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RESUME

La leishmaniose représente une maladie grave et endémique dans plusieurs
pays en voie de développement et, a ce titre, représente un grave probléme de santé
publique. La forme la plus grave de cette parasitose, la leishmaniose viscérale, est
causée par le parasite L. donovani. Le macrophage, cellule-hdte de ces parasites, joue
un rdle primordial dans la réponse immunitaire, et I’interaction entre les promastigotes
de Leishmania et le macrophage est une étape clé pour le déroulement de I’infection.

Alors que les promastigotes de L. donovani pénétrent silencieusement dans les
macrophages naifs afin d’établir I’infection, les macrophages activés a I’'IFN-y
déclenchent une réponse immunitaire permettant le contréle des parasites. Cette
observation nous a permis d’émettre I’hypothése qu’un récepteur de reconnaissance du
promastigote de L. donovani est induit par I'IFN-y. Dans la premicre publication, nous
avons démontré que TLR3 est le seul TLR dont I’expression est induite par I'IFN-y. De
plus, nous avons démontré que ce récepteur est primordial pour la sécrétion de NO et de
TNF-o par les macrophages activés a I'I[FN-y en réponse aux promastigotes de L.
donovani, et donc dans I’activité leishmanicide de ces cellules. Finalement, nos
résultats confirment le réle de TLR2 dans la reconnaissance des unités répétées des
phosphoglycans de Leishmania et I’implication des TLRs dans !’internalisation des
promastigotes.

En réponse a un pathogene, les macrophages induisent I’expression de
plusieurs génes importants pour le contréle de ’infection. Dans le deuxiéme papier
présenté, nous avons étudié I’effet d’une stimulation de L. donovani sur I’expression des
différents TLRs. Nos résultats démontrent que les promastigotes induisent 1’expression
de TLR3 suite a leur phagocytose par les macrophages naifs. En plus, Iutilisation de
divers signaux phagocytiques démontre que !’induction de TLR3 fait partie d’un
mécanisme général du macrophage découlant de la phagocytose, permettant ainsi
d’identifier TLR3 comme un « senseur » de particules ingérées.

Les travaux réalisés lors de ces études démontrent que TLR3 est important
pour identifier les particules ingérées. Ainsi, son role dans la reconnaissance et le

déclenchement d’une réponse immunitaire adéquate envers L. donovani est primordial.
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INTRODUCTION




En considérant le nombre d’années perdues pour cause de mort prématurée
ou d’infirmité (DALYs), la leishmaniose est 1a seconde maladie tropicale en importance
aprés la malaria (OMS). Endémique sur tous les continents (3 1’exception de
I’Océanie), cette parasitose constitue un important probléme de santé publique dans un
trés grand nombre de pays sous-développés ou en voie de développement. La recherche
pharmaceutique se concentrant principalement sur les problémes de nos pays
industrialisés et non sur les maladies tropicales, plusieurs de celles-ci souffrent d’un
sous-financement chronique, d’ot I'inclusion de la leishmaniose dans le groupe des
maladies négligées. Regroupées sous le terme de leishmaniose, on retrouve trois
différentes maladies variant en intensité et manifestations cliniques. Alors que la
leishmaniose cutanée se résorbe généralement d’elle-méme, la leishmaniose viscérale
est mortelle si non traitée. Ainsi, Leishmania donovani, I’agent causal de la
leishmaniose viscérale, est un important pathogéne humain. Les leishmanies sont des
parasites biphasiques alternant entre deux formes : les promastigotes dans leur vecteur,
la mouche des sables, et les amastigotes dans les phagolysosomes des macrophages.
Inoculés dans le sang de I’hdte mammifeére lors d’un repas sanguin par une mouche des
sables infectée, les promastigotes sont rapidement phagocytés par les macrophages.
Suite 4 leur internalisation, ceux-ci se différencient en amastigotes, soit la forme
pouvant survivre et proliférer dans I’environnement hostile du phagolysosome. Cette
étape du contact initial entre le promastigote et le macrophage représente 1’étape-clé
dans I’établissement de I'infection. De nombreuses études ont démontré in vivo que le
patron de cytokines dans I’environnement est un élément essentiel. Alors qu’un
environnement de type Th2 (IL-4, IL-10) permet I’établissement de I’infection et
ultimement le développement de la leishmaniose, un patron en cytokines de type Thl

(IL-12, IFN-vy) confere la résistance envers les leishmanies.

Depuis une dizaine d’années, plus précisément depuis la découverte et la
caractérisation des Toll-like receptors (TLRs), I’immunité innée occupe une place de
choix dans la recherche envers les différents microorganismes pathogénes.

Anciennement considérée comme étant trop primitive, ’immunité innée permet



maintenant, depuis la caractérisation des TLRs, de bien comprendre la réponse envers
différents microorganismes. En effet, ces récepteurs transmembranaires de type I
reconnaissent des motifs moléculaires associés aux microorganismes pathogénes
(PAMPs) et déclenchent la réponse immunitaire appropriée afin de combattre

I’envahisseur.

En réponse a une attaque par un microorganisme, la cellule immunitaire
entreprend une reprogrammation intensive de son transcriptome. Via I’induction de
différents genes, la cellule acquiert les armes nécessaires 3 combattre avec succeés cet
ennemi. L’étude des génes régulés positivement suite 3 la rencontre avec I’envahisseur
donne un indice quant a I’identité des protéines nécessaires 4 une réponse immunitaire
appropriée. D’ailleurs, I’augmentation de 1’expression d’un TLR suite 3 une stimulation
par un microorganisme pathogéne est généralement un indice de son implication dans la

réponse immunitaire.

Tel que mentionné précédemment, I’interaction entre les promastigotes et le
macrophage est I’étape fondamentale dans 1’établissement de I’infection. Plusieurs
études ont démontré que in vitro, les macrophages préalablement activés a I’TFN-y
peuvent adéquatement tuer et donc résister a une infection par Leishmania. Dans notre
laboratoire, nous avons précédemment démontré que, chez les macrophages activés a
PIFN-y, les voies de signalisation p38 MAPk et ERK1/2 sont activées en réponse aux
promastigotes de L. donovani. De plus, chez ces macrophages, I’infection résulte en la
translocation nucléaire des facteurs de transcription NF-kB et AP-1 ainsi qu’en la

sécrétion de NO, IL-1 et TNF-a.

Etant donné I’importance des TLRs dans Ia réponse immunitaire innée envers
de nombreux microorganismes pathogénes, plusieurs groupes se sont penchés sur le réle
de ces récepteurs dans la reconnaissance et la réponse immunitaire envers les
leishmanies.  Jusqu’a présent, deux différents TLRs ont été relié i la réponse

immunitaire envers L. major, soit TLR2 et TLR4. Cependant, ces deux récepteurs sont




exprimés chez les macrophages au repos, ils ne peuvent donc pas, a eux seuls, expliquer
la différence dans la réponse immunitaire entre les macrophages naifs et activés a
I’IFN-y . Ainsi, nous avons émis I’hypothése qu’un récepteur de reconnaissance est
induit par I'IFN-y et confére la résistance aux leishmanies chez ces macrophages. Ce
projet de recherche a donc comme objectif général de comprendre le réle des PRRs
dans la réponse immunitaire envers L. donovani. Plus spécifiquement, deux objectifs

peuvent ressortir de I’ensemble des travaux effectués :

1) Identifier et caractériser le récepteur présent chez les macrophages activés a

I’IFN-y qui permet efficacement de combattre une infection par L. donovani

2) Etudier I’effet de L. donovani sur ’expression des différents TLRs dans les

macrophages au repos

Les différents résultats obtenus lors de ces longues années de doctorat sont ici
présentés en deux articles. Le premier, traitant du réle de TLR2 et TLR3 dans la
reconnaissance des promastigotes de L. donovani, a été publié plus tot cette année dans
European Journal of Immunology. Le second article est présentement sous forme de
manuscrit et sera soumis incessamment a Journal of Immunology. Suite a la publication
du premier article, le journal Modern. Aspects of Immunobiology nous a contacté afin
d’écrire un résumé de nos travaux sous la forme d’interview (Annexe I). Pour débuter
cette thése, la revue de littérature qui suit permet d’exposer 1’état des connaissances
dans les quatre domaines importants dans cette recherche, soit 1) Leishmania, 2)

I’immunité innée, 3) les TLRs et 4) I’interaction Leishmania/macrophage.
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1 Leishmania

1.1 Les parasitoses

Depuis les 30 derni¢éres années, la médecine a fait des bonds de géant,
I’espérance de vie augmentant de quatre mois en moyenne a chaque année. Cependant,
les répercussions ne sont pas égales pour tous. Dans nos pays industrialisés, les
maladies causées par les parasites ne représentent environ qu’1% des décés annuels.
Cependant, dans les pays en voie de développement ou sous-développés, les parasites
causent environ 40% des mortalités. En 1999, les maladies infectieuses ont causé 14

millions de morts dans ces pays (Organisation Mondiale de la Santé, OMS).

Ce déséquilibre se refléte aussi dans I’industrie pharmaceutique. Entre 1975 et
2000, 1393 nouveaux médicaments ont été homologués. De ce nombre, seulement 15
nouveaux médicaments ciblent les maladies infectieuses. Par opposition, 179 nouveaux
médicaments ont ét¢ homologués pour les maladies cardio-vasculaires seulement
(Trouiller et al., 2002). Devant cette situation trés préoccupante, I’OMS a démarré en
1975 le programme «Tropical disease research (TDR)» afin de favoriser la recherche
sur dix grandes maladies infectieuses négligées soit 1) la trypanosomiase africaine
(maladie du sommeil), 2) la fiévre dengue, 3) la leishmaniose, 4) la malaria, 5) la
schistosomiase, 6) la tuberculose, 7) la trypanosomiase sud-américaine (maladie de

Chagas), 8) la lépre, 9) les filarioses lymphatiques et 10) I’onchocerciase (OMS, TDR).

1.1.1 La leishmaniose

Environ 12 millions de personnes réparties dans 88 pays souffrent de
leishmaniose avec deux millions de nouveaux cas déclarés a chaque année (1,5 millions
leishmaniose cutanée, 500 000 leishmaniose viscérale) (Figure 1). Selon P'OMS, la
leishmaniose cause 2,4 millions DALYSs (disability-adjusted life years-nombre d’années

perdues pour cause d’infirmité ou de mort prématurée) et 70 000 décés annuellement.
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FIGURE 1: DISTRIBUTION DE LA LEISHMANIOSE La leishmaniose est décelée dans 88
pays a travers le monde. A) L’Afghanistan, I’Arabie Saoudite, I’Algérie, le Brésil,
I'Iran, I’Irak, la Syrie et le Soudan regroupent 90% des cas de leishmaniose cutanée.

B) Le Brésil, I’'Inde et le Soudan regroupent 90% des cas de leishmaniose viscérale.




Endémique principalement en Amérique du Sud, en Asie du Sud-Est et en Afrique sub-
saharienne, la leishmaniose est considérée comme une maladie de la pauvreté. En effet,
les personnes atteintes de cette parasitose vivent principalement dans les zones rurales
et les banlieues défavorisées des pays en voie de développement. Par exemple, une
étude récente en Inde a démontré que 88% des personnes atteintes avaient un revenu
inférieur a 2§ US par jour, un environnement socioculturel pauvre et un faible taux
d’éducation (rapport annuel, TDR 2005). De plus, les principales épidémies de
leishmaniose au Soudan suivent les grands mouvements de populations causés par les

inondations, les famines et les conflits (Zijlstra et El-Hassan, 2001).

Le terme leishmaniose réfere a trois maladies différentes ayant des
manifestations cliniques distinctes et étant causées par différentes espéces du parasite
Leishmania spp. La leishmaniose se manifeste généralement suite & 1’inoculation des
parasites par la mouche des sables (sandfly) femelle du genre Phlebotomus sp. (Ancien
monde) ou Lutzomyia sp. (Nouveau monde) lors d’un repas sanguin. Cependant, la
transmission de la leishmaniose peut aussi survenir via le sang soit par 1’utilisation de
seringues infectées, transfusion sanguine ou transplantation d’organes (Amela et al.,
1996, Singh et al., 1996, Barsoum, 2004).

1.1.1.1 La leishmaniose cutanée

La forme la plus bénigne, mais la plus répandue (1,5 millions de nouveaux cas
par année) est la leishmaniose cutanée. Cette maladie est caractérisée par l'apparition de
papules rouges sur la peau au site d’inoculation quelques jours ou semaines aprés
I'infection (Figure 2B). Ces papules peuvent ensuite former un ulcére. Heureusement,
la leishmaniose cutanée est généralement sans conséquence grave pour une personne
possédant un systéme immunitaire normal, les 1ésions se résorbant d’elles-mémes aprés
quelques mois (Murray et al, 2005). Ainsi, les principaux stigmates des patients
atteints de leishmaniose cutanée sont sociaux et non médicaux. Endémique dans de
nombreux pays, 90% des cas se retrouvent en Afghanistan, Arabie Saoudite, Algérie,
Brésil, Iran, Irak, Syrie et Soudan (Figure 1A) (OMS). D’ailleurs, dés le XV*™ et




xvireme siécle, des textes Incas mentionnent cette mystérieuse « maladie des Andes »
affligeant de nombreux agriculteurs. En plus, des fouilles archéologiques ont révélé des
statues de 1’époque pré-colombienne présentant des visages avec les symptomes de la
leishmaniose (Figure 2A) (OMS). Les trois principales espéces du parasite causant la

leishmaniose cutanée sont L. major, L. tropica et L. mexicana.

1.1.1.2 La leishmaniose muco-cutanée

Une variante de la leishmaniose cutanée se retrouve en Amérique centrale,
entre le centre du Mexique et le nord de 1’Argentine, principalement en Bolivie, au
Brésil et au Pérou (90% des cas). La leishmaniose muco-cutanée (ou espundia), comme
la leishmaniose cutanée, cause I’apparition de papules rouges et, éventuellement,
d’ulcéres au site d’inoculation. L’agent responsable de cette maladie, L. braziliensis,
posséde un tropisme pour les macrophages du pharynx, de la bouche et du nez. Suite a
la résorption de I’ulcére cutané, on observe (méme quelques années aprés la guérison)
I’apparition d’une dégénérescence des tissus et méme ’apparition de nécroses. Ainsi,
cette forme de la maladie cause des déformations via la destruction du nez, lévres,
palais et pharynx des patients infectés (Figure 2C). Cette maladie n’est pas mortelle en
soi mais la formation de grandes plaies ouvertes favorise les infections secondaires

potentiellement mortelles (Murray et al., 2005).

1.1.1.3 La leishmaniose viscérale

La leishmaniose viscérale, aussi appelée Kala-Azar (fiévre noire en Hindi) est
la forme la plus grave de cette maladie. Si elle n'est pas traitée, la mort s'ensuit entre 6
mois et quelques années aprés l'infection. Trois différentes régions sont
particuliérement affligés par la leishmaniose viscérale : le Brésil, I’Inde et le Soudan
(figure 1B). Ce demier pays représentant méme le foyer initial de la leishmaniose
viscérale (Pratlong et al., 2001). La grande épidémie de leishmaniose viscérale dans le

sud du Soudan entre 1984 et 1994 a causé plus de 100 000 morts, ce qui représente



Sources : A) et E) OMS; B) et C) Herwaldt (1999); D) Zijlstra et al. (2003)

FIGURE 2 : LA LEISHMANIOSE A) Statuette pré-colombienne présentant les symptomes
de la leishmaniose B) Papule typique de la leishmaniose cutanée C) Destruction de la
cloison nasale, symptome de la leishmaniose muco-cutanée D) Nodules caractéristiques
de la leishmaniose cutanée post-Kala-Azar (PKDL) E) Hépatosplénomégalie causée

par la leishmaniose viscérale.
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environ le tiers de la population de cette région (Seaman et al, 1996). En Inde,
seulement dans la province de Bihar, au nord-est du pays, de 100 a 200 000 cas sont

détectés par année (OMS).

Les principales espéces de Leishmania causant la leishmaniose viscérale sont
L. donovani et L. infantum (Vieux monde) et L. chagasi (Nouveau monde). Cette
maladie ne cause pas de papules au site d’inoculation. Cependant, les parasites
responsables de cette forme de maladie infectent préférablement les macrophages de la
rate, du foie et de la moelle osseuse. Ainsi, on observe une augmentation de la taille de
la rate et du foie (hépatosplénomégalie) et s’accompagne de fiévre, nausées, et diarrhées
(Figure 2E) (Zijlstra et El-Hassan, 2001).

En plus des facteurs biologiques, les facteurs sociaux jouent aussi un role
important dans le développement de la leishmaniose viscérale. Une étude
épidémiologique dans le village de Barbar El Fugara au Soudan lors de 1’épidémie des
années 1995 a 1999 a démontré que méme si tous les villageois ont été exposés au
parasite, environ 20% ont développé la maladie. Les facteurs prédisposant 4 la maladie
sont I’age (les enfants et les adolescents sont plus susceptibles) et ’origine ethnique. La
proximité d’animaux représente un facteur de risque supplémentaire mais seulement au
début de I’épidémie (Bucheton et al., 2002).

Suite & la leishmaniose viscérale, certains patients verront I'apparition de
nodules dépigmentés a la surface de la peau (Figure 2D). Cette forme, nommée
leishmaniose cutanée post-Kala-Azar (PKDL), apparait généralement entre 0,5 et 13
mois apres la leishmaniose viscérale. Cette maladie est surtout décelée au Soudan ot
jusqu’a 60% des patients développent un PKDL (Berman, 2006). Ces symptomes sont

defigurant mais se résorbent généralement d’eux-mémes (Zijlstra et al., 2003).
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1.1.1.4 Co-infections Leishmania/VIH

Etant donné que Leishmania se retrouve dans les pays tropicaux, ou sont
détectés de nombreux autres parasites, certaines personnes sont infectées par plusieurs
parasites. Dans la littérature, on dénote d’ailleurs de nombreux cas de co-infections, ces
personnes étant atteintes de leishmaniose avec la malaria, tuberculose ou schistosomiase
(Zijistra et El-Hassan, 2001, Murray et al., 2005). Cependant, depuis quelques années,
un nombre grandissant de personnes sont infectées par Leishmania et le VIH. Ces co-
infections sont relativement nouvelles mais extrémement séricuses et progressent
rapidement. Présentement, la majorité des cas surviennent dans le bassin méditerranéen
mais, vu la situation critique du SIDA en Afrique, il est prévisible que le nombre de ces
co-infections va grandement augmenter sur ce continent (Dujardin, 2006). Tel que
mentionné précédemment, un faible pourcentage des personnes en contact avec les
mouches des sables infectées déveioppent la leishmaniose viscérale. Cependant, le
SIDA et la leishmaniose viscérale sont reliés en un cercle vicieux. En effet, les patients
immunosupprimés courent de 100 & 1000 fois plus de chance de développer la
leishmaniose viscérale. En plus, les deux maladies se renforcent mutuellement. Ltant
donné que les deux maladies ciblent les mémes cellules, la sévérité des symptomes et
leurs conséquences sont exponentiellement augmentées (Olivier et al., 2003, Cruz et al.,
2006). Preuve de la dangerosité de ces co-infections, des leishmanies hybrides L.
infantum-L. major possédant les caractéristiques enzymatiques des deux espéces ont

récemment €t€ isolés chez deux patients immunosupprimés (Ravel ef al., 2006).

1.1.2 Les traitements

1.1.2.1 Méthodes prophylactiques

Premiérement, la meilleure fagon de ne pas développer la leishmaniose

consiste 4 éviter I’exposition aux pigiires de la phlébotome. Par exemple, I'utilisation

-12-




d’un filet de nuit imprégné d'insecticide, qui empéche la mouche des sables de prendre
un repas sanguin, se révéle une méthode efficace (Bem et al., 2000, Davies et al.,
2003). En plus, ’OMS recommande d’autres méthodes telles que I’épandage
d’insecticides ainsi que 1’établissement d’une séparation claire entre le bétail et la
population (OMS, TDR).

1.1.2.2 Méthodes curatives

La leishmaniose est généralement traitée avec I’administration parentérale de
produits antimoniaux découverts en 1930 (sodium stibogluconate, meglumine
antimonate). Malheureusement, ce traitement nécessite une hospitalisation de plusieurs
semaines, ce qui entraine un coiit prohibitif, et s’accompagne de nombreux effets
secondaires toxiques (Herwaldt, 1999). Depuis quelques années, on observe
l'apparition de résistance. Par exemple, dans la province de Bihar en Inde, jusqu’a 65%
des nouveaux cas de leishmaniose viscérale ne répondent pas au traitement avec les
antimoniaux pentavalents. La situation au Soudan laisse aussi présager ’apparition de
résistances trés prochainement (Guerin et al, 2002). Heureusement, quelques
alternatives existent telles que I’administration d’amphotericine B, qui traite avec succés
97% des cas de leishmaniose viscérale. Cependant cette forme de traitement cause
aussi différents effets toxiques. Ceux-ci peuvent étres renversés par I’administration 2
Iaide de liposomes mais cette formulation est trés dispendieuse (dix fois plus chére que
la forme classique). Ainsi, méme si ces liposomes réduisent significativement la durée
de P’hospitalisation, ils restent inaccessibles dans de nombreux pays (Sundar et
Chatterjee, 2006).

Le miltefosine (un inhibiteur de la biosynthése des phospholipides et des
stérols chez les trypanosomes (Urbina, 1997)) est un nouveau médicament fort
prometteur. De nombreuses études cliniques ont démontré Iefficacité de cette drogue
pour le traitement de la leishmaniose tant viscérale (Sundar et al., 2002, Bhattacharya et
al., 2004) que cutanée (Soto et al., 2004). En plus, ’avantage majeur de ce produit est

qu’il est administré oralement.
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1.1.2.3 Les vaccins

Jusqu'a présent, et malgré de nombreuses tentatives, aucun vaccin intéressant
n'a été développé envers la leishmaniose. La premiére génération de vaccins contre
Leishmania utilisant des parasites tués semble sécuritaire et immunogéne en laboratoire
mais leur efficacité reste a démontrer sur le terrain (Daneshvar et al, 2003).
Présentement, quelques vaccins de seconde génération utilisant différents antigénes des
leishmanies avec ou sans adjuvants sont présentement & ’essai (Khamesipour et al.,
2006, rapport annuel, TDR 2005). Il y a quelques années, la leishmanisation (infection
par L. major vivants produisant une résistance naturelle) donnait de bons résultats pour
prévenir la leishmaniose cutanée mais cette forme de traitement a du étre arrétée car
certaines personnes développaient de graves lésions (Murray et al., 2005). Récemment,
le génome de L. major a été complétement séquencé, ce qui permet d’espérer de
meilleurs médicaments dans les années futures (El-Sayed et al., 2005, Ivens et al.,

2005).

