’est ce défi qu’essaie pourtant de relever une communauté forte d’au moins 10 000 chercheurs dans le monde. €n dehors de I’élégance
méme du modeéle, les raisons pratiques abondent. Il s’agit d’animaux faciles a élever en laboratoire, nécessitant peu d’espace, tres proli-
fiques, et ayant un cycle de vie court. Au rebours des modeles vertébrés, les considérations éthiques n’entrent pas en jeu. Cependant, ses
atouts maitres sont sa génétique, sa génétique, sa génétique et sa génétique ! C’est I'un des rares organismes ol il est possible de mener a
bien des cribles génétiques a I’échelle du génome entier, ce qui permet d’identifier la plupart des génes impliqués dans le processus étudié.
Par ailleurs, son génome a été séquencé et il est possible de construire aisément des lignées transgéniques, voire de générer des mutations
de maniere dirigée. Il est aussi possible de visualiser expression des génes dans les mouches vivantes, de réaliser des analyses clonales
(afin de déterminer si un géne n’agit que dans la cellule ol il est exprimé ou s’il influence les cellules voisines), d’exprimer des génes dans
un tissu donné a un moment donné. Tous les résultats de la recherche sur cet organisme, des approches de génomique systématique type
MODENCODE (analyse systématique de la structure de tous les génes) aux études de comportement ou évolutives, sont collectés dans une
base de données, Flybase (http://flybase.org). ’échange rapide de lignées publiées, et souvent non publiées, et I’existence de banques
de lignées de drosophiles, constituent une richesse de la communauté permettant ainsi d’avoir acceés a des mutants générés par d’autres
laboratoires.

Comme Morgan I’avait déja noté au début du xx° siecle, les mouches sont généralement résistantes aux infections. Il était donc naturel
d’étudier leur systéme immunitaire en utilisant tous les atouts de sa génétique. Lintérét est ici qu’il est possible de passer rapidement d’un
niveau macroscopique, le phénotype de résistance ou susceptibilité a une infection donnée, au gene, I'absence de réponse immunitaire
adaptative simplifiant les interprétations. Il est ainsi possible d’intégrer les phénomenes de I’échelle cellulaire a celle des populations
et de I’évolution. Par exemple, nous connaissons le génome de 12 especes de drosophiles et le séquencage de 192 souches sauvages iso-
généisées est en cours, ce qui permettra de faire progresser la génétique quantitative de maniere spectaculaire. Le nombre d’animaux a
utiliser pour des expériences de survie a I'infection n’est pas limitant et il a déja été possible de cribler un génome entier pour identifier les
genes impliqués dans la défense contre des infections bactériennes intestinales. Ce type d’étude est aussi étendu au crible de banques de
microorganismes mutants afin d’identifier les facteurs de virulence. La mouche n’étant pas un étre humain, il importe toujours de définir
les avantages et surtout les limites des modeles d’infection développés chez la drosophile avant une généralisation éventuelle.
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