1.2 Les Leishmania

En 1900, Sir William Leishman remarqua, sur un frottis réalisé sur la rate d'un
soldat supposément décédé de la fievre Dum-dum en Inde, la présence de nombreux
corps ovales ou ronds de 2 4 3 pm de diamétre dans les cellules de la rate (Figure 3C)
(Leishman, 1903). Quelques mois aprés la publication de ces observations dans le
British medical journal, le capitaine Charles Donovan déclara qu'il avait réalisé les
mémes observations sur des biopsies d'indiens supposément décédés de la malaria

(Donovan, 1903). Ce parasite fut ensuite nommé Leishmania donovani en leur honneur.

Membres de la famille des Trypanosomatidae, les Leishmania sont des
organismes unicellulaires caractérisés par la présence d’un flagelle et d'un kinétoplaste,
un organelle riche en ADN. Phylogénétiquement, les leishmanies sont séparés en deux

sous-genres : Leishmania et Viannia, selon la position du parasite dans I'intestin du
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Sources: A) et B) Roberts ez al. (2000) ; C) Murray et al. (2005) ; D) OMS ; E) Holm et al. (2001)

FIGURE 3 : LE PARASITE LEISHMANI4A A) Promastigote et B) amastigote de
Leishmania par microscopie électronique a balayage C) Amastigotes dans un
macrophage D) Phlébotome prenant un repas sanguin E) Promastigote de Leishmania

attaché a un macrophage.
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vecteur (respectivement centrale ou postérieure). Comme plusieurs parasites, les

leishmanies sont biphasiques, alternant entre les stades promastigotes et amastigotes.

1.2.1 Cycle de vie de Leishmania

Au niveau morphologique, la forme promastigote (Figure 3A) est caractérisée
par un corps long d'environ 10 pm et étroit d'environ 3 pm. De plus, on observe la
présence d'un flagelle et un dense glycocalyx composé principalement de
lipophosphoglycan (LPG) qui sera discuté prochainement (voir section 1.2.4.1). Quant
a elle, la forme amastigote (Figure 3B et 3C) est plutdt arrondie (3 4 5 um de diamétre),

non flagellée, et posseéde peu de LPG a sa surface.

Le cycle de vie de Leishmania est bien caractérisé (Figure 4). Premiérement,
les leishmanies sous leur forme promastigote se retrouvent attachés aux cellules
épithéliales du tractus alimentaire de la mouche des sables. Ces promastigotes sont dits
procycliques car ils se multiplient rapidement et sont généralement peu infectieux.
Environ sept jours aprés I’infection de la mouche et suite & un signal encore peu connu,
il y a le déclenchement de la métacyclogénése (Sacks, 1989). Lors de cette étape,
plusieurs modifications, tant morphologiques que biochimiques, permettent aux
promastigotes de devenir infectieux. Entre autres, il y a le doublement des unités
répétées du LPG, le glycocalyx du promastigote passant d'environ 7 nm 4 17 nm. En
plus, des modifications dans la composition du LPG permettent le détachement du
promastigote métacyclique du tractus alimentaire de la mouche et sa migration vers la
partie antérieure du tube digestif. Ainsi, lors du repas sanguin suivant, les
promastigotes métacycliques sont inoculés dans un héte et rapidement phagocytés par
les macrophages (Figure 3D et 3E) (Sacks, 1989, Sacks et al., 2000, Kamhawi, 2006).

Une fois dans le phagosome du macrophage, les promastigotes se différencient

en amastigotes, la forme pouvant survivre et proliférer dans 1'environnement hostile du
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Source : TDR

FIGURE 4 : CYCLE DE VIE DE LEISHMANIA A) Dans la mouche des sables, on retrouve
les Leishmania sous leur forme promastigote. B) Lors d’un repas sanguin, la mouche
des sables inocule les promastigotes dans 1’hote mammifére. C) Les promastigotes sont
phagocytés par les macrophages. D) Les Leishmania se différencient en amastigotes et
proliféerent dans les phagolysosomes. E) Les amastigotes causent la destruction du
macrophage et infectent les macrophages avoisinants. F) Lors d’un repas sanguin, la
mouche des sables ingére des amastigotes, ils se différencient en promastigotes dans la

mouche des sables.
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phagolysosome. La multiplication des amastigotes dans le macrophage entraine
ultimement sa lyse et le relargage des parasites dans la matrice extracellulaire. Ces
amastigotes sont ensuite phagocytés par les macrophages environnants. Lorsqu’une
mouche des sables prend un repas sanguin sur un héte infecté, elle ingere ainsi des
macrophages contenant les amastigotes. Dans la mouche des sables, les amastigotes se
différencient sous leur forme promastigote, complétant ainsi le cycle de vie des

leishmanies (Figure 4).

1.2.2 La mouche des sables

Au début du XX®™ sitcle, devant Pincapacité a induire artificiellement la
leishmaniose directement aux humains, le réle primordial du vecteur dans la
transmission des leishmanies fut démontré en 1942. Signe des temps et des normes
éthiques différentes d’aujourd’hui, le rdle de Phlebotomus argentipes dans la
transmission de L. donovani fut démontré grice i cing « volontaires » qui ont
développés la leishmaniose viscérale aprés un contact avec ces mouches infectées
(Swaminath er al., 1942, 2006).

Les parasites du genre Leishmania sont transmis lors du repas sanguin de la
mouche des sables femelle de genre Phlebotomus (Vieux monde) ou Lutzomyia
(Nouveau monde) (Figure 3D et Tableau I). Jusqu’a présent, environ 70 des 1000
espéces différentes de mouche des sables peuvent transmettre les Leishmania. Lors
d’un repas sanguin, il a été estimé que la mouche régurgite environ 1000 promastigotes
métacycliques (Rogers ef al., 2004). Ainsi, selon ces conditions, on observe un ratio
parasitaire assez faible d’environ 0,03 4 0,1 parasite par phagocyte. Cette faible densité
permettrait aux promastigotes d’étre « ignorés » par le systéme immunitaire de I’héte,
facilitant ainsi I’établissement de I'infection (De Almeida, 2002, De Almeida et al.,
2003). Comme la majorité des vecteurs des parasites, les mouches des sables ont un
patron d’activité nocturne. Leur activité augmente peu apres le coucher du soleil et

décline progressivement jusqu’a peu aprés le lever du soleil, avec un pic entre 20h30 et
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23h30. De plus, leur activit¢ diminue quand la température descend sous 24°C

(Morrison et al., 1995).

Selon plusieurs études de terrain, il existe une forte corrélation évolutionnaire
entre I’espéce de Leishmania et son vecteur (Tableau I), cette spécificité est due a la
structure du LPG (Killick-Kendrick, 1985). Par exemple, P. papatasi est une espéce de
mouche présente dans plusieurs régions endémiques de leishmanioses causées par
plusieurs espéces du parasite. Cependant, seulement L. major peut croitre et se
développer dans cette espéce (Pimenta et al., 1994, Sacks et al., 1994). En effet, il a été
montré que dans P. papatasi, L. major et L. donovani sont présents en grand nombre
aux jours deux et trois apres le repas sanguin. Cependant, aux jours quatre a sept, soit
peu aprés que le repas sanguin fut digéré et excrété, le taux d’infection reste 4 90% pour
L. major alors qu’il ne reste plus de L. donovani (Pimenta et al., 1994, Kamhawi et al.,
2000). Dans la mouche des sables, le parasite doit résister aux nombreux enzymes
protéolytiques présents dans le tractus alimentaire de la mouche suite & un repas
sanguin. Des études ont démontré que ces enzymes de P. papatasi sont inhibés par une
infection par L. major mais pas par d’autres espéces (Schlein et Romano, 1986,
Borovsky et Schiein, 1987). Cette inhibition est causée par les glycoconjugués (LPG,
PPG, sAP) de Leishmania, les mutants pour ces molécules étant tués en 24 heures aprés
le repas sanguin (Sacks et al., 2000). En plus de résister aux enzymes
protéolytiques, le parasite doit s’accrocher efficacement aux cellules épithéliales du
tractus alimentaire afin de ne pas étre excrétés en méme temps que les déchets du repas

sanguin. Tel que mentionné précédemment, le LPG est responsable de cette spécificité.

Un autre point intéressant concernant la mouche des sables est sa salive. En
effet, plusieurs études démontrent le role de la salive dans la modulation de la réponse
immunitaire de ’hdte et ultimement, favorise I’établissement de I’infection. L’ajout
simultané de lysat de glandes salivaires de P. papatasi lors d’une infection par L. major
augmente grandement la taille et la.charge parasitaire des lésions. En plus, I’ajout de
lysat de glandes salivaires lors de I'infection permet d’observer une corrélation avec

'inhibition des cytokines associées a une réponse Thl (IFN-y, iNOS, IL-12) et
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Parasite Manifestation  Distribution Vecteur
clinique
L. donovani LV; PKDL Chine P. alexandri
Inde P. argentipes
Afrique de I’Est P. martini; P. orientalis
L. infantum LV;LC Europe P. ariasi
Mediterrannée P. langeroni
Chine P. chinensis
L. major LC Afrique; Moyen-Orient;  P. papatasi
Asie du Sud-Est
Afrique P. dubosqi
L. tropica LC Afrique; Moyen-Orient;  P. sergenti
Asie du Sud-Est
Kenya P. saevus
L. aethiopica  LC; LMC Afrique de I’Est P. longipes; P. pedifer
L. mexicana LC Amérique centrale Lu. olmeca
L. chagasi LV Brésil Lu. longipalpis
L. braziliensis LMC Brésil Lu. intermedia; Lu.

whitmanei

Légende : LC : leishmaniose cutanée; LMC : leishmaniose muco-cutanée; LV : leishmaniose viscérale ;
PKDL : leishmaniose cutanée post-Kala-Azar.

Adapté de Sacks (2001)

TABLEAU I : LEISHMANIA ET SES VECTEURS Tableau présentant différentes espéces de

Leishmania, la forme de leishmaniose causée, sa distribution géographique et le vecteur

utilisé pour sa transmission.
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I’augmentation de la cytokine associée a une réponse Th2 (IL-4). D’ailleurs, I’ajout du
lysat seul meéne & la sécrétion d’IL-4 méme en absence de L. major (Belkaid et al.,

1998b, Mbow et al., 1998).

1.2.3 Le RNA editing

Le phénoméne de RNA editing consiste en I’insertion et/ou la délétion
posttranscriptionnelle d’uridine dans des pré-ARNm afin d’obtenir des ARNm matures
préts a étre traduits. Ce phénoméne est observé chez plusieurs organismes mais a été

premiérement décrit dans les mitochondries des trypanosomes (Benne et al., 1986).

Ce mécanisme, essentiel pour la survie des parasites, permet principalement la
synthése des différentes composantes du systtme de phosphorylation oxidatif du
parasite. D’ailleurs, le RNA editing varie selon le stade du parasite 7. brucei (Feagin et
Stuart, 1988). Les pré-ARNm sont codés par de grands ADN mitochondriaux
(maxicircles) alors que les plus petits ADN mitochondriaux (minicircles) encodent les

ARN guides (ARNg).

Ce phénomeéne est particuliérement complexe, 26 enzymes ont ét¢ identifiés
pour leur role dans le RNA editing (Stuart et al., 2005). Premiérement, I’ARNg se lie
en trans au pré-ARNm juste en amont du site d’édition, créant ainsi une structure
ARNdb d’environ 75 nucléotides (Blum et al., 1990, Blum et Simpson, 1990). Cette
structure permet ensuite 1’assemblage de 1’éditosome (Worthey et al., 2003). A ce
moment, le pré-ARNm est clivé au site d’édition par I’action d’une endonucléase.
Ensuite, il peut avoir ajout d’un ou plusieurs uridines en 3’ du fragment 5° du pré-
ARNmMm grace a I’action de la terminal uridylyl transférase (TUTase) (Igo et al., 2002a).
A noter que le nombre d’uridine ajouté dépend de la TUTase présente dans 1’éditosome.
Il peut aussi avoir la délétion d’un ou plusieurs uridines grice a I’action de
I’exonucléase (exoUase) (Igo et al., 2002b). La réaction se termine par 1’action de la
RNA ligase et la séparation des ARNg des pré-ARNm (Figure 5) (Estevez et Simpson,
1999, Simpson et al., 2003, Stuart et al., 2005). Un méme géne peut étre tres fortement
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FIGURE 5 : RNA EDITING Modéle du mécanisme de RNA editing d’insertion. A)
L’ARNg se lie spécifiquement au pré-ARNm B) L’endonucléase clive le pré-ARNm au

site d’insertion C) L’ajout d’uridine est médié par 1’action de la TUTase D) L’ARN

ligase termine la réaction d’editing.
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édité, par exemple, la sous-unité 6 de I’ATPase de T. cruzi nécessite la délétion de 28 et

I’ajout 447 uridines afin d’étre adéquatement traduit (Bhat et al., 1990).

1.2.4 Les glycoconjugués de Leishmania

Les Leishmania possédent un grand nombre de glycoconjugués spécifiques
exprimés soit a leur surface, soit sécrétés. Ces glycoconjugués jouent de nombreux
roles importants pour la survie des parasites et ce autant dans la mouche des sables que
dans les macrophages. Chez les promastigotes, le glycocalyx est composé
principalement des glycoconjugués LPG, gp63, GIPLs et PPG (Figure 6A). D’ailleurs,
il a été montré que la surface des trypanosomes est chargée négativement et varie selon
le stade du parasite. Chez T. cruzi, cette charge négative est due & I’acide sialique
conjugué aux glycolipides et glycoprotéines des parasites (Souto-Padron, 2002).
Cependant, Leishmania ne posséde pas la machinerie enzymatique nécessaire a la
biosyntheése d’acide sialique. Alinsi, il est probable que la charge négative observée a la

surface des leishmanies provient des résidus phosphates des phosphoglycans.

1.2.4.1 Le lipophosphoglycan (LPG)

Une des molécules les plus importantes pour les leishmanies, du moins dans le
stade promastigote, est le lipophosphoglycan (LPG). Molécule de surface la plus
abondante chez le promastigote avec cinq millions de copies par cellule (McConville et
Blackwell, 1991), le LPG est essentiél'pour la survie du parasite, autant dans la mouche
des sables que dans I'h6te mammifere. Toutes les espéces de Leishmania possédent des
LPG avec une structure de base similaire possédant quatre domaines différents : 1) une
ancre lipidique 1-O-alkyl-2-lyso-phosphatidyl(myo)inositol permettant I'ancrage a la
surface du parasite 2) un corps de glycan 3) des sous-unités répétées de disaccharides
phosphorylés Gal(B1-4)Man(a1-)-POy4 et 4) une coiffe d’oligosaccharides (Figure 6A et
6B) (McConville et al., 1990, Turco et Descoteaux, 1992). Certaines espéces de

Leishmania possédent des chaines latérales glucidiques au niveau des unités répétées,
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FIGURE 6 : LES GLYCOCONJUGUES DE L. DONOVANI  A) Représentation des différents

glycoconjugués membranaires et sécrétés des leishmanies. B) Structure et domaines du
LPG de L. donovani. C) Représentation schématique des promastigotes de type

sauvage, Ipgl-KO et [pg2-KO de L. donovani.
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celles ci permettent d’assurer la spécificité du parasite pour son espéce de la mouche
(Sacks et al., 1994, Kamhawi et al., 2004). Il est & noter que L. donovani posséde le
LPG le plus simple, i.e. il ne posséde pas de chaines latérales alors que L. tropica est le

plus complexe avec 19 chaines latérales (Turco et al., 1987, Mcconville et al., 1995).

La synthése du LPG est particulierement complexe, impliquant au moins 25
geénes différents (Beverley et Turco, 1998). Jusqu’a présent, seulement six génes ont été
identifiés et caractérisés, soit [pgl, Ipg2, Ipg3, Ipg4, sca et scg. Le géne Ipgl code pour
une galactosyltransférase et les parasites mutants pour ce gene ne possedent pas de LPG
a leur surface mais peuvent sécréter des molécules contenant des phosphoglycans tels
que les sAP ou les PPG (Figure 6C) (Ryan et al., 1993). Le geéne Ipg2 quant a lui code
pour un transporteur membranaire permettant le transport du GDP-Mannose du cytosol
vers I’appareil de Golgi, permettant ainsi ’ajout des unités répétées. Ces mutants
n’expriment aucun phosphoglycan, ni membranaire, ni sécrété (Figure 6C) (Descoteaux
et al., 1995). Le geéne Ipg3 code pour une chaperone probablement impliquée dans le
repliement d’une glycosyltransférase et les mutants pour ce geéne synthétisent une
version tronquée du LPG ne contenant que le résidu Mana1-PO, de la premiére unité
répétée (Figure 6C) (Descoteaux et al., 2002). Quant-a /pg4, il permet 1’addition de la
seconde unité répétée au LPG (Descoteaux et al., 1998). Les genes sca et scg, identifiés
chez L. major, codent respectivement pour une arabinosyltransférase et une
galactosyltransférase qui modifient la structure des chaines latérales du LPG (Dobson et
al., 2003a, Dobson et al., 2003b, Dobson et al., 2006).

Dans la mouche des sables, le LPG, qui constitue la molécule la plus abondante
du glycocalyx a la surface du promastigote, joue un rdle primordial pour résister a
l'attaque par les enzymes digestifs de la mouche. De plus, la présence du galactose du
LPG permet l'attachement du promastigote de L. major aux galectines des cellules
épithéliales du tractus de la mouche et ainsi éviter d’étre excrétés avec les déchets du
repas sanguin (Kamhawi et al., 2004). Lors de la métacyclogénése, la modification du
résidu galactose dans la coiffe permet le relaichement des promastigotes métacycliques

des cellules épithéliales et leur migration vers la bouche de la mouche afin d’étre
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inoculés dans un héte lors du repas sanguin (Pimenta et al., 1992, Mahoney et al., 1999,
Dobson et al., 2003a, Dobson et al., 2003b). Dans les mammiferes, le LPG module
l'activité de nombreuses voies de signalisation et protéines du macrophage lors de
I’entrée du promastigote. Ces différents roles primordiaux pour I’établissement de

I’infection seront abordés plus en détail au chapitre 4.

En plus du LPG membranaire, les leishmanies sécrétent un polymére d’unités
répétées avec une coiffe, nommé simplement phosphoglycan (PG) (Figure 6A) (Greis et
al., 1992). Leur rdle exact n’est pas trés bien connu mais ils semblent impliqués dans
I’inhibition de la sécrétion d’IL-12 chez les macrophages infectés (Piedrafita et al.,
1999).

1.2.4.2 Les GIPLs

Les Glycosyl-inositolphospholipides (GIPLs) sont une famille de glycolipides
de surface de faible poids moléculaire trés abondants (Figure 6A). Contrairement au
LPG, les GIPLs sont présents autant au stade promastigote qu’amastigote. Leurs rdles
exacts ne sont pas encore bien connus. Les GIPLs sont généralement riches en résidus
mannose et l'utilisation du récepteur mannose pour I’entrée du promastigote laisse
présager un role pour ces glycolipides dans I’invasion des macrophages. Au stade
amastigote, les GIPLs représentent 1a majorité des constituants de la surface du parasite.
En traitant les macrophages avec des GIPLs purifiés de L. major, Proudfoot et al.
(1995) a suggéré un réle pour ces molécules dans la modulation de la réponse du
macrophage, principalement au niveau de NO. Cependant, I'utilisation de L. major
déficients en phospholipides, donc en GIPLs, démontre que ces glycolipides ne jouent

pas de réles dans la virulence ou I’inhibition du NO (Zufferey et al., 2003).
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1.2.4.3 GP63

La metalloprotéase zinc-dépendant gp63 (ou leishmaniolysine ou Major
Surface Protease (MSP)) est la glycoprotéine la plus abondante 2 la surface du parasite,
tant sous sa forme promastigote qu’amastigote (Figure 6A) (Frommel et al., 1990).
Cependant, durant la phase stationnaire de croissance du promastigote, les gp63
présents 4 la surface du parasite sont plus stables. Ainsi, les leishmanies métacycliques
expriment environ 15 fois plus de gp63 que les promastigotes non-infectieux (Davies et
al., 1990, Yao et al, 2002). 1l est donc prévisible que cette protéase Jjoue un role
important lors des étapes initiales de I’infection. En effet, gp63 permet la résistance au
complément en clivant la composante C3b en sa forme inactive C3bi, empéchant ainsi
la formation du complexe d’attaque du complément (Chaudhuri et Chang, 1988,
Brittingham et al., 1995). Afin de permettre I’entrée silencieuse du promastigote dans
le macrophage via CR3, gp63 joue deux réles. Premiérement, C3bi qui se trouve
déposé 4 la surface promouvoit son entrée via ce récepteur. En plus, gp63 peut se lier
directement au site lectine de CR3 (Mosser et Edelson, 1985, Wozencraft et al., 1986,
Russell et Wright, 1988). D’ailleurs, I’infection de souris BALB/c par des L. major
déficients en gp63 forment des lésions plus tardivement que les souches naturelles
(Joshi, P. B. et al., 1998, Joshi, P. B. et al., 2002).

Chez les amastigotes aussi, gp63 est fort important pour leur survie
intracellulaire. En effet, des études in vitro ont montré que son activité protéase envers
les enzymes lysosomaux est 20 fois plus élevée & pH 4.0 qu’a pH 7.5 et quatre fois plus
forte & 37°C qu’a 25°C (Chaudhuri et Chang, 1988, Seay e al., 1996). En plus, les
amastigotes sécrétent une forme de gp63. Ces protéases sécrétées dégradent la
fibronectine de la matrice extracellulaire, favorisant ainsi la dissémination du parasite
dans les différents tissus (McGwire et él., 2003, Yao et al., 2003).
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1.2.4.4 Le proteophosphoglycan

Trois différents types de protéophosphoglycan sont retrouvés chez
Leishmania : la forme filamenteuse (fPPG) et membranaire (mPPG) chez les
promastigotes alors que les amastigotes possédent leur propre forme (aPPG) (Figure
6A). Le fPPG sécrété par le promastigote forme une matrice visqueuse, permettant
ainsi aux promastigotes de rester prisonniers du tractus alimentaire de la mouche
(Stierhof et al., 1999). En plus, cette matrice forme une sorte de bouchon qui empéche
la mouche de prendre un repas sanguin satisfaisant en une seule tentative. Ainsi, elle
doit s’y reprendre a plusieurs fois, et sur plusieurs mammiferes différents, avant d’étre
entiérement rassasiée (Killick-Kendrick et al., 1988, Rogers er al., 2004). Etant donné
que chacune de ces tentatives est infectieuse, cela favorise la transmission du parasite
(Warburg et Schlein, 1986, Killick-Kendrick et al., 1988). La forme membranaire du
PPG pourrait étre impliquée dans I’adhésion au macrophage mais son role reste 3
preciser (Ilg et al., 1999, Iig, 2000). Chez 1’amastigote, aPPG joue un rdle dans la

formation de la vacuole parasitaire (Peters et al., 1997).

1.2.4.5 La phosphatase alcaline sécrétée

La phosphatase alcaline (sAP) est une protéine contenant les unités répétées
Galf1,4Man-PO, liées en O a un résidu phosphosérine et la plus abondante des
protéines sécrétées par les leishmanies (Figure 6A) (lig e al., 1994). Au stade
promastigote, la SAP permet au parasite de résister a 1’activité protéolytique des
protéases du tractus alimentaire de la mouche (Joshi, M. B. et al., 2004). Chez les
amastigotes, la SAP est importante pour sa survie intracellulaire (Ellis et al., 1998). En
plus, les Leishmania possédent une forme membranaire de phosphatase alcaline mais

son role exact n’est pas encore défini (Shakarian et al., 2002).
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2 L’immunité innée

Historiquement, I’immunologie des vertébrés se limitait & I’immunité humorale
avec trés peu d’emphase sur les leukocytes. Méme si la présence de ces cellules aux
sites d’inflammation avait été décrit en 1774 par Hunter, leur contribution semblait
assez faible (Silverstein, 1979). Le point tournant pour I’immunité innée a été
I’observation par Elie Metchnikov de I’engouffrement de spores de champignons par
des cellules blanches vagabondes chez les invertébrés en 1882 et la formulation de la
théorie de I'immunité cellulaire en 1884 (Metchnikov, 1884, Silverstein, 1979, Cooper
et al, 2002, Beutler, 2004). Pour environ 100 ans, les revues de littérature
considéraient 'immunité innée comme étant primitive et « stupide » (Mitchison, 1993,
Smith, 2002). Cependant, la découverte des Toll-like receptors il y a presque dix ans a
ouvert un nouveau champ de recherche stimulant et a permis de redonner ses lettres de

noblesse a I’immunité innée (voir section 3).

Une particularit¢ de I'immunité innée est son universalité. Alors que
I'immunité adaptative est une particularité des vertébrés, I’immunité innée permet a
tous les organismes vivants de se protéger d’une grande variété de pathogénes
potentiels. Par définition, I’immunité innée consiste en une forme de réponse non
antigéne-spécifique envers n’importe quels pathogénes potentiellement dangereux en
utilisant des mécanismes présents depuis la naissance. De plus, cette forme d’immunité
n’est pas plus efficace lors de rencontres subséquentes de ce pathogéne, il n’y a donc
pas de « mémoire » contrairement a I’immunité acquise. Déclenchée trés rapidement en
réponse a un microorganisme pathogéne, I’immunité innée forme une barriére envers
ceux-ci. De plus, I'immunité innée permet de discriminer entre le soi et le non-soi en
reconnaissant divers microorganismes pathogénes et méne a une réponse adaptative
spécifique (Janeway et al., 2001). En général, I'immunité innée utilise principalement
deux mécanismes : 1) une ligne fixe de défense constituée bien sir de 1I’épithélium et de
différentes cellules phagocytaires et 2) les protéines de plasma formant le systéme de

complément.
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2.1 Le macrophage

Les macrophages sont d’importantes cellules effectrices du systéme de défense
de I’hdte en participant a I'immunité innée et acquise. Cette cellule mononucléaire est
phylogénétiquement primitive, des cellules apparentées aux macrophages se retrouvent
chez différentes formes de vie primitives (Ross et Auger, 2002). Le macrophage est
une cellule assez grande (25 2 50 pm de diamétre), & forme imréguliére et avec une

membrane gondolée.

Les macrophages originent de la moelle osseuse selon le schéma suivant : dans
la moelle osseuse (Figure 7), le progéniteur commun des neutrophiles et des monocytes
se nomme CFU-GM (colony-forming unit-granulocyte,macrophage). Ces cellules
primaires forment successivement des monoblastes, des promonocytes et des monocytes
dans la moelle osseuse. Les monocytes nouvellement formés restent dans la moelle
osseuse moins de 24 h avant d’entrer dans le systéme sanguin ol ils représentent entre
un et six pour cent des leukocytes. La demi-vie moyenne des monocytes circulants est
estimée a environ 70 h chez les humains (Whitelaw, 1966). Suite 4 un stimulus, ces
monocytes migrent vers les tissus ol ils deviennent des macrophages matures résidents.
Cette maturation vers le macrophage s’accompagne du développement des activités
phagocytiques, de I’expression des différents récepteurs a IgG et C3 et de la formation
des lysosomes (Figure 7). L’importance des macrophages est soutenue par le fait que,
chez la souris, il y a production d’environ 1,5 X 10° monocytes par 24 h (Ross & Auger,
2002).

2.1.1 La phagocytose

Une des fonctions primordiales du macrophage est la phagocytose. Ce
phénomeéne consiste en I’internalisation de particules plus grandes que 0,5 pm et est

entitrement dépendant de I’actine. Via Iingestion de particules microbiennes, les
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FIGURE 7 : LA DIFFERENCIATION EN MACROPHAGE Les monoblastes présents dans la
moelle osseuse se différencient suécessivement en promonocytes et ensuite en
monocytes qui pénétrent dans le systtme sanguin. Suite & un stimulus, ceux ci
pénetrent dans les tissus et se différencient en macrophages matures. Tout au long de
cette différenciation, les cellules acquiérent une activité phagocytique, tel que démontré

par I’augmentation des lysosomes et des récepteurs opsoniques (FcyR et CR).



leukocytes accomplissent deux fonctions importantes dans Pimmunité : 1) le
déclenchement d’une voie mortelle pour les microbes ingérés en les dirigeant vers les
lysosomes et 2) la présentation des antigénes aux lymphocytes, permettant ainsi le
déclenchement de la réponse adaptative (Greenberg et Grinstein, 2002, Desjardins ef al.,
2005). La phagocytose est déclenchée suite a la reconnaissance d’un ligand par un
récepteur phagocytique. L’activation de ces récepteurs meéne a de nombreuses vagues
de transduction du signal résultant ultimement en un important remodelage de la
membrane au site d’internalisation (Desjardins, 2003). Premiérement, il y a une forte
synthése de PIP2 4 la coupe phagocytique. Ces lipides jouent plusieurs roles dans la
phagocytose, entre autre en modifiant le cytosquelette (Yeung ef al., 2006). Ensuite,
I’extension des pseudopodes autour de la particule a ingérer grace a I’action de la PI3k
permet 1I’engouffrement de celle-ci (Cox et al., 1999, Castellano et al., 2001). La
particule ingérée se retrouve alors dans un organelle nommé phagosome. Celui-ci
mature en phagolysosome suite i une série de fusion-fission (kiss-and-run) avec
différents endosomes (successivement les endosomes précoces, les endosomes tardifs et
les lysosomes) grace a 1’action de Rab$, Rab7 et PKC-a.. Lors de cette maturation, le
phagosome acquiert des hydrolases et des cathepsines jusqu’a la formation du
phagolysosome mature. Dans ce corripartiment acide (~pH 4.5), Iintrus est digéré en
courts peptides qui seront ensuite présentés aux lymphocytes par les molécules du CMH
(Figure 8) (Desjardins et al., 1994, Desjardins, 1995, Duclos et al., 2000, Ng Yan Hing
et al., 2004).

Apres avoir emprisonné la particule dans le phagosome, le macrophage envoie
une pléthore d’intermédiaires réactifs dérivés de Poxygéne (ROI) générés par le
complexe NADPH oxidase afin de tuer l'intrus. Ce complexe enzymatique
multimérique est composé des protéines membranaires gp91phox et p22phox ainsi que
de quatre protéines cytosoliques (p47phox, p67phox, p40phox et Racl/Rac2). Suite 3 la
phagocytose, les protéines cytosoliques transloquent a la membrane pour créer un
complexe phox actif. Ce complexe permet la réduction de I’oxygene en ion superoxide
(07), qui donne naissance au peroxyde d’hydrogéne (H,0,), aux radicaux hydroxyles
(OH’) et a I’oxygeéne singulet (O) (Babior, 1999, Deleo et al., 1999).
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FIGURE 8 : LA PHAGOCYTOSE A) Phagocytose de Streptococcus pneumoniae par un
monocyte humain. Par microscopie électronique, on voit bien I’extension des
pseudopodes autour de la bactérie. B) et C) Les deux hypothéses concernant ’origine
des membranes lors de la phagocytose. Selon le modele « classique » (B),

phagosome est formé par I’invagination de la membrane plasmique. Dans ce cas, la
perte de membrane plasmique est compensée par 1’exocytose de membrane provenant
des endosomes. Selon le modéle de phagocytose médiée par le ER (C), la fusion du ER
avec la membrane plasmique au site de contact crée une ouverture permettant a la

particule de glisser 4 I’intérieur du phagosome.
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2.1.1.1 La dynamique membranaire durant la phagocytose

Présentement, un débat fait rage dans le cercle de la phagocytose : I’origine de
la membrane du phagosome (Figure 8B et 8C) (Gagnon et al., 2005, Touret et al.,
2005a). Depuis de nombreuses années, la communauté scientifique estimait que le
phagosome était formé par une invagination de la membrane plasmique tel que décrit
par Werb et Cohn (1972). Cependant, 1’observation que dans certains cas extrémes, le
macrophage peut internaliser 1’équivalent de plus de 100% de sa surface en 30 minutes
(Cox et al.,, 2000) sans aucune réduction de sa taille souleve la question du trafic
membranaire. L’hypothése principale consiste en ’exocytose d’endomembranes & la
surface de la cellule pour compenser la perte de membrane plasmique (Hackam et al.,
1998, Bajno et al., 2000, Cox et al., 2000, Greenberg et Grinstein, 2002).

Cette hypothése est présentement remise en question par le groupe du Dr
Michel Desjardins (Figure 8C). Premiérement, une étude d’électrophorése en deux
dimensions du protéome complet d’un phagosome de billes de latex a révélé la présence
de nombreuses protéines impliquées dans la destruction de pathogenes tels que des
hydrolases, ou ATPase. Cependant, la présence de quelques protéines du réticulum
endoplasmique (ER) telles que la calnexine et la calreticuline était plutdt inattendue
(Garin et al.,, 2001). Cette observation a permis d’émettre I’hypothése que le ER
pourrait représenter une source importante de membrane lors de la formation des
phagosomes (Desjardins, 2003). Selon ce modéle, les particules reconnues sont prises
dans les pseudopodes des macrophages. Cette reconnaissance méne au recrutement du
ER pres de la surface de la cellule afin de fusionner avec la membrane plasmique preés
du site de contact. Cette fusion fournit la membrane nécessaire 3 I’élongation des
pseudopodes et crée une ouverture permettant a la particule de glisser a lintérieur de
cette vacuole. La phagocytose se termine suite a la fermeture du phagosome.
L’avantage majeur de ce modéle permet i la cellule d’économiser la membrane
plasmique qui est une membrane assez spécialisée (Gagnon et al., 2002, Desjardins,
2003). En plus, ce modéle permet d’expliquer le phénoméne de « cross-presentation »,

soit la présentation de peptides de protéines exogénes par le CMHI et non le CMHII).
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En effet, selon ce modéle, le CMH de classe I, qui est normalement situé au niveau du
ER, peut ainsi étre présent au phagosome (Guermonprez et al., 2003, Houde et al.,

2003).

Méme si de nombreux travaux semblent accréditer la théorie de phagocytose
meédiée par le ER (Guermonprez et al., 2003, Fajardo ef al., 2004, Kima et Dunn, 2005,
Wan et al., 2005, Hatsuzawa et al., 2006), quelques groupes acceptent difficilement ce
modele et croient plutét que la membrane du phagosome provient des endosomes. En
utilisant plusieurs techniques, le groupe de Grinstein (Touret ef al., 2005a, 2005b), ne
détecte pas ces protéines du ER aux membranes des phagosomes contenant des billes de
latex. Cette absence de protéines du ER aux phagosomes contenants des érythrocytes
opsonisés aux IgG a été remarquée par un autre groupe (Henry e al., 2004). Selon eux,
les expériences de Gagnon et al. (2002) ne sont pas suffisamment concluantes et
seraient dues a la contamination. En effet, la technique de purification des phagosomes
par flottaison n’est pas parfaite, et vu que le ER représente, et de loin, ’organelle le plus
abondant de la cellule, il est difficile d’obtenir une préparation pure (Gotthardt et al.,
2002). En ce qui concerne les images de microscopie, Touret et al. (2005a), a
démontré, en utilisant exactement la méme technique que Gagnon et al. (2002), la
présence de membranes étrangéres a la surface des phagosomes. Récemment, Becker et
al. (2005) a démontré que, dépendamment de la grosseur de la particule internalisée, ces

deux types de phagocytose peuvent survenir dans les macrophages J774.

2.1.1.2 Les récepteurs phagocytiques

La phagocytose étant un phénoméne clé pour efficacement combattre les
différents microorganismes pathogénes, plusieurs récepteurs peuvent déclencher ce
mécanisme. Les récepteurs du macrophage menant i I’internalisation de pathogénes
peuvent étre séparés en deux groupes : 1) les récepteurs opsoniques (FcR, CR) et 2) les
récepteurs non-opsoniques (MR,SR,TLR) (Heale et Speert, 2002).
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Les macrophages expriment trois récepteurs du complément (CR1, CR3 et
CR4) pouvant déclencher la phagocytose suite a la reconnaissance de différentes
constituantes du complément. Le récepteur CR3 (CD11b-CD18) reconnait la
constituante C3bi de la cascade du complément. Etant donné que C3bi est
généralement déposé a la surface de cellules apoptotiques, I’engagement de CR3 meéne a
la sécrétion de la cytokine anti-inflammatoire IL-10, ce qui empéche la flambée
inflammatoire (Yoshida et al., 1998). Le récepteur CR1 (CD35) reconnait plutét la
composante C3 alors que le ligand de CR4 (CD11c-CD18) n’est pas bien connu.
Contrairement 4 CR3, I’engagement de ces récepteurs seul ne stimule pas la
phagocytose. La présence d’autres médiateurs immunitaires, tel que C5a, doivent
activer le macrophage afin de déclencher I’ingestion des particules (Janeway et al.,
2001).

Les récepteurs FcR reconnaissent la partie Fc des immunoglobulines. Alors
que FceR reconnait les IgE et FcoR les IgA, les récepteurs FcyR reconnaissent
spécifiquement les IgG. 1l existe trois différents types de ces récepteurs a IgG, soit
FcyRI (CD64), FcyRII (CDw32) et FeyRIII (CD16). Cependant, seul le premier lie les
IgG monomériques avec une trés grande affinité. Ainsi, I’engagement de FcyRI méne a

une forte réponse immunitaire (Garcia-Garcia et Rosales, 2002).

Le récepteur mannose (MR) est exprimé chez les macrophages et certaines
sous-populations de cellules dendritiques (Underhill et Ozinsky, 2002). Le MR
reconnait les résidus mannose et fucose exprimés a la surface de plusieurs pathogénes.
Ce récepteur possede un spectre de reconnaissance assez large, des virus aux levures, en
passant par les promastigotes de L. donovani (Allavena et al., 2004). Les récepteurs de
type scavengers (SR) reconnaissent généralement les cellules apoptotiques qui
expriment la phosphatidylsérine (PS)  leur surface, ce qui constitue un signal « mange-
moi » pour les macrophages (Fadok et al., 2000). En plus de la PS, les SR peuvent
aussi reconnaitre directement des microorganismes via 1’acide lipotéique (LTA) de la
paroi des bactéries Gram-positives ou la PS des leishmanies (Savill et al., 1993, Platt et
al., 1996, Tripathi et Gupta, 2003, Wanderley et al., 2005). Certaines évidences
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pointent vers un réle pour les TLRs dans la phagocytose. Sans étre des récepteurs
phagocytiques en eux-mémes, leur activation cause une augmentation de activité

phagocytique du macrophage (Doyle, S. E. et al., 2004, Underhill et Gantner, 2004).

2.2 Le systéme du complément

Un autre mécanisme de défense envers les microorganismes est le systéme du
complément. Celui-ci est constitué de plusieurs protéines du plasma qui réagissent
ensemble afin d’opsoniser les microorganismes et induire une série de réponses
inflammatoires afin de tuer ceux-ci. Le systtme du complément étant composé de
plusieurs protéines clivées par la composante précédente, le signal est amplifié tout le
long de la cascade. Ce systéme peut étre initié de trois fagons différentes : 1- la voie

classique, 2- la voie alternative et 3- la voie mannose-lectine (Janeway et al., 2001).

La voie classique du complément est principalement un phénoméne lié i
'immunité acquise. En effet, cette voie est déclenchée par la liaison de Clq aux
complexes antigéne-anticorps. La voie mannose-lectine est initiée par la reconnaissance
de résidus mannose a la surface des microorganismes par la protéine du sérum MBL
(mannan-binding lectin). La voie alternative survient suite 4 la déposition de
composantes activées du complément directement 4 la surface d’un microorganisme
(Fearon, 1998). Ces trois voies d’activation résultent en la formation du complexe
enzymatique C3 convertase lié d’une fagon covalente a la surface du microorganisme.
Ce complexe enzymatique permet le clivage de C3 en C3b, la principale molécule
effectrice du systéme du complément. C3b peut agir comme une opsonine, facilitant la
reconnaissance du microorganisme pathogéne par le macrophage via CR1 (CD35). De
plus, C3b peut se lier au complexe C3 convertase pour former le complexe C5
convertase. Ce complexe forme C5a, un petit peptide médiateur de 1’inflammation et
C5b, responsable d’initier la phase tardive du systéme du complément. Cette phase
tardive consiste en une série de réactions de polymérisation afin de former le complexe

d’attaque membranaire. Ce complexe cause un pore a la surface du pathogene,
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détruisant ainsi I'intégrité de la membrane lipidique et tuant le microorganisme (Rus et

al., 2005).

Depuis quelques années, plusieurs études démontrent que le systtme du
complément joue aussi un réle pour relier I’immunité innée avec I’immunité acquise.
Ceci est cause par la reconnaissance de C3d par le récepteur CR2 présent sur les cellules
B. En effet, il a été remarqué qu’un anticorps bloquant contre CR2 supprime la réponse

en anticorps (Heyman et al., 1990, Thyphronitis ef al., 1991).

2.3 La réponse aux microorganismes pathogénes

La modification du transcriptome de la cellule-héte lors d’une stimulation par
un microorganisme pathogéne est une des étapes importantes de la réponse immunitaire.
En augmentant I’expression des différents génes nécessaires a efficacement résoudre
une infection, I’hdte acquiert les outils pour combattre ces microorganismes pathogénes
(Janssens et Beyaert, 2003b, Jenner et Young, 2005, Hossain e al., 2006).

L’¢tude par microarray du profil transcriptionnel de différentes cellules en
réponse a plusieurs stimuli a révélé une réponse commune ainsi qu’une réponse
spécifique envers les microorganismes pathogénes (Jenner et Young, 2005). La réponse
commune est retrouvée chez de nombreux types cellulaires (macrophages, cellules
dendritiques, cellules épithéliales...) et ce en réponse & de nombreux microorganismes
pathogénes différents (virus, bactéries, protozoaires...). Induits trés rapidement suite
une stimulation, ces génes, qui pourraient constituer un signal d’alarme, préparent la
cellule a reconnaitre et déclencher la réponse immunitaire appropriée. Les génes induits
lors de cette réponse peuvent étre regroupés en quatre groupes fonctionnels : 1) les
meédiateurs de I'inflammation (principalement des cytokines), 2) les genes stimulés par
'IFN (ISGs), 3) les activateurs de la réponse immunitaires (facteurs de transcription,
protéines des voies de signalisation) et 4) les terminateurs de la réponse immunitaire
(Jenner et Young, 2005). En plus dg cette réponse commune, on observe 1’induction de

certains genes suite a la reconnaissance spécifique de la nature du microorganisme
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pathogéne (O’Neill et al., 2003, Jenner et Young, 2005). L’étude de ces génes permet
d’identifier 'arsenal nécessaire a la cellule-hdte pour efficacement combattre une

infection.

En plus de ces modifications transcriptionnelles, de nombreux autres
changements ont lieu suite 4 la reconnaissance d’un microorganisme pathogéne. Entre
autre, on observe un réarrangement spatio-temporel important des différentes
composantes des voies de signalisation. Ceci permet de regrouper a proximité les
différentes protéines impliquées dans la transduction du signal afin de maximiser
Pinteraction entre les différentes composantes de la cascade de signalisation (Batada et
al, 2004). En plus, de nombreuses protéines subissent des modifications post-
transcriptionnelles (phosphorylation, ubiquitination, etc ...), modifiant ainsi leur
fonction ou leur état d’activation (Janeway et al., 2001, Heale et Speert, 2002, Ross et
Auger, 2002).
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3 Les Toll-like receptors

Tel que mentionné au chapitre 2, la découverte des Toll-like receptors (TLR) il
y a a peine 10 ans a révolutionné le monde de I'immunité innée. Déja a la fin des
années 1980, Charles Janeway émit I’hypothése que I’immunité innée tournait autour de
récepteurs pouvant discriminer entre le soi et le non-soi et déclencher une forme
d’immunité « spécifique » (Janeway, 1989). Ces récepteurs furent nommés « Pattern
Recognition Receptors » ou PRRs. La découverte et la caractérisation des TLRs

permirent d’accréditer cette théorie.

3.1 Historique

Comme pour plusieurs autres mécanismes, I’histoire des TLRs débute par les
études chez la drosophile. Comme le suggere leurs noms, les TLRs possédent une
homologie avec la protéine TOLL de Drosophila melagonaster. Au début des années
1980, TOLL a été décrit comme une composante essentielle dans 1’établissement de
I’axe dorso-ventral lors de I’embryogénése de Drosophila (Anderson et al., 1985, Stein
et al., 1991). Quelques années plus tard, il a été¢ démontré que TOLL est impliqué dans
le systéme immunitaire antifongique de la drosophile (Lemaitre et al., 1996). Chez ces
insectes, le systtme immunitaire tourne autour de la synthése de petits peptides
antimicrobiens (défensines, metchnikowines, drosomycines) qui attaquent directement
les pathogenes (Tanji et Ip, 2005). Suite 4 la reconnaissance de pathogénes, s’enclenche
alors une cascade de signalisation assez semblable & celle de NF-xB chez les
mammiféres, menant & la synthése de courts peptides antimicrobiens (Brennan et
Anderson, 2004). Suite & cette découverte initiale, le systtme Imd fut découvert
(Georgel et al., 2001). Ainsi, le systtme Toll permet de reconnaitre les pathogénes
fongiques et les bactéries Gram-positives alors que Imd reconnait les bactéries Gram-
négatives (Tanji et Ip, 2005). L’analyse du génome de D. melanogaster a montré la
présence de 9 homologues & TOLL mais leur fonction dans I’immunité n’a pas encore

été démontrée (Tauszig et al., 2000).

-40 -




Structuralement parlant, ces récepteurs transmembranaires de type I sont
caractéris€s par un domaine intracellulaire similaire au récepteur de I’IL-1 (IL-1R) des
mammiferes (TIR), ainsi qu’un domaine extracellulaire possédant de 19 a 25 copies
répétées en tandem de régions riches en leucines (LRR). Au milieu des années 1990,
Pidentification de protéines humaines possédant un domaine extracellulaire LRR et un
domaine intracellulaire TIR laissa présager une grande conservation du systéme
immunitaire innée entre les mammiferes et les invertébrés (Taguchi et al., 1996,
Medzhitov et al., 1997, Rock et al., 1998). Ces récepteurs furent nommés Toll-like

receptors (TLRs), pavant la voie & un nouveau champ d’étude intéressant.

L’importance des TLRs dans I’immunité innée fut démontrée grace au LPS et
aux souris tolérantes C3H/HeJ. En 1998, presque simultanément, deux groupes
démontrérent que I’absence de réponse de ces souris envers le LPS était due i une
mutation dans le domaine TIR du géne T/r4 (Poltorak ef al., 1998, Qureshi et al., 1999).
Depuis cette découverte, une quantité phénoménale de recherches sur les TLRs et leur
réle dans I'immunité innée sont en cours. Chez les mammiféres, 13 TLRs ont été
identifiés jusqu’a présent. En plus de leurs similarités structurelles, tous ces récepteurs
reconnaissent des motifs moléculaires associés aux microorganismes pathogénes
(PAMPs) (Akira et al., 2006).

3.2 Les motifs moléculaires associés aux microorganismes
pathogenes

Afin de déclencher une réponse immunitaire spécifique aux microorganismes,
les TLRs reconnaissent des motifs moléculaires associés aux microorganismes
pathogeénes (PAMPs). Ces motifs moléculaires sont généralement présents seulement
chez les microorganismes, exprimés constitutivement et représentent généralement des
molécules essentielles pour la survie de ces organismes. Le PAMP le plus connu et le
plus étudié est le LPS des bactéries Gram-négatives. Cependant, les PAMPs, soit des

protéines, lipides ou acides nucléiques, proviennent de diverses origines, les TLRs étant
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impliqués dans la reconnaissance de bactéries, de virus, de champignons et de parasites

(Tableau II) (Akira et al., 2006).

Les TLRs sont exprimés chez un large spectre de cellules immunitaires. Les
cellules présentatrices d’antigénes telles que les macrophages et les cellules
dendritiques expriment presque tous les TLRs. Cependant, certains TLRs sont exprimés
sur d’autres cellules. Par exemple, les cellules épithéliales de I’intestin expriment TLRS
et reconnaissent la flagelline des bactéries qui ont franchi la barriére mucosale (Gewirtz
et al., 2001, Hayashi et al., 2001, Rhee et al., 2005). En ce qui concerne TLR3, son
expression semble plus restreinte. En effet, a 1’état normal, il est seulement détecté chez
les cellules dendritiques (Muzio et al., 2000). Cependant, I’activation des macrophages

par ’'IFN-y permet aussi a ces cellules d’exprimer TLR3 (Flandin et al., 2006).

La localisation cellulaire des TLRs permet aussi d’en apprendre sur leur
importance dans la reconnaissance des PAMPs. Alors que TLR1, TLR2, TLR4, TLRS
et TLR6 sont exprimés a la surface des cellules, TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9 sont
principalement exprimés dans des organelles intracellulaires (Ahmad-Nejad et al., 2002,
Matsumoto ef al, 2003, Nishiya et Defranco, 2004, Nishiya et al., 2005). Cette
localisation intracellulaire s’explique par le fait que ces TLRs reconnaissent les acides
nucléiques, principalement d’origine virale. FEtant donné que ces PAMPs sont
détectables seulement suite 4 D'infection de la cellule par un virus, la localisation
intracellulaire de ces TLRs est logique. En plus, la localisation intracellulaire de TLR9
est essentielle pour empécher la reconnaissance de I’ADN du soi (Barton et al., 2006).
Le cas de TLRS est aussi intéressant. Tel que mentionné précédemment, ce récepteur
est situé sur les cellules épithéliales de I’intestin. Cependant, afin de ne pas développer
une réponse inflammatoire envers les bactéries de la flore normale, des études ont
démontré sa localisation du c6té basolatéral et non apical de ces cellules (Gewirtz et al.,
2001, Hayashi et al., 2001, Rhee e al., 2005).
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PAMP Pathogene TLR
ORIGINE BACTERIENNE
LPS Bactéries Gram-négatives TLR4
Lipopeptides diacyliques Mycoplasma TLR6/TLR2
Lipopeptides triacyliques Bactéries et mycobactéries TLR1/TLR2
LTA Streptococcus de groupe B TLR6/TLR2
Peptidoglycan Bactéries Gram-positives TLR2
Porines Neisseria TLR2
Lipoarabinomannan Mycobactéries TLR2
Flagelline Bactéries flagellées TLRS
ADN CpG Bactéries et Mycobactéries TLR9
ND Bactéries uropathogénes TLRI11
ORIGINE FONGIQUE
Zymosan Saccharomyces cerevisiae TLR6/TLR2
Phospholipomannan Candida albicans TLR2
Mannan Candida albicans TLR4
Glucuronoxylomannan Cryptococcus neoformans TLR2 et TLR4
ORIGINE PARASITAIRE
tGPI-mutin Trypanosoma TLR2
Glycoinositolphospholipides Trypanosoma TLR4
Hemozoine Plasmodium TLRY9
Phosphoglycans Leishmania TLR2
ND Leishmania TLR4
Profilin-like molecule Toxoplasma gondii TLRI11
ORIGINE VIRALE
ADN Virus TLR9
ARNdb Virus TLR3
ARNsb Virus 8 ARN TLR7 et TLR8
Protéines de I’enveloppe RSV, MMTV TLR4
Hemagglutinine Measles virus TLR2

Source : adapté de Akira et al. (2006)

TABLEAU II : LES TLRS RECONNAISSENT DES PAMPs Tableau présentant quelques

exemples de PAMPs d’origines diverses et le TLR impliqué dans sa reconnaissance.

ND signifie non-déterminé.
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A priori, il peut sembler surprenant que seulement 13 récepteurs sont suffisants
pour se protéger d’un trés grand nombre de microorganismes pathogénes différents.
Ainsi, il est intéressant de noter qu'un TLR peut reconnaitre plusieurs PAMPs
différents. Dailleurs, I’analyse de la structure des TLRs le démontre bien. Jusqu’a
présent, seulement TLR3 a été cristallisé (Bell et al., 2005, Choe et al., 2005, Bell et al.,
2006). La cristallisation de I’ectodomaine a révélé une forme générale en fer a cheval
avec les résidus hydrophobiques portant vers I'intérieur de la structure (Figure 9). En
plus, ’absence de site de glycolysation i la face extérieure de TLR3 démontre un site
permettant son homodimérisation (Bell et al., 2005). En ce qui concerne le site de
liaison, I’ARNdb chargé négativement peut s’insérer dans une poche légérement
chargée positivement. De plus, on observe plusieurs sites de liaison potentiels pour
d’autres PAMPs (Bell et al., 2003, Bell et al., 2005, Choe et al., 2005, Bell et al., 2006,
Sun et al., 2006).

Afin de reconnaitre différents PAMPs, les TLRs peuvent agir en coopération.
Les cas les plus connus étant ceux de TLR1 et TLR6. En effet, ces deux TLRs se lient
fortement @ TLR2 et permet ainsi de discriminer les acides gras des bactéries. Alors
que le dimere TLR1/TLR2 permet la reconnaissance des lipoprotéines triacyliques, les
lipoprotéines diacyliques sont reconnues par le complexe TLR2/TLR6 (Ozinsky et al.,
2000, Takeuchi et al., 2001, Takeuchi ef al., 2002). En plus de la coopération entre les
TLRs, d’autres protéines peuvent aussi permettre de reconnaitre certains PAMPs. Par
exemple, la reconnaissance du LPS nécessite, bien stir, TLR4, ainsi que LBP, MD-2 et
CD14 (Da Silva Correia et al., 2001, J iang et al., 2005, Miyake, 2006). Il a récemment
été démontré que CD14 augmente I’affinité de TLR3 pour ’ARNdb (Lee et al., 2006).

Finalement, non seulement un seul TLR peut reconnaitre plusieurs PAMPs, un
pathogéne peut étre reconnu par plusieurs TLRs. Par exemple, des études in vivo ont
démontré qu’afin de monter une réponse appropriée envers C. albicans ou A, Jumigatus,
la contribution de TLR2, TLR4 et TLRY est essentielle (Bellocchio et al., 2004). En
plus, la stimulation de cellules THP-1 par des bactéries entieres (Gram+ et Gram-) méne
4 Pinduction de ’ARNm de plusiéufs TLRs, probablement tous importants afin de

déclencher une réponse immunitaire appropriée (Zarember et Godowski, 2002). En

-44 -




Source: A) Sun et al. (2006) B) Bell et al. (2006)

FIGURE 9 : STRUCTURE DE TLR3 A) Représentation du domaine extracellulaire de
TLR3 humain. Les sites potentiels de glycolysation sont indiqués. B) L’ARNdb est
reconnu par un dimére de TLR3. L’interaction entre les deux domaines TIR permet

ainsi le recrutement de(s) protéine(s) adaptatrice(s).
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plus, la cinétique d’activation des TLRs peut varier selon les pathogénes. Par exemple,
pour la reconnaissance de Salmonella, TLR4 est impliqué dans la réponse précoce
(moins de 6 h) alors que TLR2 est important dans la réponse tardive (Weiss et al.,
2004).  Jusqu’a maintenant, trois TLRs différents ont été impliqué dans la
reconnaissance de Leishmania (TLR2, TLR3 et TLR4) (Becker, . et al., 2003, De Veer
et al., 2003, Kropf et al., 2004a, Kropf et al., 2004b, Flandin e al., 2006). Leurs roles

respectifs seront décrits plus en détail a la section 4.5.

3.3 Signalisation

L’activation d’un TLR déclenche plusieurs voies de signalisation
dépendamment du PAMP reconnu (voie apoptotique, voie PI3k-Akt, voies des IRF..)).
En général, la reconnaissance d’un PAMP par un TLR méne & I’activation d’une
cascade de signalisation menant 4 1’expression de nombreuses cytokines importantes
dans la réponse immunitaire. L’activation des TLRs est un événement séquentiel.
Premiérement, la liaison d’un PAMP induit un changement conformationnel dans le
domaine extracellulaire du TLR, permettant I’interaction stable entre les TLRs. Cela
permet ensuite la dimérisation des domaines intracellulaires, ce qui permet le
recrutement de protéines adaptatrices et ainsi la transduction du signal (Figure 9B) (Gay
et al., 2006). Jusqu’a présent, cinq protéines adaptatrices ont été caractérisées : MyD88
(Wesche et al., 1997), TRIF/TICAM-1 (Yamamoto et al., 2002b, Oshiumi et al.,
2003a), TIRAP/MAL (Fitzgerald et al., 2001, Homng et al., 2001), TRAM/TICAM-2
(Fitzgerald ef al., 2003b, Oshiumi et al., 2003b) et SARM (O'Neill et al, 2003).
L’utilisation sélective de ces protéines adaptatrices expliquerait les différences de la
réponse immunitaire selon le PAMP reconnu (Kaisho et Akira, 2004, McGettrick et
O'Neill, 2004, Yamamoto et al., 2004). Les protéines adaptatrices MyD88 et TRIF
activent deux voies de signalisation distinctes et représentent les deux modéles de

signalisation suite & ’activation d’un TLR.
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3.3.1 La signalisation MyD88-dépendante

Cette voie de signalisation permet la transduction du signal suite &
I’engagement de tous les TLRs. Il s’agit de la premiére voie de signalisation découverte
et caractérisée. Structurellement parlant, MyD88 posséde un domaine TIR en C-
terminal et un «death domain (DD) » en N-terminal (Hultmark, 1994). Suite & la
reconnaissance d’un PAMP, la protéine MyD88 est rapidement recrutée au domaine
intracellulaire TIR du TLR via une interaction TIR/TIR (Medzhitov ef al., 1998, Jiang
et al., 2006). Ensuite, MyD88 recrute les kinases IRAK-4 et IRAK-1 via une
interaction entre les deux DD (Medzhitov et al., 1998, Jiang et al., 2006). Suite i cette
interaction, IRAK-4 phosphoryle IRAK-1, qui ensuite s’autophosphoryle (Suzuki et al.,
2002). IRAK-1 hyperphosphorylé va ensuite se libérer de MyD88 pour aller interagir
avec TRAF®6, qui représente le point de convergence de cette voie de signalisation (Cao
et al., 1996, Chung et al., 2002). TRAF6, avec un enzyme d’ubiquitination, catalyse
I’'ubiquitination de TRAF6 lui-méme et du complexe IKKy/NEMO, IKKy ubiquitiné
sera dégradé au protéasome, libérant ainsi NF-xB et permettant sa translocation au
noyau et ainsi permettre l’induction de génes pro-inflammatoires (Baecuerle et
Baltimore, 1988, Doyle, S. L. et O'Neill, 2006). Parallélement, TRAF6 recrute le
complexe composé de TAK1/TAB1/TAB2, ce complexe permet ainsi ’activation des
voies de signalisation p38 MAPk et JNK (Wang et al., 2001). En plus, TRAF6 permet
’activation du facteur de transcription IRFS5, qui transloque au noyau afin de se lier aux
séquences consensus ISRE des promoteurs de certaines cytokines pro-inflammatoires
(Figure 10) (Takaoka et al., 2005).

3.3.2 La signalisation TRIF-dépendante

Une autre voie de signalisation est plutot utilisée suite a4 I’activation des
récepteurs TLR3 et TLR4 par leur PAMP et méne 4 la production d’IFN de type I en
plus des cytokines pro-inflammatoires. Historiquement, cette voie de signalisation

découle de I’observation que les souris MyD88-KO pouvaient tout de méme répondre
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Source : Doyle S.L. et O’Neill (2006)

FIGURE 10 : VOIES DE SIGNALISATION DES TLRS Principales voies de signalisation
activées suite a I’engagement des TLRs. La voie MyD88-dépendante est utilisée par
presque tous les TLRs alors que la voie TRIF-dépendante est activée suite 3 I’activation
de TLR3 et TLR4. Voir le texte pour de plus amples détails.
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au LPS (Kawai ef al., 1999). La protéine adaptatrice clé de cette voie de signalisation
est TRIF (TIR-domain-containing adaptor protein-inducing IFN-B, aussi nommé
TICAM-1) (Yamamoto et al., 2002b, Oshiumi et al., 2003a). Suite 3 I’activation de ces
TLRs, c’est plutét la protéine adaptatrice TRIF qui est recrutée au domaine TIR des
TLRs. TRIF interagit avec la protéine RIP1 qui est responsable de I’activation de NF-
kB (Meylan et al., 2004). Cependant, la cinétique d’activation de NF-xB par cette voie
est plus lente que via MyD88 (Alexopoulou et al., 2001). Parallelement, TRIF active
directement TRAF6, qui active TBK 1. Cette kinase, en association avec la kinase IxB
inductible (IKK-t ou IKK-€) peut directement phosphoryler les facteurs de transcription
IRF3 et IRF7 (Barton et Medzhitov, 2003, Fitzgerald et al., 2003a, Fitzgerald et al.,
2003b, Jiang et al., 2003, Sato et al., 2003, Jiang et al., 2006). Ces facteurs de
transcription phosphorylés forment des diméres, transloquent au noyau pour se lier aux
séquences consensus ISRE, ce qui permet la sécrétion d’une pléthore de génes
inductibles par 'IFN tels que IFNa/p, IP-10 et RANTES (Figure 10) (Hertzog et al.,
2003, Honda e al., 2005, Honda et Taniguchi, 2006).

3.3.3 Autres protéines adaptatrices

Tel que mentionné précédemment, trois autres protéines adaptatrices ont été
caractérisées, soit TIRAP/MAL, TRAM/TICAM-2 et SARM. TIRAP/MAL est une
protéine adaptatrice utilisée seulement par les TLRs extracellulaires et non par les TLRs
intracellulaires (Horng et al., 2001, Yamamoto ef al., 2002a). TIRAP posséde un
domaine de liaison pour les PIP2 et est normalement associé 4 la membrane plasmique
grace a la P2 intégrine CD11b. Suite  la reconnaissance du LPS par TLR4, CD11b
stimule la production de PIP2 via I’activation d’ARF6. Cette production concentre
TIRAP a la membrane plasmique, ce qui facilite les interactions TIRAP-TLR4 et ainsi
permet le recrutement de MyD88 (Kagan et Medzhitov, 2006).

TRAM est une protéine adaptatrice impliquée dans la voie de signalisation
TRIF-dépendante mais seulement par TLR4 et non TLR3 (Fitzgerald et al., 2003b,
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Yamamoto et al., 2003). A I’état normal, TRAM est associé a la membrane plasmique
avec TLR4 (Rowe ef al., 2006). Suite a une stimulation par le LPS, TRAM permet le
recrutement de TRIF au domaine TIR de TLR4 (Mcgettrick et al., 2006). Au contraire,
TRIF peut directement étre recruté par le domaine TIR de TLR3 (McGettrick et al.,
2006, O'Neill L, 2006, Rowe et al., 2006).

SARM est la demiére protéine adaptatrice contenant un domaine TIR et est
présente seulement chez les humains et non chez les souris (O'Neill et al., 2003). Cette
protéine adaptatrice agit comme régulateur négatif de la voie de signalisation TRIF-
dépendante et non la voie MyD88-dépendante. Suite a la stimulation des cellules,
I’expression de SARM est grandement augmentée et interagit avec TRIF, abrogeant
ainsi cette voie de signalisation (Carty et al., 2006, O'Neill L, 2006).

3.4 Régulation négative des TLRs

En général, une surprodﬁction de cytokines pro-inflammatoires, si non
contrdlée, est dommageable pour 1’hdte, pouvant méme causer la mort dans les cas
extrémes (Kobayashi, K. S. et Flavell, 2004). 1l est donc primordial pour la cellule de
posséder plusieurs mécanismes différents afin de conserver une réponse appropriée
envers les microorganismes pathogeénes. Pour ce faire, il est possible de modifier soit le

signalosome, soit I’expression des TLRs (Han et Ulevitch, 2005).

La méthode la plus évidente pour empécher une trop forte réponse immunitaire
consiste a bloquer la reconnaissance d’un PAMP. TRIAD3A, une ubiquitine ligase
permet justement d’inhiber la reconnaissance via TLR4 et TLR9. Cette protéine se lie
au domaine cytoplasmique de TLR4 et TLR9, ce qui promeut ainsi leur ubiquitination
et leur destruction au protéasome (Chuang et Ulevitch, 2004). Un autre mécanisme
consiste en I’expression de TLR solubles. Résultantes d’un épissage alternatif des
ARNm des TLRs, les formes solubles des TLRs inhibent la reconnaissance des PAMPs
(Wells et al, 2006). Il n’est cependant pas encore connu si ces formes solubles

empéchent la reconnaissance des PAMPs ou la liaison entre le TLR et ses co-récepteurs.

-50-



Le récepteur ST2 est un récepteur orphelin structurellement similaire 4 IL-1R et IL-18R.
Induit par le LPS, ce récepteur inhibe la transduction du signal par TLR4. A cette fin, le
domaine TIR de ST2 recrute MyD88 et TIRAP, abrogeant ainsi le signal (Brint et al.,
2004).

La modification du signalosome des TLRs est un autre mécanisme permettant
de controler la réponse immunitaire. Par exemple, IRAK-M inhibe la transduction du
signal en bloquant la dissociation des IRAK-1 et IRAK-4 de MyD88 (Kobayashi, K. et
al., 2002, Nakayama et al., 2004). Suite a une longue exposition au LPS, on observe
I’apparition d’une forme de MyD88 alternativement épisée, MyD88s. Cette protéine
adaptatrice tronquée ne contient pas les aa 110-157 (région entre TIR et DD). Celle-ci
est incapable de recruter IRAK-4, IRAK-1 n’est donc pas phosphorylé, abrogeant ainsi
la transduction du signal (Janssens et al., 2002, Burns et al., 2003).

Suite 4 une stimulation prolongée par plusieurs PAMPs, on observe I’induction
des protéines SOCS (Stoiber et al., 1999, Dalpke et al., 2001, Kinjyo et al., 2002,
Nakagawa et al., 2002) et A20 (Boone et al., 2004, Gon et al., 2004). Les protéines
SOCS sont bien connues pour leur réle dans I’inhibition de la transduction du signal en
reponse a des cytokines. En effet, de nombreuses cytokines (IFN-y, IL-6, IL-12)
utilisent la voie de signalisation des JAK/STAT (lhle et Kerr, 1995) et les protéines
SOCS interférent avec cette voie (Naka ef al., 1997, Alexander, W. S. et Hilton, 2004).
Afin d’inhiber la signalisation par les TLRs, SOCS1 cause I’ubiquitination et donc la
dégradation de la protéine adaptatrice MAL (Mansell et al., 2006). La protéine A20
quant 4 elle inhibe la translocation de NF-kB et de IRF3 en empéchant 1’ubiquitination
de TRAF6, ce qui abroge la suite de la signalisation (Boone et al., 2004, Gon et al.,
2004).
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3.5 Rdles biologiques des TLRs

Le role des TLRs pour le systtme immunitaire est évident. Ainsi, plusieurs
maladies ont été attribuées 4 une défaillance dans les TLRs. En plus de la susceptibilité
au LPS causée par une mutation dans 7/r4 précédemment décrit, les derniéres années
ont montré que plusieurs polymorphismes dans les génes des TLRs sont associés a une
susceptibilité accrue pour certains microorganismes (Agnese et al., 2002, Hawn ef al.,
2003, Cook et al., 2004). Le cas le plus extréme étant cette jeune patiente atteinte de 13
infections bactériennes potentiellement mortelles en seulement 15 ans (S. pneumoniae,
N. meningitidis, . aureus, etc...) (Kuhns et al., 1997). Le séquengage des protéines de
la voie de signalisation des TLRs a révélé la présence de deux mutations distinctes dans
le gene IRAK-4. Ces mutations causent la production d’une protéine tronquée incapable
de phosphoryler IRAK-1 (Medvedev et al., 2003, Medvedev et al., 2005).

Une étude récente a démontré qu’avec I’age, les TLRs deviennent moins
efficaces, augmentant ainsi la susceptibilité envers plusieurs microorganismes
pathogénes et une mauvaise réponse immunitaire acquise. En effet, non seulement
I’expression des TLRs est réduite chez les souris agées, la sécrétion de TNF-q. et IL-6
suite & une stimulation par plusieurs PAMPs est moins forte (Renshaw et al., 2002,
Boehmer et al., 2005). En plus, certaines études laissent présager un réle pour les TLRs

dans les réactions allergiques (Lauener et al., 2002, Kabesch et Lauener, 2004).

3.6 Les NLRs et les RLRs

La découverte des TLRs est un des triomphes de la recherche en immunologie.
Récemment, deux autres familles importantes dans la réponse immunitaire envers les
microorganismes pathogénes ont été décrits, les NOD-like receptors (NLR) et les RIG-
like receptors (RLR) (Creagh et ONeill, 2006). 1l est estimé que ces 3 familles

cooperent afin de développer une réponse immunitaire appropriée.
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3.6.1 Les NOD-like receptors

Due a la localisation membranaire et endosomale des TLRs, la reconnaissance
des microorganismes ayant accédé au cytosol nécessite une autre famille de récepteur:
les protéines NLRs (Figure 11) (Inohara et Nunez, 2003). Les protéines cytoplasmiques
NOD, fortement apparentées aux TLRs, possédent un domaine LRR pouvant
reconnaitre les microorganismes et un domaine PYD ou CARD en N-terminal pour la
transduction du signal. Dans le génome humain, 23 NLRs ont été identifiés (Ting et
Davis, 2005). Les deux protéines les mieux caractérisées sont NOD1 et NOD2, qui
reconnaissent respectivement iE-DAP et MDP, deux composantes du peptidoglycan des
bactéries Gram-négatives présentes dans le cytoplasme (Chamaillard ez al., 2003,
Girardin et al., 2003a, Girardin et al., 2003b, Inohara et al., 2003). La liaison aux NLRs
permet I’activation de NF-kB, résultant en la production de IL-1p et IL-18 (Figure 11)
(Martinon et Tschopp, 2005). De plus, les NLRs NALP1, NALP3 et IPAF sont
impliqués dans la formation de I'inflammasome menant & ’activation des caspases-1 et

-5 et le processing d’IL-1B (Martinon et al., 2002).

3.6.2 Les RIG-like receptors

Comme pour TLR3, TLR7, TLRS8 et TLRY, les RLRs détectent les acides
nucléiques d’origine virale et ménent a I’activation des IRFs (Seth ez al., 2006). Méme
si les TLRs sont trés importants dans la réponse antivirale, plusieurs virus peuvent
induire une réponse immunitaire en absence de TLR (Edelmann et al., 2004, Li, K. et
al., 2005). Les deux RLRs les plus connus sont RIG-1 et MDA-5 qui reconnaissent
’ARNdb (Kang et al., 2002, Yoneyama et al., 2004). Suite & cette reconnaissance, il y
a activation de NF-xB et IRF3. Contrairement aux TLRs antiviraux qui sont
principalement exprimés dans les cellules dendritiques, les RLRs sont présents chez

toutes les cellules (Kato ez al., 2005),

-53-



é‘g Flageltin
TLRS U

Py %:Wh

Meso-
~a
‘//[ NOD1 MoP
TS eea INK e
p38 CCHESE 3 NoD2

e

/ RICK/RIP2

Source: Delbridge et O’Riordan (2006)

N\
IAF3

s .u@.

Cunent Opinion in Immunology

FIGURE 11 : COOPERATION ENTRE LES TLRs ET LES NLRs Afin d’obtenir une
réponse immunitaire envers un microorganisme pathogéne, plusieurs PRRs sont
importants. Par exemple, une bactérie Gram-négative est reconnue par TLR4 (LPS),
TLRS (flagelline), NOD1 et NOD2 (peptidoglycan). Tous ces récepteurs agissent de

concert afin d’efficacement contrdler une infection par un microorganisme.
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4 Interaction Leishmania-macrophage

Plusieurs microorganismes sont aptes a s’établir dans les macrophages (tel que
Salmonella, Legionella, Toxoplasma, Mycobacterium etc...) dont bien sir Leishmania
(Meresse et al., 1999, Duclos et Desjardins, 2000). Tel que mentionné au chapitre 1,
Iinteraction entre le promastigote de L. donovani et le macrophage représente un
moment clé dans I’établissement de I'infection. Comme tout bon parasite, les
leishmanies modulent les fonctions normales de leur héte afin de bien survivre dans cet
environnement. La leishmaniose est principalement une maladie humaine, cependant il
est particuliérement non éthique de faire des expériences directement sur les humains.
Pour cette raison, la grande majorité des expériences a été réalisée dans un modéle

murin (Gumy et al., 2004).

Il est bien connu que le patron de cytokines est déterminant pour la suite de
Iinfection par L. major. L’IFN-y et I'IL-12 sont les deux cytokines proinflammatoires
qui empéchent la réplication du parasite et contrdlent 1’infection en induisant une
réponse de type Thl. A P’inverse, les cytokines IL-4 et IL-10 induisent une réponse de
type Th2, qui ne peut pas controler I’infection par Leishmania (Locksley et al., 1987,
Scott et al., 1988, Heinzel et al., 1989, Padigel et al., 2003, Gumy et al., 2004).

4.1 L’internalisation des promastigotes

Etant donné que Leishmania est un parasite intracellulaire, I’internalisation des
promastigotes par les macrophages est une étape primordiale. Dés que les
promastigotes métacycliques se retrouvent dans le systéme sanguin des mammiferes, ils
sont rapidement opsonisés par les composantes du complément. Premiérement, le
promastigote métacyclique n’est pas affecté par le complexe d’attague membranaire du
complément. Cette résistance pourrait s’expliquer par le fait que le LPG de ces

parasites est deux fois plus long que le LPG des promastigotes procycliques, empéchant
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ainsi la formation de ce complexe (Puentes ef al., 1990). Cette hypothése est confirmée
par le fait qu’in vitro, les procycliques sont sensibles au complément alors que les
métacycliques sont résistants. De plus, la métalloprotéase gp63 du parasite clive la
composante C3b en la forme inactive C3bi, empéchant ainsi la formation de ce
complexe d’attaque membranaire (Brittingham et al., 1995, Brittingham et Mosser,
1996). Etant donné que la phagocytose découlant de la liaison 4 CR3 inhibe la sécrétion
d’IL-12, I'utilisation de ce récepteur pour I’entrée des leishmanies dans le macrophage
représente un « choix » logique (Sutterwala et al., 1997, Descoteaux et Turco, 2002).
Ainsi, la déposition de C3bi a la surface du parasite favorise sa reconnaissance et son
internalisation via CR3. En plus, il a ét¢ démontré que gp63, le PPG et le LPG peuvent
se lier directement a ce récepteur (Alexander, J. et Russell, 1992, Kedzierski e? al.,
2004). En plus de CR3, les promastigotes peuvent étre phagocytés par plusieurs autres
récepteurs : CR1 (Da Silva et al., 1989), le récepteur mannose (Wilson et Pearson,
1986, 1988), les récepteurs scavengers (Tripathi et Gupta, 2003), TLR2 et TLR3
(Flandin et al., 2006). En plus de ces récepteurs, il a été démontré que les chaines
latérales du LPG de L. major sont reconnues par la galectine-3 et la galectine-9 du
macrophage. Cependant, seule cette derniére est impliquée dans I’interaction entre le

parasite et le macrophage (Pelletier et Sato, 2002, Pelletier et al., 2003).

Récemment, des études in vivo ont permis d’émettre une hypothése de cheval
de Troie pour expliquer I’entrée silencieuse du promastigote de L. major dans les
macrophages. Selon ce modéle, les promastigotes pénétrent premiérement dans les
neutrophiles, les premiéres cellules 2 arriver au site d’infection (Woodman ez al., 1998).
Les neutrophiles peuvent phagocyter mais pas tuer les promastigotes (Laufs ef al.,
2002). L’internalisation des promastigotes permet d’augmenter la longévité de ces
cellules (environ 42 h pour les neutrophiles infectés versus 12 h pour les non-infectés)
et la sécrétion de MIP-1B un facteur chemoattractant des macrophages (Aga et al.,
2002). Ceux-ci arrivent au site d’infection environ 42 h aprés la piqfre, soit au moment
ou les neutrophiles infectés deviennent apoptotiques. Les macrophages phagocytent
ainsi les neutrophiles apoptotiques inféctés, un phénoméne qui permet la sécrétion de la

cytokine anti-inflammatoire TGF-B. I a bien été établi que les promastigotes qui
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pénetrent ainsi dans les macrophages survivent et se multiplient adéquatement dans la
cellule. C’est de cette fagon que les leishmanies utilisent les neutrophiles comme un

cheval de Troie pour leur entrée silencieuse (Van Zandbergen et al., 2004).

Demiérement, une étude a démontré qu’environ 50% des promastigotes
metacycliques lors de I'infection sont apoptotiques. Ce qui pourrait sembler comme
une erreur de laboratoire est plutdt un mécanisme fort bénéfique pour les parasites. En
effet, un inoculum composé entiérement de parasites vivants ne peut pas survivre dans
les neutrophiles.  Cependant, un inoculum composé a 50% de promastigotes
apoptotiques induit la sécrétion de TGF-B tout en inhibant la production de TNF-o. par
le neutrophiles, permettant ainsi 1’établissement de I’infection (Tripathi et Gupta, 2003,

Van Zandbergen et al., 2006).

4.2 Retard dans la maturation du phagosome

Suite 4 la phagocytose, le promastigote doit se différencier en amastigote afin
de survivre dans le phagolysosome. In vitro, cette différenciation dure environ 12 h
(Barak et al., 2005). A cette fin, les promastigotes retardent la maturation du
phagosome en phagolysosome, laissant assez de temps pour leur différenciation en
amastigote (Desjardins et Descoteaux, 1997). En temps normal, I’actine filamenteuse
retrouvée autour du phagosome naissant se dépolymérise rapidement (Aderem et
Underhill, 1999). Cependant, il a été observé que les phagosomes contenant les
promastigotes conservaient I’actine périphagosomale (Figure 12).  Cette absence de
dépolymérisation est entiérement LPG-dépendante car la méme accumulation d’actine
est observée autour des phagosomes éontenant des promastigotes WT ou des levures
opsonisées au LPG, mais pas autour des phagosomes contenant les mutants Ipg2-KO
(Holm e al,, 2001). Ceci s’explique par la rétention, LPG-dépendante, au phagosome
de la GTPase Cdc42 et de protéines requises pour la polymérisation de la F-actine
(Arp2/3, WASP, Myosin) (Lodge et Descoteaux, 2005) ainsi que par I’inhibition de la

PKC-o par le LPG (Holm et al., 2003). Concrétement, 1’actine filamenteuse forme une
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FIGURE 12 : LEISHMANIA RETARDE LA MATURATION DU PHAGOSOME A)
L’accumulation d’actine autour des phagosomes contenant les promastigotes de
Leishmania empéche la fusion avec les endosomes tardifs et les lysosomes. L’actine
périphagosomale cause un retard dans la maturation du phagosome, permettant aux
promastigotes de se différencier en amastigotes. B) Des macrophages infectés avec L.
donovani et marqués avec la phalloidine permettent d’observer 1’accumulation LPG-

dépendante d’actine périphagosomale.
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barriére physique empéchant la maturation du phagosome, tel que démontré par le
retard dans le recrutement des marqueurs des endosomes tardifs (Rab7) et des
lysosomes (LAMP-1) (Figure 12A) (Desjardins et Descoteaux, 1997, Scianimanico et
al., 1999, Holm et al., 2001). Il est bien connu que le LPG s’insére dans la membrane
du phagosome, ce qui détruit les radeaux lipidiques, altérant ainsi les propriétés
biochimiques de la membrane, la rendant moins fusogénique (Miao et al., 1995,
Dermine et al., 2000, Dermine et al., 2001, Dermine e al., 2005). Finalement, 48 h
aprés I'infection, le pH intraphagosomal se situe entre pH 4.7 et pH 5.2 et on observe la
présence des marqueurs lysosomaux et des cathepsines B, D, H et L (Antoine et al.,
1990, Lang et al., 1994).

4.3 Altération des voies de signalisation

Une fois dans le macrophage, Leishmania modifie plusieurs voies de
signalisation du macrophage afin de favoriser sa survie. D’ailleurs, Leishmania est bien
reconnu pour causer une suppression générale de la signalisation du macrophage. En
utilisant un microarray composé de 588 génes du macrophage, il a été démontré que des
245 génes exprimés dans les macrophages non-infectés, 37% sont modulés
négativement d’au moins deux fois suite 4 une stimulation par les amastigotes de L.

donovani (Buates et Matlashewski, 2001).

4.3.1 Inhibition de la production de NO et ROI

Le NO et les intermédiaires réactifs dérivés de I’oxygéne (ROI) sont les armes
chimiques ultimes pour la destruction des Leishmania (Lemesre et al., 1997). Ces deux
classes de molécules agissent de concert pour contrdler une infection par Leishmania.
Des études in vivo avec L. major ont démontré qu’iNOS est primordial pour le contrdle
de I'infection au niveau de la peau et des ganglions mais assez marginal dans la rate.

Au contraire, le systtme phox est primordial pour le contréle de la charge parasitaire
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dans la rate alors qu’a la peau et aux ganglions, il agit de concert avec iNOS (mais sans

pouvoir le remplacer) afin de prévenir la résurgence de 1ésions (Blos et al., 2003).

Le NO est probablement I’agent le plus leishmanicide de I’arsenal du
macrophage. D’ailleurs, les souris NOS2™" sont incapables de contréler une infection
par Leishmania (Diefenbach et al., 1998). L’inhibition d’iNOS est causée par le LPG et
les GIPLs. En effet, la stimulation d’un macrophage par du LPG ou des GIPLs purifiés
est suffisante pour inhiber la sécrétion de NO (Proudfoot ef al., 1995, Proudfoot et al.,
1996).

La production de ROI par le complexe NADPH oxidase (phox, voir section
2.1.1), des phagocytes est un mécanisme iNOS-indépendant permettant de contrdler une
infection par Leishmania. Ainsi, méme si les promastigotes sont susceptibles aux ROI
(Murray, 1981), les promastigotes résistent 4 leur action afin de survivre dans les
macrophages. Tel que mentionné précédemment, le complexe NADPH oxidase est
composé de sous-unités membranaires et cytosoliques. Une étude de notre laboratoire a
démontré que I’assemblage du complexe phox est déficient aux phagosomes contenant
les promastigotes de L. donovani (Lodge et al., 2006). Par immunofluorescence, il a été
établi que gp9lphox est présent aux phagosomes contenant les promastigotes de L.
donovani WT ou LPG-déficients. Cependant, les composantes cytosoliques p47phox et
p67phox ne sont pas recrutées aux phagosomes de leishmanies WT contrairement aux
LPG-déficients (Lodge et al., 2006). En plus de ce mécanisme chez les promastigotes,
la phagocytose des amastigotes ne s’accompagne pas de la formation de ce complexe.
Contrairement aux promastigotes, I’absence de complexe phox par les amastigotes est
causée par la non activation de la composante p47phox (Lodge et Descoteaux, 2006). II
est important de noter que cette déficience dans 1’assemblage du complexe phox est
locale, les autres phagosomes de la cellule peuvent bien créer un complexe actif (Lodge
et Descoteaux, 2006, Lodge et al., 2006).
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4.3.2 Inhibition de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires

Afin de contrdler les pathogénes, la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires
par le macrophage est une étape primordiale. Inversement, Leishmania inhibe la
production de plusieurs de ces cytokines afin de faciliter sa survie. Les cas les plus
connus sont IL-18, TNF-o et IL-12. En effet, il a été démontré que le LPG de
Leishmania inhibe la production d’IL-1p en supprimant sa transcription. A cette fin, le
LPG agit via une séquence unique inhibitrice dans le promoteur du géne de I’IL-1p (nt
-310 a -57) (Reiner, 1987, Hatzigeorgiou et al., 1996). TNF-a. augmente grandement
Iactivité leishmanicide des macrophages. Comme pour IL-1B, les macrophages
infectés par Leishmania sécrétent peu de TNF-a en réponse au LPS (Descoteaux et

Matlashewski, 1989).

L’IL-12 est une puissante cytokine pro-inflammatoire favorisant une réponse
de type Th1 qui confére la protection envers Leishmania (Heinzel et al., 1993, Sypek et
al., 1993, Scharton-Kersten et al, 1995). Ainsi, il est fort compréhensible que
Leishmania inhibe la production d’IL-12 (Carrera et al., 1996, Belkaid ef al., 1998a,
Piedrafita et al., 1999). Dr’ailleurs, in vivo, I’'IL-12 est sécrété par les cellules

dendritiques et non par les macrophages en réponse a L. donovani (Gorak et al., 1998).

4.3.3 Activation de la production de cytokines anti-

inflammatoires

En plus d’inhiber la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, Leishmania
induit la production de cytokines anti-inflammatoires augmentant ainsi ses chances de
survie. Les trois cytokines les mieux connues sont IL-10, IL-4 et TGF-B. Cette
demiére diminue grandement I’expression d’iNOS et TNF-o. chez les macrophages et

inhibe la production d’IFN-y par les cellules NK (Gorelik ef al., 2002, Li, M. O. et al.,

2006). Ainsi, son role dans I'établissement de I'infection par Leishmania est bien
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accepté (Rodrigues et al.,, 1998). En effet, les souris BALB/c sont susceptibles a L.
major cependant, I’inactivation du récepteur au TGF-B de ces souris est suffisant pour
leur conférer la résistance & ces parasites (Laouar et al., 2005). Le TGF-B pourrait &tre
sécrété suite a la reconnaissance des promastigotes apoptotiques par les neutrophiles
(section 4.1). Suite & une infection par les amastigotes cependant, TGF-B n’est pas
induit via une augmentation de la transcription du géne mais plutét par le clivage de la

pro-TGF-P par la cystéine protéase du parasite (Gantt et al., 2003).

L’IL-4 est une importante cytokine qui permet la polarisation vers une réponse
de type Th2. Le rdle de I'IL-4 dans le déclenchement de I’infection par L. major est trés
clair. En effet, une mutation dans le récepteur a I'IL-4 est suffisante pour conférer la
résistance aux souris susceptibles. Inversement, I’ajout d’IL-4 aux souris résistantes les
rend susceptibles (Chatelain et al., 1992, Leal et al., 1993, Kopf et al., 1996). L’IL-10,
comme IL-4, polarise vers une réponse de type Th2. Le réle de cette cytokine dans le
developpement de I’infection a été prouvé avec des expériences similaires 3 celles
concernant IL-4 (Kane et Mosser, 2001, Viana Da Costa ef al., 2002, Noben-Trauth et
al., 2003).

4.3.4 Inhibition des PKC

Les PKC sont une famille de sérine/thréonine kinase importantes dans la
signalisation et sont associées 4 plusieurs mécanismes tels que I’induction de la flambée
oxidative ou la mobilité des endosomes (Blobe ez al., 1996). Ainsi, I’inhibition de PKC
représente une stratégie efficace pour la survie de Leishmania (Olivier et al., 1992).
D’ailleurs, les leishmanies survivent mieux dans les macrophages exprimant un
dominant-négatif (DN) de PKC-o. (St-Denis et al., 1999). A cette fin, le LPG et les
GIPLs sont reconnus comme de puissants inhibiteurs des PKC (McNeely et Turco,
1987, McNeely et al., 1989). En ce qui concemne le LPG, son activité inhibitrice de la
PKC se produit au travers de la double couche lipidique du phagosome. En effet, son

insertion dans la membrane cause la destruction des microdomaines lipidiques,
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empéchant ainsi la formation du signalosome (Miao et al., 1995, Giorgione et al., 1996,

Dermine et al., 2005).

4.3.5 Les MAP kinases

Les cascades de signalisation p38 MAPk, ERK1/2 et JNK sont importantes
pour la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. D’ailleurs 1’ajout d’un activateur de
p38 MAPK est suffisant pour activer iNOS et conférer la résistance envers Leishmania
(Awasthi et al., 2003). Chez les macrophages naifs, les voies p38 MAPk, ERK1/2 et
JNK ne sont pas activées suite a I’attachement et I’internalisation des promastigotes de
L. donovani (Prive et Descoteaux, 2060). Cependant, la stimulation de macrophages
naifs par les promastigotes Ipg/-KO et [pg2-KO cause I’activation rapide de ERK1 et
ERK2, ce qui laisse présager un rdle pour le LPG dans I’évasion de cette voie de
signalisation. En ce qui concemne JNK et p38 MAPK, ces voies ne sont pas activées

dans les macrophages naifs en réponse 4 L. donovani (Prive et Descoteaux, 2000).

4.3.6 Inhibition de la voie des JAK/STAT

La voie de signalisation des JAK/STAT est activée en réponse i plusieurs
cytokines. Etant donné I'importance de cette voie pour la résistance a Leishmania, il est
attendu que ces parasites inhibent cette voie (Rosas et al, 2003). A cette fin,
Leishmania peut interférer de deux fagons : via ’induction soit des protéines SOCS, soit

de la phosphotyrosine phosphatase SHP-1.

4.3.6.1 Induction des SOCS

Les protéines SOCS sont bien connues pour leur activité inhibitrice des
cytokines et sont normalement utilisées par le macrophage afin de limiter la réponse

inflammatoire (voir section 3.3.3). Cependant, I’effet de Leishmania sur I’expression
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des SOCS n’est pas encore bien établi. Selon de Veer et al.(2003), le LPG de L. major
induit ’expression de SOCS1 et SOCS3. Cependant, un autre groupe a démontré que
SOCS3, mais pas SOCSI, est induit par L. donovani, vivants ou tués a la chaleur, mais
pas par le LPG purifié (Bertholet et al., 2003). En plus, Olivier ez al. (2005) ne voit pas
d’induction de SOCS par L. donovani. Philosophiquement parlant, I’induction de ces
protéines représenterait une excellente fagon pour Leishmania de favoriser sa survie.
Alors que les macrophages dérivés de souris Socs/” tuent plus efficacement les
parasites (Alexander, W. S. et al., 1999), les souris exprimant constitutivement SOCS3

montrent un fort biais vers une réponse immunitaire de type Th2 (Seki et al., 2003).

4.3.6.2 Activation de SHP-1

Cette phosphatase est un régulateur négatif de plusieurs cytokines et agit de
plusieurs fagons, notamment en inhibant la voie des JAK/STAT (Rakesh et Agrawal,
2005). Le facteur d’élongation EF-lac de L. donovani active la phosphotyrosine
phosphatase SHP-1 (Olivier et al., 1998, Blanchette et al., 1999, Nandan et al., 2002).
En réponse a L. donovani, les macrophages déficients en SHP-1 produisent plus de NO
et réussissent a contrdler les Leishmania plus efficacement que les macrophages WT
(Forget et al., 2001). En plus, les souris déficientes en SHP-1 montrent une plus forte
activité inflammatoire et une sécrétion plus abondante d’IL-1PB, IL-6, TNF-a et de
chimiokines (Forget e al., 2005b). Un autre mécanisme pour inhiber cette voie de
signalisation est la dégradation de STAT-1a par un mécanisme SHP-1-indépendant
(Forget et al., 2005a, Olivier et al., 2005, Forget et al., 2006).

4.4 Le macrophage activé a I'IFN-y contréle Leishmania

Tel que décrit précédemment, une réponse de type Thl permet de bien
contréler I'infection par Leishmania. En ce sens, une infection in vitro de macrophages

activés a I'IFN-y résulte en la mort du parasite. En effet, il est connu depuis longtemps
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que I’activation du macrophage par I’'IFN-y, ou I’ajout simultané d’IFN-y et LPS, induit
’expression d’iNOS, ce qui méne a la destruction de Leishmania (Murray et al., 1985,
Nacy et al., 1985, Roach et al., 1991).

Alors que I’entrée du promastigote de L. donovani dans les macrophages naifs
est une étape silencieuse afin de permettre [I’établissement de I’infection, les
macrophages activés a I'IFN-y sécretent du NO, IL-1 et TNF-a. afin de tuer les parasites
(Reiner et al., 1990, Prive et Descoteaux, 2000, Flandin et al., 2006). De plus,
I’internalisation dans ces macrophages s’accompagne de la translocation nucléaire des
facteurs de transcription NF-xB et AP-1 et de I’activation des voies p38 MAPk et
ERK1/2 (Figure 13) (Prive et Descoteaux, 2000) (Chano et Descoteaux, résultats non-
publiés).

4.5 Reconnaissance de Leishmania par les TLRs

A cause de I'immense importance des TLRs dans la réponse immunitaire, la
relation entre Leishmania et les TLRs est un récent champ d’études important. La
premiére €tude laissant présager un role des TLRs dans la reconnaissance des
leishmanies a été publiée en 2002. Dans cette publication, ils ont montré qu’IL-1a
sécrété suite a la reconnaissance de L. major par le macrophage est MyD88-dépendant
(Hawn et al., 2002). Par la suite, le role de TLR2 dans la reconnaissance du LPG de
Leishmania par les macrophages et les cellules NK a été bien établi pour L. major
(Becker, L et al., 2003, De Veer et al., 2003). De plus, Becker et al. (2003) a démontré
que le LPG de L. major cause une augmentation de I’expression de TLR2 chez les
cellules NK. A cette fin, le LPG des promastigotes métacycliques est un plus fort
activateur de TLR2 que le LPG des promastigotes procycliques (Becker, 1. et al., 2003).
En plus, il a aussi ét¢ démontré que les souris MyD88-KO sont plus susceptibles aux
infections par L. major (De Veer et al., 2003), principalement parce que celles-ci

déclenchent une réponse immunitaire de type Th2 (Muraille et al., 2003).
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Entrée silencieuse

1

Etablissement de I'infection

Activation Sécrétion

ERK1/2 NO
p38 IL-1
NF -xB IL-6
IL-12
AP-1 TNF-a

Macrophage activé (IFN-v)

Destruction du parasite

FIGURE 13 : LA REPONSE IMMUNITAIRE ENVERS LES PROMASTIGOTES DE L. DONOVANI
L’entrée silencieuse des promastigotes dans les macrophages naifs permet
Pétablissement de l'infection. Au contraire, les macrophages activés a PIFN-y

résistent a I’infection.

- 66 -



En plus de TLR2, TLR4 est important dans le contrdle de I’infection par L.
major (Kropf et al., 2004a, Kropf et al., 2004b). En utilisant des souris TLR4-KO, ils
ont montré que L. major cause des lésions plus grandes chez ces souris contrairement
aux souris WT. En plus, les souris TLR4-KO ne peuvent pas contrler I’infection par L.
major, et ce probablement a cause de I’absence d’activation d’iNOS chez celles-ci.
Cependant, TLR4 n’est pas impliqué dans la sécrétion des chimiokines
RANTES/CCLS5, MIP-10/CCL3, IP-10/CXCL10 et MCP-1/CCL2 en réponse a L.
major (Antoniazi et al., 2004).
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Résumé de la premiére publication

Flandin, J.-F., Chano, F. et Descoteaux A. (2006) RNA interference reveals a role for
TLR2 and TLR3 in the recognition of Leishmania donovani promastigotes by
interferon-y-primed macrophages. Eur J Immunol 36 (2), 411-20.

Il est bien connu que les promastigotes de L. donovani entrent silencieusement
dans les macrophages au repos afin d’établir I’infection. Au contraire, dans les
macrophages préalablement activés a I’IFN-y, les parasites causent la translocation de
NF-kB, 1’activation des voies de signalisation MAPk et la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires, résultant en la destruction des leishmanies. Dans cette publication,
nous avons émis I’hypothése que I’'IFN-y induise 1’expression d’un récepteur de
reconnaissance pour la forme promastigote de L. donovani. L’observation que la kinase
IRAK-1, qui joue un rdle central dans la voie de signalisation des TLRs, est activée
suite a une stimulation par les parasites dans les macrophages activés a I'IFN-y
contrairement aux macrophages naifs, laisse présager que ce PRR est un TLR. En effet,
par RT-PCR, nous avons démontré que TLR3 est le seul TLR absent des macrophages
au repos dont I’expression est induite par I’'TFN-y. Afin d’étudier la contribution de ce
récepteur a la réponse immunitaire des macrophages activés a I’'IFN-y envers les
promastigotes de L. donovani, nous avons décidé d’utiliser la technique nouvellement
mise au point d’interférence ARN (RNAi). Cette méthode permettant de diminuer
I’expression de protéines spécifiques, nous avons démontré que TLR3 est impliqué dans
la sécrétion de NO et de TNF-a par les macrophages activés a I’IFN-y en réponse aux
promastigotes de L. donovani. Au cours de cette recherche, deux groupes différents ont
démontré le role de TLR2 dans la reconnaissance du LPG de L. major, nous avons donc
inclus ce récepteur dans nos différentes expériences. En utilisant des mutants dans la
biosynthese du LPG, nous avons pu démontrer que TLR2 reconnait les phosphoglycans
contenant les unités répétées de Galp1,4Man-PO, de L. donovani. Etant donné que les
TLRs sont les nouveaux enfants chéris de I'immunologie et que leur réle dans une vaste

quantité de phénomeénes est découvert fréquemment, nous avons vérifié le role de TLR2
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et TLR3 dans la phagocytose et I’activité leishmanicide des macrophages activés a
'IFN-y. Nos résultats démontrent que ces deux récepteurs facilitent I’internalisation
des promastigotes de L. donovani par les macrophages activés a I'IFN-y. En plus, et
probablement & cause de son réle dans la sécrétion de NO, TLR3 est impliqué dans

Pactivité leishmanicide des macrophages activés 4 I’IFN-y.
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Summary

Leishmania donovani promastigotes evade the induction of a proinflammatory
response during the invasion of naive macrophages. However, their entry in IFN-y-
primed macrophages is accompanied by the secretion of NO and proinflammatory
cytokines. In the present study, we addressed the hypothesis that priming with IFN-y
induces the expression of a receptor which enables mouse macrophages to recognize L.
donovani promastigotes. We observed that in IFN-y-primed macrophages, L. donovani
promastigotes stimulated Interleukin-1 receptor-associated kinase-1 (IRAK-1) activity.
We next showed that Toll-like receptor (TLR)3 expression was barely detectable in
naive macrophages but expressed in IFN-y-treated macrophages. Silencing of TLR3,
TLR2, IRAK-1, and MyD88 expression by RNA interference revealed that both TLRs
are involved in the secretion of NO and TNF-a induced by L. donovani promastigotes.
Using L. donovani mutants, we showed that TLR2-mediated responses were dependent
on GalB1,4Mana-PO4-containing phosphoglycans, whereas TLR3-mediated responses
were independent of these glycoconjugates. Furthermore, our data indicated a
participation of TLR2 and TLR3 in the phagocytosis of L. donovani promastigotes and
a role for TLR3 in the leishmanicidal activity of the IFN-y-primed macrophages.
Collectively, our data are consistent with a model where recognition of L. donovani
promastigotes depends on the macrophage activation status, and requires the expression
of TLR3.
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1. Introduction

Protozoan parasites of the genus Leishmania infect millions of people
worldwide, causing a wide spectrum of diseases collectively termed leishmaniases that
vary in their clinical manifestations. Whereas cutaneous leishmaniasis, an infection
characterized by ulcerative lesions of the skin, is generally a self-healing disease,
visceral leishmaniasis (Kala-azar), represents the most severe clinical manifestation of
Leishmania infection. The causative agent, L. donovani, infects macrophages of the
liver, the spleen, and the bone marrow. Leishmania is transmitted by the blood-sucking
female sand fly vector, where it exists under its promastigote form. Infectious
promastigotes are inoculated into the vertebrate host upon the bloodmeal of the infected
sand fly. There, promastigotes resist the lytic action of complement and are
phagocytosed by mononuclear phagocytes. Once inside, they differentiate into

amastigotes, which proliferate within acidic and hydrolase-rich phagolysosomes.

Failure to activate macrophages during the invasion process may contribute to
the successful establishment of Leishmania promastigotes within the mammalian host
[1, 2]. In the case of L. donovani, entry of promastigotes in macrophages occurs in the
absence of a pro-inflammatory response and nitric oxide secretion [3-5], which
presumably contributes to the establishment of infection. In IFN-y-primed bone
marrow-derived macrophages, L. donovani promastigotes induce the activation of p38
MAPK and ERK1/2 pathways, as well as the secretion of TNF-o. and NO which is
required for parasite killing by IFN-y-primed macrophages [5-7]. Whether IFN-y-
induces the expression of a L. donovani promastigote recognition receptor(s) is an

hypothesis that deserves consideration.

Of the growing number of receptors involved in the recognition of pathogen-
associated molecular patterns [8], TLRs are considered key players of the innate
immune reponse [9-11]. This family of receptors comprises over 10 members which

allow the recognition of a whole range of microbial pathogens, leading to the
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production of inflammatory mediators such as TNF-a, IL-12, as well as the induction of
iNOS expression [11-14]. All TLRs share a conserved upstream signalling pathway
[15]. Following the recognition of a PAMP, the adaptor molecule MyD88 is recruited
to the TIR domain of the TLR [16]. Next, the kinase IRAK-1 is recruited to the
complex, is phosphorylated by IRAK-4 and by autophosphorylation, and then
dissociates from MyD88 to interact with TRAF6 and activates various cascades,
ultimately leading to the activation of MAP kinases pathways, the translocation of NF-
kB to the nucleus as well as the secretion of proinflammatory cytokines [16-18].
Another pathway, termed “MyD88-independent”, is implicated in signalling following
engagement of TLR3 and TLR4. This cascade uses TRIF as an adaptor protein and
allows the translocation of NF-kB to the nucleus and the activation of MAP kinase
pathways, with a slower kinetics, as well as the activation of IP-10 and IFN-o/B via the
activation of IRF3 [14, 19, 20]. Furthermore, recent studies suggested that TLRs are
implicated in a variety of phenomena in macrophages, including phagocytosis and

phagosome maturation and microbicidal activity [21-25].

Recently, two distinct TLRs have been implicated in the recognition and
immune responses against L. major. MyD88 is required for the secretion of IL-1a by
mouse peritoneal macrophages following infection by L. major promastigotes [26], and
MyD88-deficient mice are more susceptible to infection with L. major [27]. LPG, a
GPI-anchored polymer of repeating GalBl-4Mano-PO; unit and a prominent
promastigote surface glycoconjugate [28], activates both mouse macrophages and
human NK cells through TLR2 [27, 29]. In addition, in vivo studies in mice revealed an
important role for TLR4 in the control of L. major infection, possibly through the
regulation of inducible NO synthase expression [30]. In the present study, we present
evidence that TLR3 also contributes to the recognition of L. donovani promastigotes,
thereby supporting the concept that orchestration of an appropriate immune response

against a pathogen involves cooperation between multiple receptors [31].
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2. Results

2.1 L. donovani promastigotes activate IRAK-1 in IFN-y-primed macrophages.

We sought to determine whether the induction of a proinflammatory response in IFN-y-
primed macrophages exposed to L. donovani promastigotes was the result of a TLR
activation. = To this end, we performed in vitro kinase assays on IRAK-1
immunoprecipitated from either naive or IFN-y-primed macrophages following
stimulation with L. donovani promastigotes. As shown in Figure 14, L. donovani
promastigotes had no effect on IRAK-1 activity in naive BMM (Fig. 14, lanes 2-4). In
contrast, L. donovani promastigotes increased IRAK-1 activity by 1.9-fold at 30 min in
IFN-y-primed BMM (Fig. 1C, lane 4). Similar results were obtained with RAW 264.7
cells (Fig. 1B and 1D). These data suggest that L. donovani promastigotes are
recognized by a TLR in IFN-y-primed macrophages. Alternatively, IRAK-1 activation

could be the consequence of a recognition by IL-1 receptors.

2.2 TLR3 is upregulated in IFN-y-primed macrophages

TLR expression can be modified by various cytokines and depends on factors such as
cell type and localization [32-35]. Since IRAK-1 is rapidly activated by L. donovani
promastigotes in IFN-y-primed macrophages, we speculated that IFN-y might induce the
expression of a TLR in macrophages that would be responsible for the recognition of L.
donovani promastigotes. We thus compared by RT-PCR the expression of various
TLRs in naive and IFN-y-primed BMM. As shown in Figure 24, TLR1 (lanes I-2),
TLR2 (lanes 3-4), TLR4 (lanes 7-8), TLRG6 (lanes 11-12), TLR7 (lanes 13-14) and
TLR8 (lanes 15-16) were expressed at similar levels in naive and IFN-y-primed BMM,
whereas TLRS (lanes 9-10) and TLR9 (lanes 17-18) were not expressed in these cells.
Similarly, we noticed no difference in the expression of the housekeeping gene HPRT
(lanes 19-20) in naive and IFN-y-primed BMM. TLR3 was the only TLR whose
expression was undetectable in naive macrophage (lane 5) and induced by IFN-y
treatment (lane 6). Using an antibody against TLR3, we confirmed by
immunofluorescence that TLR3 expl;es,-sion was induced by IFN-y but not PGN in RAW
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264.7 macrophages (Fig. 2B). Stimulation of RAW 264.7 cells with the TLR2 ligand
PGN did not induce TLR3 expression. PGN-stimulated RAW 264.7 cells were
therefore used as a negative control for immunofluorescence (Fig. 2B). This observation
is consistent with a previous study showing that IFN-y up-regulates TLR3 expression in

mouse macrophages [36].

2.3 Silencing of either IRAK-1, MyD88, TLR2 and TLR3 impairs the secretion of
NO and TNF-a following infection of IFN-y-primed macrophages by L. donovani
promastigotes.

To assess the possible role(s) of TLR3 in the recognition of L. donovani promastigotes
by IFN-y-primed macrophages, we used RNAi to inhibit its expression. We also
inhibited IRAK-1 and MyD88 expression as they represent key TLR downstream
signaling intermediates. Given the recent evidence that LPG signals via TLR2 [27, 29],
we included this TLR in our silencing experiments. BMM being not suitable for siRNA
transfection (not shown), we used the murine macrophage line RAW 264.7 for these
experiments, since the expression pattern of TLR3 (as well as for the other TLRs)
observed in naive and IFN-y-primed RAW 264.7 cells was similar to that observed in
BMM (Fig. 2B and data not shown). As shown in Figure 3, transfection of RAW 264.7
cells with the various siRNAs reduced the expression of IRAK-1, MyD88, TLR2 and
TLR3. Following treatment with the siRNAs, cells were incubated with 100 U/ml IFN-
y for 18 h prior to stimulation with either L. donovani promastigotes, LPS,
poly(I):poly(C) or PGN. Cell supernatants were collected 18 h later and the levels of
nitrite and TNF-o were determined. As a control, we used an siRNA specific for GFP
[37]. As previously shown in BMM [5], L. donovani promastigotes stimulated NO
secretion only in IFN-y-primed RAW 264.7 cells (Fig. 44). Silencing of either IRAK-1,
MyD88, TLR2 or TLR3 led to a significant inhibition of NO secretion induced by WT
L. donovani promastigotes in IFN-y-primed macrophages (respectively 6.2-, 2.2, 4.1-
and 36-fold reduction, with respect to siRNA for GFP) (Fig. 4B). Similar results were
obtained with the LPG-deficient mutant lpg/-KO (3.9-, 2.0-, 2.2- and 57-fold reduction,
respectively, with respect to siRNA for GFP). In the absence of LPG and other
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Galf 1,4Man-PO,4-containing phosphoglycans, secretion of NO induced by the [pg2-KO
mutant was inhibited by siRNAs for IRAK-1, MyD88 and TLR3 (2.2-, 4.5-, and 100-
fold reduction, respectively) but not for TLR2 (Fig. 4B).

TNF-a is secreted following the engagement of TLRs [38] and by IFN-y-primed
macrophages exposed to L. donovani promastigotes [5]. Similar to the results obtained
for NO, secretion of TNF-a induced by L. donovani promastigotes was significantly
inhibited by silencing IRAK-1, MyD88, TLR2, and TLR3 (40-, 1.6-, 47- and 40-fold
reduction, respectively, with respect to siRNA for GFP) (Fig. 54). As was the case for
NO, phosphoglycan-deficient I/pg2-KO mutants stimulated TNF-o. secretion
independently of TLR2 (Fig. 54). To demonstrate the specificity of the siRNAs used
for these experiments, we performed various controls. Figures 4C and 5B show that
siRNA for TLR3 inhibited the secretion of NO and TNF-o stimulated by
poly(I):poly(C) (2.5- and 4.7-fold reduction, respectively) but not by PGN or by LPS.
Similarly, siRNA for TLR2 inhibited the secretion of NO and TNF-a induced by PGN
(2.5- and 1.9-fold reduction, respectively) but not by poly(I):poly(C) or LPS. These
observations indicate that the recognition of L. donovani promastigotes and the
downstream secretion of NO and TNF-a by IFN-y-primed macrophages requires TLR2,
TLR3, MyD88 and IRAK-1.

2.4 TLR2 and TLR3 contribute to the phagocytosis of L. donovani promastigotes.

Recently, Doyle and colleagues [23] proposed a role for TLRs in the phagocytosis of
bacteria. We thus investigated the possible roles of TLR2 and TLR3 in the
phagocytosis of L. donovani promastigotes by RAW 264.7 macrophages. Following
treatment with siRNA for TLR2 or TLR3, macrophages were primed with IFN-y and
infected with either WT or /pg2-KO promastigotes. The number of promastigotes
internalized per 100 cells was determined by confocal microscopy. Silencing of TLR3
resulted in decreased internalization of both WT and Ipg2-KO promastigotes (25% and
20% reduction, respectively) (Fig. 6). In contrast, the internalization of WT but not
Ipg2-KO promastigotes was reduced by 25% in the absence of TLR2 (Fig. 6). Thisisin
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agreement with the role of TLR2 in the recognition of Galf31,4Man-PO,-containing
phosphoglycans. Furthermore, as noticed by Blander and Medzhitov [22], in cells
where TLR2 or TLR3 expression was silenced, we observed a greater number of

parasites that were attached but not internalized (data not shown).

2.5 TLR3 is required for the leishmanicidal activity of IFN-y-primed macrophages.
Since TLRs are implicated in the microbicidal activity of macrophages [22], we
measured the survival of L. donovani promastigotes following their phagocytosis by
IFN-y-primed macrophages treated with siRNAs specific for GFP, IRAK-1 and TLR3.
As a control, we infected naive macrophages with promastigotes. As shown in Fig. 7,
L. donovani survived and started to replicate 36 h post-infection in naive macrophages
(diamond), whereas they were killed by IFN-y-primed macrophages treated with siRNA
for GFP (square). Silencing of either IRAK-1 (triangle) or TLR3 (circle) impaired the
ability of IFN-y-primed macrophages to kill L. donovani (Fig. 7). In contrast, WT
promastigotes were killed in IFN-y-primed macrophages treated with siRNA against
TLR2 (data not shown).
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3. Discussion

Whereas L. donovani promastigotes enter naive macrophages in a relatively
silent way, they elicit the secretion of NO and pro-inflammatory cytokines in IFN-y-
primed macrophages [5]. One explanation for this phenomenon is that L. donovani
promastigotes are not recognized by naive macrophages, and that IFN-y induces the
expression of a recognition receptor. Our observation that L. donovani promastigotes
rapidly stimulated IRAK-1 activity in IFN-y-primed macrophages supported the
hypothesis that IFN-y enables macrophages to recognize L. donovani promastigotes by
inducing the expression of a TLR. TLR3 was the only member of the TLR family
whose expression was up-regulated by IFN-y in murine macrophages and its silencing
by RNAi in IFN-y-primed macrophages led to a significant reduction of TNF-o and NO
secretion in response to L. donovani promastigotes. The use of L. donovani mutants
allowed us to rule out that Galf1,4Man-PO,-containing glycoconjugates were the
parasite molecules recognized by TLR3 in IFN-y-primed macrophages. Since dsRNA is
the only known ligand for TLR3 [14, 39], we verified the possibility that our
Leishmania strains contain one of the previously described Leishmania dsRNA viruses
[40, 41], but we were unable to detect RNA-dependent RNA polymerase activity using
an in vitro assay [42] in our strains (data not shown). We also failed to detect in our
Leishmania strains dsRNA structures which could activate TLR3 (not shown), as
recently shown for Schistosoma eggs [39]. It is thus possible that structures other than
dsRNA present in L. donovani promastigotes can be recognized by TLR3. Clearly,
additional studies will be required to identify the Leishmania promastigote molecule(s)
recognized by TLR3 in IFN-y-primed macrophages. Of interest, a recent study revealed
that TLR9, which was originally described as a receptor for unmethylated CpG DNA
[43], was responsible for the recognition of hemozoin, a metabolite produced by

Plasmodium falciparum [44].

Recent studies revealed that TLR2 contributes to the recognition of L. major and

to the subsequent immune response. Becker and colleagues showed that in human NK
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cells, L. major LPG binds directly to TLR2 and upregulates both mRNA and the
membrane expression of TLR2. Moreover, binding of LPG to TLR2 enhances IFN-y
and TNF-a production and nuclear translocation of NF-kB [29]. LPG from L. major
also stimulates macrophages to secrete IL-12 and TNF-a via a MyD88-dependent
pathway and requires TLR2 to activate an NF-kB-driven reporter construct in 293T
cells [27]. Our data provide additional support for the role of TLR2 in the recognition
of Leishmania glycoconjugates. Similar to WT promastigotes, the Ipgl-KO mutant,
which lacks LPG but synthesizes normally the other GalP1,4Man-POy-containing
molecules [45], induced NO secretion in IFN-y-primed macrophages but not in cells
treated with siRNA for TLR2. Moreover, silencing of TLR2 had no effect on either NO
or TNF-a secretion induced by the /pg2-KO mutant, which is unable to synthesize the
repeating GalP1,4Man-PO, units [46], in [FN-y-primed macrophages (Fig. 4B and 54).
Together, these data suggest that TLR2 recognizes the repeating Galp1,4Man-PO, units
present not only on LPG, but also on the secreted acid phosphatase, the secreted
phosphoglycan, and the proteophosphoglycan [47]. In support of this conclusion,
Becker and colleagues [29] reported that LPG purified from infectious metacyclic
parasites was a more potent activator of NK cells than LPG purified from non-infectious
procyclic parasites, most likely due to the doubling in the number of repeating units
[29]. However, L. donovani promastigotes evade the induction of a pro-inflammatory
response in naive macrophages [1, 2, 48], despite the presence of TLR2. This raises the
possibility that other molecules are required for the recognition of L. donovani
promastigotes. Our data suggest that in IFN-y-primed macrophages, TLR2 might act in
concert with TLR3 for the recognition of L. donovani promastigote and their
GalP1,4Man-PO;-containing molecules, since silencing of TLR3 completely inhibited
NO and TNF-a secretion. Conversely, TLR3 might not require TLR2 to recognize yet
unidentified L. donovani promastigotes molecules, since silencing of TLR2 had no
effect on the induction of NO secretion by the /pg2-KO mutant in IFN-y-primed
macrophages. In addition to IFN-y, IFN-B and LPS up-regulate TLR3 expression in
mouse macrophages [36]. Our data raise the possibility that priming with either IFN-$
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or LPS would enable macrophages to recognize L. donovani promastigotes and secrete
NO. Such a scenario is supported by the finding that priming of human mononuclear
phagocytes with IFN-B increased their ability to kill L. major promastigotes [49].
However, another group reported that addition of IFNa/B 2 h prior to L. major
promastigotes abolished NO production and killing [50]. Additional studies will be

necessary to clarify this issue.

Recent evidences indicate that in addition to proinflammatory responses, TLR
signaling modulates phagocytosis [22, 23, 25]. Our data showing that silencing of
either TLR2 or TLR3 reduced internalization of L. donovani promastigotes by IFN-y-
primed macrophages thus provides additional support to the role of TLRs in modulating
phagocytosis. On the other hand, silencing of TLR2 had no effect on the internalization
of the phosphoglycan-deficient Jpg2-KO mutant. This may be related to the observation
that this mutant is not recognized by TLR2. It should be noted that although
statistically significant, the contribution of TLR2 and TLR3 to the phagocytosis of L.
donovani promastigotes remains minor. This is consistent with the fact that recognition
and internalization of Leishmania promastigotes involve multiple receptors (such as the
mannose receptor, CR1, CR3 and p150,95) [46]. Activation of TLRs also leads to the
secretion of NO, which plays an essential role in the control of Leishmania infection
[51-53]. The inhibition of NO secretion by IFN-y-primed macrophages treated with
siRNAs for either TLR3 or IRAK-1 may thus account for the inhibition of L. donovani
promastigote killing by these cells. Interestingly, it was recently shown in vivo that

TLR4 controls L. major replication via the induction of iNOS [30, 54].

In summary, our results suggest that both TLR2 and TLR3 contribute to the
response induced by L. donovani promastigotes in [FN-y-primed macrophages. Further
studies addressing the fate of L. donovani infection in TLR3 knock-out mice will be

required to address the importance of this receptor in vivo.
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4. Materials and Methods

4.1 Parasites. L. donovani promastigotes (Sudanese strain 1S) were grown at 26°C in
RPMI 1640 medium (Life Technologies Inc., Burlington, ON, Canada) supplemented
with 20% heat inactivated FBS, 100 uM adenine, 20 mM MES (pH5.5), 5 uM hemin, 3
MM biopterin, 1 uM biotin and antibiotics (Leishmania medium). The isogenic LPG-
defective mutants /pg/-KO and /pg2-KO were described previously [5, 55]. Luciferase-
expressing promastigotes [56] were grown in Leishmania medium supplemented with
50 pg/ml G418 (Life Technologies Inc.). For infections, promastigotes were used in

stationary phase of growth at a parasite-to-macrophage ratio of 10:1.

4.2 Macrophages. The murine macrophage cell line RAW 264.7 was grown in
Dulbecco Modified Eagle Medium with glutamine (Life Technologies Inc.)
supplemented with 10% heat-inactivated FBS (Hyclone, Logan, UT), 10 mM Hepes
(pH 7.4) and antibiotics (complete medium), in a 37°C incubator with 5% CO,. BMM
were obtained from female Balb/c mice as previously described [5] and cultured in
complete medium. When indicated, IFN-y (R&D Systems, Minneapolis, MN) was used
for the activation of macrophages at a concentration of 100 U/ml (for RAW 264.7) 18 h

prior to infection with L. donovani promastigotes.

4.3 RT-PCR. Total RNA was extracted using RNAzol B (Tel-Test Inc., Friendswood,
TX), treated with DNasel (BD biosciences Clontech, Mississauga, ON), and reverse
transcribed with AMV reverse transcriptase (USB Corporation, Cleveland, OH) as
described [57]. ¢DNA was used for PCR using various primers for the different TLRs.
TLRIF:  5-TCTTGTGCCACCCAACAGTCAG-3’ (AD-183), TLRIR: 5-

CCCATAAGCATCTCCTAACACCAG-3' (AD-184), TLR2F: 5’-
ATYGAYTCCATYGAAAAGAGCCACAA-3’, TLR2R: 5’-
CTTTATYGCAGYTCTCAGATTTACCCA-3’, TLR3F: 5’-
TCATTCACATCGAGGGCTGGAG-3’ (AD-155), TLR3R: 5’-
CGCAAACAGAGTGCATGGTTTAG-3’ (AD-156), TLR4F: 5’-
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GGAAGCTTGAATCCCTGCATAG-3’, TLR4R: 5’-

AATCCAGCCACTGAAGTTCTGAA-3; TLRSF: 5’-
ATCGCCTTTCGTCATGCAAGGCAG-3, TLRSR: 5’-
AAATATCCCAGGTGGAAGGAAATT-3’; TLRG6F: 5’-
AAGGCGGGGAAACAGAAAGTC-3’ (AD-185), TLR6R: 5’-
TGCTGGAGGGTCACATTCAATAAG-3’ (AD-186); TLR7F: 5’-
CAGAAGTCTAAGTTTCTTCAGC-3’, TLR7R: 5’-
GGGAAATATTTAACTGAGCATGG-3’; TLR8F: 5’-
GTGCTTTTGTCTGCTGTCCTCTG-3’ (AD-187), TLRS8R: 5’-
TTTGGGTGCTGTTGTTTGGC-3’ (AD-188); TLROF: 5’-
TGGAGGACCGAGATTGGCTGC-3’, TLROR: 5’-
TGAGCTATTCTGCTGTAGGTCC-3’; HPRTF: 5’-
GTTGGATACAGGCCAGACTTTGTTG-3’ (AD-55), HPRTR: 5’-

GATTCAACTTGCGCTCATCTTAGGC-3’ (AD-56). PCR products were migrated on
1.5% (w/v) agarose gel and the pictures were taken with a Alphalmager 3400 (Alpha
Innotech Corporation, San Leandro, CA).

4.4 Determination of nitrite and quantitation of TNF-o.. Nitrite levels in cell
supernatants were determined with the Griess reagent as described [6]. The amounts of
TNF-a in cell supernatants were determined by enzyme-linked immunosorbent assays,
as described [58]. o

4.5 In vitro Kkinase assays. In vitro kinase assays were performed essentially as
described elsewhere [59]. The gels were exposed to a phosphor screen which was
scanned on a Phospholmager (Molecular Dynamics) and levels were subsequently

corrected to uninfected cells.

4.6 RNA interference. For the silencing of either IRAK-1, MyD88, TLR2 or TLR3 by
RNA interference, we selected siRNA using the guidelines described by Tuschl and
colleagues (http://www.rockefeller.edu/labheads/tuschl/sirna.html). Briefly, adherent
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RAW 264.7 macrophages (10° cells per 24 wells plates) were transfected with specific
siRNA  duplexes (GFP: AAGAACGGCAUCAAGGUGAACATAT; IRAK-1:

AAAGAGCCCAUCCCUCCCCGUATJT; MyD88:
AAGGAGAUGGGCUUCGAGUACATJT; TLR2:
AAGCAGGCGACAACCACUUUGATJT; TLR3:

AAGGAUGUUUUCGGGCCGCCUATAT) (Dharmacon, Lafayette, CO) at a final
concentration of 240 nM using OligoFectamine (Invitrogen, Mississauga, ON, Canada)
in serum-free DMEM for 4 h. siRNA and OligoFectamine were in contact for 20 min in
50 pl of Opti-MEM medium (Life Technologies Inc.) and used for transfecting adherent
macrophages in 200 pl of serum-free DMEM. Afier 4 h at 37°C, 125 pl of fresh
DMEM supplemented with 30% FBS was added for 3 h and IFN-y was then added at
100 U/ml for 18 h prior to the infection. The siRNA specific for GFP was used as a
negative control. A BLAST search against the mouse genome sequence database was
performed to ensure that the chosen siRNA sequences targeted only the mRNAs of

interest.

4.7 Immunofluorescence and confocal microscopy. To assess the efficiency of the
silencing, cells were stained for either IRAK-1, MyD88, TLR2 or TLR3. Briefly, cells
were fixed with 2% paraformaldehyde (Sigma), permeabilized with 0.1% Triton X-100,
and blocked with 1% BSA and 20% normal goat serum for IRAK-1 and MyD88 or 20%
normal rabbit serum (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, PA) for
TLR2 and TLR3. Cells were then marked with a first antibody specific for either
IRAK-1 (Upstate), MyD88 (HFL-296), TLR2 (S-16) or TLR3 (N-15) (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) and stained with a secondary antibody coupled to
Alexa-568 (Molecular Probes, Eugene, OR), coverslips were then mounted on slides
with Fluoromount-G (Southern Biotechnology associates Inc., Birmingham, AL). They
were then visualised on a Nikon Eclipse TE2000-U microscope (Nikon, Melville, NY)
and pictures were taken using a Sensys camera (Photometrics, Tucson, AZ). For the
phagocytosis assay, Leishmania promastigotes were phagocytosed for 2 h. Coverslips

were then permeabilized with Triton X-100 0.1% and stained using Draq5 (Biostatus
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Limited, Shepshed, UK) and phalloidin coupled to Alexa-488 (Molecular Probes) and
mounted using Fluoromount-G. The number of internalized promastigotes per 100 cells
were calculated with a Nikon Eclipse E800 equipped with a BioRad Radiance 2000

confocal microscope. Data were analyzed with LaserSharp 2000.

4.8 Measurement of luciferase activity.  Promastigotes stably expressing the
luciferase gene were used to infect macrophages for 1 h, cells were then washed 4 times
with serum-free medium and the absence of nonphagocytozed promastigote was
ensured by microscopic visualization and then cells were incubated with fresh complete
medium. Luciferase activity was measured using the Dual-luciferase reporter assay
system as described (Promega, Madison, WI). Briefly, at 1 h, 12 h, 24 h and 36 h post-
infection, cells were lysed with 100 ul of 1X Cell Lysis Buffer, then 20 pl of cell extract
was mixed with 50 pl of LARII buffer and the luciferase was quantified using a Lumat
LB 9507 luminometer (EG&G Berthold, Nashua, NH).

4.9 Reagents. Lipopolysaccharide of Escherichia coli Serotype 0127:B8 was
purchased at Sigma and used at a final concentration of 100 ng/ml. Poly(I):Poly(C) was
purchased from Amersham Pharmacia Biotech Inc. (Piscataway, NJ) and used at a final
concentration of 20 pg/ml. Peptidoglycan from Staphylococcus aureus was purchased

from BioChemika (Buchs, Switzerland) and used at a final concentration of 10 pg/ml.
4.10 Statistical analysis. Statistical analyses were performed by unpaired Student’s ¢

test using Microsoft Excel. Data of siRNA for IRAK-1, MyD88, TLR3 or TLR2 were
compared to siRNA for GFP and a p =0.05 was considered to be significant.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. IRAK-1 is activated during an infection by L. donovani promastigotes in
IFN-y-primed macrophages. Adherent BMM (A and C) or RAW 264.7 macrophages (B
and D) were either IFN-y-primed (100 U/ml) (C and D) or not (A and B) and incubated
in the presence of WT promastigotes for the indicated time points. IRAK-1 was
immuno-precipitated and incubated with *P-ATP and MBP, and phosphorylation of
MBP was measured as described under Materials and Methods. Similar results were

obtained in three separate experiments. N, naive macrophages.

Figure 2. TLR3 is upregulated in IFN-y-primed macrophages. A. BMM were
untreated or primed with IFN-y (100 U/ml) for 18 h. Total RNA was extracted,
DNasel-treated, reverse transcribed, and used as a template for PCR for different TLRs.
The resulting PCR fragments were migrated on an agarose gel. M, molecular weight
marker pUC18/Haelll B. RAW 264.7 macrophages grown on coverslips were untreated
or incubated with IFN-y (100 U/ml) or peptidoglycan (10 pg/ml) for 18 h. Cells were
fixed, stained with or without an antibody against TLR3 and a secondary antibody
coupled to Alexa-568, mounted on a glass coverslip, and visualised under a microscope.

Data are representative of three separate experiments.

Figure 3. RNAI inhibits the expression of IRAK-1, MyD88, TLR2 and TLR3.
Adherent RAW 264.7 macrophages were transfected with siRNA against GFP (siRNA
GFP column) or siRNA specific for IRAK-1 (A), MyD88 (B) , TLR3 (C) and TLR2 (D)
respectively (siRNA specific column). Cells were then IFN-y-primed (100 U/ml) for 18
h and stained using specific antibody and a secondary antibody coupled to Alexa-568 to

assess the efficiency of the silencing.

Figure 4. The silencing of IRAK-1, MyD88, TLR2 and TLR3 impairs NO secretion by
IFN-y-primed macrophages exposed to L. donovani promastigotes. A. Adherent RAW
264.7 macrophages (1.5x10°/well) were left untreated or IFN-y-primed (100 U/ml) for
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18 h and then incubated with WT promastigotes at a parasite-to-macrophage ratio of
10:1 for 18 h. Supernatants were collected and nitrite levels were measured using
Griess reagents. B and C. Adherent RAW 264.7 macrophages (1.5 x 10°/well) were
transfected with siRNA for GFP, IRAK-1, MyD88, TLR2 or TLR3, primed with IFN-y
(100 U/ml) for 18 h and incubated with either WT, Ipg/-KO or Ipg2-KO promastigotes
(parasite-to-macrophage ratio of 10:1), LPS (100 ng/ml), poly(I):poly(C) (20 pg/ml) or
PGN (10 pg/ml) for 18 h. Supernatants were collected and nitrite levels were measured
using Griess reagents. Basal levels of unstimulated cells were substracted. Experiment
was performed in triplicate and similar results were obtained in at least three separate

experiments. * p <0.01, ** p <0.05 vs RNAi GFP.

Figure 5. The silencing of IRAK-1, MyD88, TLR2 and TLR3 impairs TNF-a. secretion
by IFN-y-primed macrophages exposed to L. donovani promastigotes. Adherent RAW
264.7 macrophages (1.5 x 105/well) were transfected with siRNA for GFP, IRAK-1,
MyD88, TLR2 or TLR3, primed with 100 U/ml IFN-y for 18 h, and incubated with
either WT or [pg2-KO promastigotes (parasite-to-macrophage ratio of 10:1), LPS (100
ng/ml), poly(I):poly(C) (20 pg/ml) or PGN (10 pg/ml) for 18 h. Supernatants were
collected and the concentration of TNF-a secreted was determined by ELISA. Basal
levels of unstimulated cells were substracted. Experiments were performed in triplicate
and similar results were obtained in at least three separate experiments. * p <0.01, ** p

<0.05 vs RNAi GFP.

Figure 6. TLR2 and TLR3 participate in the phagocytosis of L. donovani
promastigotes. RAW 264.7 macrophages (1.5 x 10%well) were adhered to glass
coverslips, transfected with siRNA for GFP, TLR2 or TLR3, primed with 100 U/ml
IFN-y for 18 h and infected with either WT or lpg2-KO promastigotes (parasite-to-
macrophage ratio of 10:1) for 2 h. Cells were fixed, permeabilized and stained by
Drag5 and phalloidin coupled to Alexa-488. Coverslips were visualized by confocal

microscopy and results are expressed as the number of Leishmania internalized per 100
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cells. Experiments were done in triplicate and the results are representative of three

separate experiments. * p <0.05 vs RNAi GFP.

Figure 7. TLR3 plays a role in the leishmanicidal activity of IFN-y-primed
macrophages. Adherent RAW 264.7 macrophages (1.5 x 10°/well) were either
untransfected or transfected with siRNA for GFP (square), IRAK-1 (triangle) or TLR3
(circle), primed with 100 U/ml IFN-y for 18 h, or not (diamond) and infected with
luciferase-expressing WT promastigotes (parasite-to-macrophage ratio of 10:1) for 1 h.
Macrophages were then thoroughly washed to eliminate excess parasites and incubated
for the indicated time points. They were then harvested and luciferase activity was
measured. Survival rate is calculated by dividing the luciferase activity at the indicated
time-point by the luciferase activity at 1h. Experiments were done in triplicate and the
results are representative of three separate experiments. * p <0.01, ** p <0.05 vs

RNAI GFP.
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Résumé de la deuxiéme publication

Flandin, J.-F., Richer, E., Malo, D. & Descoteaux, A. (2007) TLR3 is induced after the
internalisation of particles in order to sense the identity of the pathogen. J Immunol, en

préparation

En réponse 4 un microorganisme pathogéne, les macrophages entreprennent un
remodelage important de leur transcriptome afin de déclencher une réponse immunitaire
adéquate envers Dintrus. Etant donné que les geénes régulés positivement suite i une
stimulation par un microorganisme fournissent un bon indice sur les outils nécessaires a
combattre efficacement I'infection, nous avons étudié 1’effet des promastigotes de L.
donovani sur I’expression des différents TLR dans les macrophages au repos. Par RT-
PCR et immunofluorescence, nous avons démontré 1’induction de ’ARNm et du
récepteur TLR3 suite & une stimulation par les leishmanies WT mais pas pour les
promastigotes /pg2-KO. Grace a des expériences de PCR quantitatif, nous avons de
plus démontré I’absence de régulation des ARNm de TLR2 et TLR4 en réponse aux
promastigotes de L. donovani. En utilisant différents inhibiteurs pharmacologiques,
nous montrons que I’induction de TLR3 survient suite a I’internalisation des
promastigotes par un mécanisme p38 MAPk-indépendant. Nous montrons que cette
induction est un mécanisme généralisé découlant de 1’activation de certains récepteurs
phagocytiques. En effet, la stimulation de macrophages naifs par différentes particules
telles que le zymosan, les billes de latex ou les promastigotes de L. donovani opsonisés
au complément cause I'induction de ’ARNm de TLR3. Par microscopie confocale,
nous observons que TLR3 est présent 4 la membrane des phagosomes contenant les
particules internalisées. Ainsi, ce récepteur pourrait servir de sentinelle afin d’identifier
la nature de la particule internalisée et, ultimement, déclencher la réponse immunitaire

appropriée envers celle-ci.
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ABSTRACT

Toll-like receptors (TLRs) are the long sought receptors that confer specificity to
the innate immune system. As such, they represent the first line of defense against a
wide variety of invading pathogens. Typically, cell surface expression of TLRs is quite
low, suggesting that their expression can be modulated by various stimuli. Lately, our
group and others have shown the roles of TLR2, TLR3 and TLR4 in the recognition of
the protozoan parasite Leishmania and the subsequent appropriate immune response. In
this study, we sought to identify the genes necessary to control an infection by studying
the modulation of TLR expression after L. donovani promastigote stimulation. Here,
we show by quantitative PCR and immunofluorescence that L. donovani promastigotes
induce the expression of TLR3 in naive mouse macrophages. Using pharmacological
inhibitors, we show this induction is p38 MAPk-independent and occurs after the
phagocytosis of the whole parasite. Furthermore, TLR3 expression is also induced by
others phagocytic signals such as zymosan and latex beads. Finally, we show by
confocal microscopy that induced TLR3 is localised at the surface of promastigote-
containing phagosomes. Collectively, our results identify TLR3 as a sensor of
phagocytosed particles and thus is an important player in the response of macrophages

toward L. donovani promastigotes.
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INTRODUCTION

The innate immune system represents the first line of defense against a variety of
pathogens. For a long time considered as non-specific, the discovery of the Toll-like
receptors (TLR) almost 10 years ago (1, 2) prove the innate immunity is more complex
than we thought. The TLRs are germline encoded type I glycoproteins characterized by
an extracellular domain containing varying numbers of leucine-rich repeats (LRR)
motifs and a characteristic Toll-Interleukin receptor (TIR) intracellular domain. Via the
recognition of a pathogen-associated molecular pattern (PAMP), they are able to sense
the identity of a pathogen and bridge innate and adaptive immunity (3). Following the
engagement of a TLR by a PAMP, different adaptor proteins are recruited to the TIR
domain of TLR and, depending on the adaptor protein recruited, results in a specific
immune response (4-7). Each TLR signaling has an overlapping but distinct function,

which largely depends on intracellular adaptor molecules (4).

Protozoan parasites of the genus Leishmania cause a variety of diseases termed
leishmaniases. Depending on the species inoculated, the clinical manifestations vary
from self-healing skin ulcerative lesions (cutaneus leishmaniasis caused principally by
L. major) to life-threatening visceral leishmaniasis (Kala-Azar) caused by the infection
of the liver, spleen and bone marrow macrophages by L. donovani or L. infantum.
Infectious promastigotes are inoculated inside mammals during the bloodmeal of an
infected female sandfly (genus Phlebotomus or Lutzomyia). There, the promastigotes
resist the attack by complement and are rapidly phagocytosed by mononuclear
phagocytes. Inside these cells, promastigotes differenciate into amastigotes, the form

that resides and proliferates in the acidic and hydrolase-rich phagolysosomes.

L. donovani promastigote entry into naive macrophages occurs in the absence of
a proinflammatory response and nitric oxide secretion, thereby allowing the succesful
establishment of an infection (8-12). However, in IFN-y-primed macrophages, L.

donovani promastigotes induce the activation of p38 MAPk and ERK1/2 pathways and
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the secretion of TNF-a and NO (10, 13). In order to explain this difference in the
immune response, we previously showed the presence of TLR3 in IF N-y-primed but not
in naive macrophages. Using RNA interference, we also demonstrated that TLR3, via
the recognition of an unidentified molecule of the promastigote, was responsible for the
secretion of NO and TNF-a by stimulated IFN-y-primed macrophages, resulting in
successful killing of these promastigotes. In addition to TLR3, the secretion of NO and
TNF-a by IFN-y-primed macrophages is also dependent of the recognition of
GalfB1,4Mana-PO,-containing phosphoglycans by TLR2 (13).

Immune cells respond to a broad range of stimuli through a common
transcriptional activation programme but also regulate gene expression in a pathogen-
specific manner, which might tailor the immune response to the pathogen (14, 15).
Even though the preponderant roles of TLR2, TLR3 and TLR4 in the immune response
of macrophages towards Leishmania promastigotes, the regulation of TLR expression
by L. donovani promastigotes is still unknown (13, 16-18). In this paper, we sought to
study the modulation of Toll-like receptor expression by promastigotes of Leishmania
donovani. Using quantitative PCR and immunofluorescence, we show that WT L.
donovani promastigotes induce TLR3 expression in naive macrophages. Furthermore,
using pharmacological inhibitors, we show that induction occurs following the
phagocytosis of the promastigote by a p38 MAPk-independent process. Furthermore,
using various phagocytic signals, we show that the upregulation of TLR3 expression
occurs following the phagocytosis of any particle, as evidenced by the fact that neither
L. donovani total DNA, total RNA nor total proteins induce the expression of TLR3
mRNA. We also show that induced TLR3 is present at the membrane of the
promastigote-containing phagosomes. Collectively, our results suggest that TLR3 is a
sensor of phagocytosed particles and, thus is an important player in the response of

macrophages toward L. donovani promastigotes.
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MATERIALS AND METHODS

Parasites. Leishmania donovani promastigotes (Sudanese strain 1S) were grown at
26°C in RPMI 1640 medium (Life Technologies Inc., Burlington, ON, Canada)
supplemented with 20% heat inactivated FBS (Hyclone, Logan, UT), 100 pM adenine,
20 mM MES (pH5.5), 5 pM hemin, 3 pM biopterine, 1 uM biotin and antibiotics
(Leishmania medium). The isogenic LPG-defective mutants /pg/-KO and Ipg2-KO
were described previously (10, 45). Promastigotes expressing GFP were grown in
medium supplemented with 50 pg/ml G418 (Life Technologies Inc.), as previously
described (45-47). Infections with WT, Ipg/-KO and Ipg2-KO promastigotes in late
stationary phase of growth were used at a parasite-to-macrophage ratio of 10:1.
Leishmania DNA was obtained by lysing promastigotes with TELT buffer (50 mM
Tris-HCl pH8.0, 62,5 mM EDTA pH9.0, 2,5 M LiCl, 4% (v/v) Triton X-100), phenol-
chloroform extraction and ethanol precipitation (48). Leishmania RNA was obtained by
RNAzol B (Tel-Test Inc., Friendswood, TX) extraction as suggested by manufacturer’s
instruction.  Leishmania proteins were obtained by lysing stationary phase
promastigotes with lysis buffer (20 mM Tris-HCl pH7.5, 1% Triton X-100, 150 mM
NaCl, complete protease inhibitors cocktail (Boehringer Mannheim).

Macrophages. The murine macrophage cell line RAW 264.7 and bone-marrow derived
macrophages (BMM) were grown in Dulbecco Modified Eagle Medium with L-
glutamine (Life Technologies Inc.) supplemented with 10% heat inactivated FBS, 10
mM Hepes (pH7.4) and antibiotics (complete medium) in a 37°C incubator with 5%
CO,. BMM were obtained from female BALB/c mice (Charles River, St-Constant, QC,
Canada) as previously described (10). When indicated, IFN-y (R&D Systems,
Minneapolis, MN) was used for the activation of macrophages at a concentration of 100
U/ml 18 h prior to infection with L. donovani promastigotes. Complement opsonisation
was carried out by incubating Leishmania promastigotes or zymosan A with the serum

of C5-deficient mice (DBA/2) for 30 minutes prior to phagocytosis (49).
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RT-PCR reactions. Total RNA was extracted using RNAzol B (Tel-Test Inc.) and
reverse transcribed with AMV reverse transcriptase (Roche) according to
manufacturer’s instructions. ¢cDNA was used for PCR using the following forward (F)
and reverse (R) primers : MyD88F : 5>-GTCTGCGGGAGACCCCCGCGTG-3’ (AD-
272) and MyD88R : 5’-CACGGTCGGACACACACAACT-3’ (AD-273); IRAKF : 5'-

TGACCTCGTTCACATCCTCACG-3>  (AD-270) and  IRAKR:  5'-
GCCTCATCTTCAATCAGGTCTT-3’ (AD-271); TRIFF : 5-
CGGAAGATGATTTCTACTGCC-3 (AD-343) and  TRIFR: 5-
GTTTCACTCCTATTACTGCTCC-3’ (AD-344); MonarchF : 5-

AACTGCGGACTCACCTCCAAAG-3’ (AD-349) and MonarchR : 5’-
CGGCTTCATTCTGGTTCTCCTTAG-3’ (AD-350). Primers for TLR1 to TLR9 and
HPRT were described previously (13). PCR products were separated on 1.5% (w/v)
agarose gels and the pictures were taken with an Alphalmager 3400 (Alpha Innotech
Corporation, San Leandro, CA).

Quantitative PCR. Quantitative PCR was performed with Brilliant SYBR green QPCR
master mix (Stratagene, LaJolla, CA) according to manufacturer’s instruction. The
relative expression of TLR3 was normalised to the amount of housekeeping genes TBP
and HPRT and compared to a calibrator by using the 2T method (50). Data were
performed in triplicate and analysed with REST MCS software (Corbett Life Science,
San Francisco, CA) (51, 52).

Immunofluorescence and confocal microscopy. Cells grown on coverslips were fixed
with 2% paraformaldehyde (Sigma, St-Louis, MO), permeabilized with 0,1% Triton X-
100 and blocked with 1% BSA and 20% normal rabbit serum (Jackson
ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, PA). Cells were marked with a
primary antibody for TLR3 (N-15) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) and
stained with a secondary antibody coupled to Alexa-568 (Molecular Probes, Eugene,
OR). Coverslips were then mounted on slides with Fluoromount-G (Southern

Biotechnology Associates Inc., Birmingham, AL). The slides were visualized on a
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Nikon Eclipse TE2000-U microscope (Nikon, Melville, NY) and pictures were taken

using a Sensys camera (Photometrics, Tucson, AZ).

For confocal microscopy experiments, cells were visualized on a Nikon Eclipse
E800 equipped with a BioRad Radiance 2000 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA).
Data were analyzed with LaserSharp 2000 software (Bio-Rad Laboratories).

Reagents. Lipopolysaccharide of Escherichia coli Serotype 0127:B8 was purchased
from Sigma and used at a final concentration of 100 ng/ml. Poly(I):Poly(C) was
purchased from Amersham Pharmacia Biotech Inc. (Piscataway, NJ) and used at a final
concentration of 20 pg/mL. Peptidoglycan from Staphylococcus aureus was purchased
from BioChemika (Buchs, Switzerland) and used at a final concentration of 10 pg/mL.
Zymosan A from Saccharomyces cerevisiae was purchased from Sigma and used at a
final concentration of 500 ng/ml. Zymosan A coupled to Alexa-488 was purchased
from Molecular Probes (Eugene, OR) and used at a zymosan-to-macrophage ratio of
5:1. Dyed red latex beads of 3 pm diameter were purchased from Polysciences, Inc.
(Warrington, PA) and used at a bead-to-macrophage ratio of 5:1. Ly294002 was
purchased from Sigma and used at a final concentration of 100 pM. Cytochalasin B
was purchased from Sigma and used at a final concentration of 20 pM. SB203580 was
purchased from Calbiochem (San Diego, CA) and used at a final concentration of 5 pM.
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RESULTS

TLR3 mRNA is induced by L. donovani promastigotes

Toll-like receptor expression is modulated by various stimuli and cytokines (14).
In order to verify the role of L. donovani promastigotes in the modulation of TLR
expression, we verified by RT-PCR the level of mRNA of TLR1 to TLR9 in naive
BMM either stimulated or not by WT L. donovani promastigotes. As shown in figure 1,
L. donovani promastigotes do not modulate the expression of the majority of the TLRs,
the only noticeable exception being TLR3, that is not expressed in naive unstimulated
macrophages (13), but is induced following L. donovani promastigote stimulation.
Following the engagement of a TLR, adaptor proteins are rapidly recruited to the TIR
domain to transduce the signal to IRAK-1, the central kinase of the signaling cascade
(5,7, 19, 20). The two most important adaptor proteins are MyD88 and TRIF; since
both can be modulated by various stimuli, we also verified if L. donovani caused a
difference in their expression (20, 21). As shown in figure 1, WT promastigotes have
no effect on the expression of either IRAK-1, MyD88 or TRIF. Recently, Williams et
al. (22) showed that Monarch-1 is an important negative regulator of TLR signaling
pathways and its expression is reduced after an infection with Mycobacterium
tuberculosis (22). As shown in figure 1, L. donovani promastigotes do not modify
Monarch-1 mRNA expression. An amplification of the housekeeping gene HPRT was

used as a control.

TLR3 mRNA is not induced by Galfl,4Man-PQOdeficient promastigotes

We previously reported that TLR3 plays a role in the secretion of NO and TNF-
a following an infection of IFN-y-primed macrophages by L. donovani promastigotes
WT or /pg mutants (13). By quantitative PCR, we verified the effect of these LPG-
deficient promastigotes on the induction of TLR3 mRNA in naive macrophages. In
figure 2A, the expression ratio of TLR3 mRNA in stimulated versus unstimulated cells
is measured and the results are normalized against the housekeeping gene HPRT. An

infection by either WT or /pg/-KO L. donovani promastigotes significantly up-regulates
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the expression of TLR3 (respectively 3,7- and 3,0-expression ratio over unstimulated
macrophages). Surprisingly, Galf}1,4Man-PO;-deficient /pg2-KO promastigotes do not
induce TLR3 mRNA (Figure 2A). As expected, the ligand of TLR3 poly(I):poly(C)
(23) and LPS (24) caused a strong upregulation of TLR3 mRNA (respectively 7,4- and
5,7-expression ratio over unstimulated cells) while TLR2 ligand peptidoglycan did not
induce the expression of TLR3. Also, quantitative PCR showed that L. donovani
promastigotes, WT or LPG-deficients mutants, do not modulate the expression levels of
TLR2 or TLR4 mRNAs (data not shown). Because TLR3 is expressed in IFN-y-primed
macrophages, we then verified the effects of L. donovani promastigotes on the
expression of TLR3 mRNA. As shown in figure 2B, a stimulation with either L.
donovani promastigotes (WT or LPG-deficients) or poly(I):poly(C) do not modulate
TLR3 mRNA expression.

TLR3 expression is induced by L. donovani promastigotes

In order to explain the different immune responses toward L. donovani
promastigotes between naive and IFN-y-primed macrophages, we previously proposed
that it could be explained by the presence of TLR3 in IFN-y-primed macrophages (13).
We therefore wanted to verify if the observed induction of TLR3 mRNA is reflected by
an induction of receptor expression. To this end, TLR3 expression was assessed by
immunofluorescence in naive macrophages stimulated with L. donovani. In these
experiments, we used promastigotes constitutively expressing GFP in order to monitor
the efficiency of the infection. As shown in figure 3, TLR3 expression in naive
macrophages is quite low (figure 3A). When macrophages were stimulated with either
L. donovani promastigotes WT (figure 3B) or Ipgl-KO (figure 3C) promastigotes or
poly(D):poly(C) (figure 3E), we observed a strong induction of TLR3 expression. As
expected from RT-PCR experiments, the stimulation of naive macrophages with Ipg2-
KO mutants, did not increase TLR3 expression (figure 3D). The utilisation of GFP-
expressing [pg2-KO proves that lack of induction by the parasite is not due to deficient

infection.
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TLR3 mRNA induction is not caused by L. donovani DNA, RNA or proteins

Depending on the PAMP recognized by a TLR, PAMPs can be categorized into
three groups: lipids recognized by TLR1, TLR2 and TLR6; nucleic acids recognized by
TLR3, TLR7, TLR8 and TLRY; proteins recognized by TLR4 and TLRS (3). Because
TLR3 recognizes dsRNA of viruses and a secondary structure of S. mansoni, we
checked the effects of L. donovani nucleic acids on the induction of TLR3 mRNA. To
this end, we isolated L. donovani promastigote total DNA, RNA or proteins and these
extracts were used to stimulate naive macrophages. As shown in figure 4, we did not
observe an induction of TLR3 after stimulation. This observation suggests that TLR3

mRNA induction occurs after the recognition of the whole parasite.

TLR3 mRNA induction happens after the phagocytosis of promastigotes

In order to identify the possible mechanisms of TLR3 induction, macrophages
were incubated with pharmacological inhibitors against phosphoinositide 3-kinases
(PI3-k) (Ly294002), actin rearrangement (cytochalasin B) or p38 MAPk (SB203580)
for 1h prior to exposure to WT L. donovani promastigotes or poly(I):poly(C)
stimulation. As shown in figure 5, the inhibition of PI3-k (lane Ly) or actin
rearrangement (lane Cyt B) blocks the induction of TLR3 mRNA observed following L.
donovani promastigote stimulation. This result suggests that TLR3 induction occurs
after phagocytosis of the promastigote. It was recently reported that some pathogens
cause the up-regulation of TLR expression by a p38 MAPk-dependent mechanism (25,
26). However, TLR3 mRNA induction by L. donovani promastigotes happens even if
p38 MAPK is inhibited (Figure 5, lane SB). As a control, macrophages were stimulated
with poly(I):poly(C), oligonucleotides that are not phagocytosed by the macrophages in
order to cause an effect. As expected, TLR3 mRNA induction caused by
poly(I):poly(C) is still observed even with the inhibition of PI3-k, actin rearrangement
or p38 MAPKk (figure 5). Of interest, the inhibition of ERK1/2 (PD98059), JAK2 (AG-
490) or protein tyrosine kinase (herbimycin A) did not block TLR3 mRNA induction by

L. donovani promastigotes (data not shown).
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TLR3 mRNA is induced by a phagocytic signal

In order to test the hypothesis that TLR3 is up-regulated following a phagocytic
signal, TLR3 mRNA expression was measured by quantitative PCR after a stimulation
with other particles. Interestingly, a stimulation with zymosan, complement opsonised
zymosan or latex beads induced the expression of TLR3 mRNA (respectively 5.9-, 9.1-
and 4.1-expression ratio versus unstimulated cells) (figure 6). These results suggest that
the induction of TLR3 is part of a natural process of macrophages that occurs after the
phagocytosis of a particle. As shown in figure 2A, Galf1,4Man-PO,-deficient
promastigotes do not cause an induction of TLR3. However, Ipg2-KO promastigotes
opsonised with C5-deficient serum induce TLR3 mRNA in naive macrophages (figure
6). Leishmania promastigotes were opsonised with the serum of C5-deficient mice in

order to avoid the killing of the [pg2-KO mutants by the complement complex.

TLR3 is localised at the membrane of Leishmania-containing phagosomes

Underhill ez al. (27) proposed that TLR2 is generally recruited at phagosome
membranes in order to sense the identity of the phagocytosed particle. It is also
accepted that TLR3 is located intra-cellularly (28). Following our observation that
TLR3 expression is induced after the phagocytosis of a particle, we then verified the
localisation of TLR3 after the phagocytosis of L. donovani promastigotes. Naive
macrophages were infected with WT, Ipg/-KO or Ipg2-KO L. donovani promastigotes
stably expressing GFP for 6h and TLR3 localisation was assessed by confocal
microscopy. As shown in figure 7, TLR3 is detected at the membrane of phagosomes
containing L. donovani promastigotes, either WT (figure 7B) or Ipgl-KO (figure 7C).
Because TLR3 isn’t induce by [pg2-KO (figure 2A and 3D), we did not see TLR3 at the
phagosomes containing these promastigotes (Figure 7D). Interestingly, in IFN-y-
primed macrophages, TLR3 is detected at the membrane of the phagosomes containing
L. donovani promastigotes (data not shown). Furthermore, TLR2 was detected at the
membrane of phagosomes containing either WT or LPG-deficient L. donovani

promastigotes (data not shown).
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DISCUSSION

During an infection, a central component of the host defense is the marked
reprogramming of the transcriptome of immune cells (15). Given their preponderent
role in innate immunity and that cell surface expression of TLRs is typically quite low,
varying in human monocytes from a few hundred to a few thousand molecules per cell
(29), the modulation of TLR expression has been under considerable investigation (15).
Studying the modulation of TLR expression by L. donovani promastigotes may lead to
identification of the genes necessary to control that infection. As yet, three different
TLRs have been shown to play a role in the immune response toward Leishmania:
TLR2, TLR3, and TLR4 (13, 16-18). Following L. donovani promastigote stimulation,
we expected to find the up-regulation of these three TLRs. However, we observed that
only TLR3 is up-regulated, whereas other TLRs and adaptor proteins are not modulated,
in infected versus unstimulated cells (Figure 1). In general, a PAMP up-regulates the
expression of its TLR, but the selective modulation of the TLRs have already been
observed with other pathogens. For example, E. coli stimulation of THP-1
macrophages caused the up-regulation of TLR2, TLRS, TLR7 and TLRS but not TLR4
even though the importance of TLR4 for the immune response against that pathogen
was previously demonstrated (30). Interestingly, Becker et al. (16) reported the up-
regulation of TLR2 mRNA in human NK cells stimulated with purified L. major LPG,
although no modulation of TLR2 after the infection of the promastigote was observed in
our experiment (Figure 1). This apparent contradiction was also observed by Nau ez al
(31), who showed that whole bacteria do not induce the same TLR pattern as purified
LPS.

Our observation that TLR3 is induced after the phagocytosis of L. donovani
promastigotes or other particles was .surprising. In order to explain this result, the
question of TLR localization is primordial. Whereas TLR1, TLR2, TLR4, TLRS and
TLR6 are found at the cell surface, TLR3, TLR7 and TLR9Y are mainly localized in
intracellular acidic compartments (28, 32-35). As was shown by Nishiya et al. (33), the
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intracellular localization of TLR3 and TLR7, two TLRs implicated in the recognition of
viral RNAs, is achieved by distinct elements (a transmembrane region for TLR7 and a
cytoplasmic linker region for TLR3) but they are both found in the same intracellular
compartment adjacent to phagosomes containing apoptotic cell particles (33, 35). Also,
the regulation of intra- and extracellular TLRs is different, as was recently showed with
TLR4 and TLR9 (36). Furthermore, compared to other PAMP-dependent modulation
of TLR expression, our observation that TLR3 mRNA upregulation is p38 MAPk-
independent (Figure 5), further demonstrate the difference in the regulation of its
expression. Kammanadiminti et al. (25) showed that TLR2 upregulation by Gal-lectin
of E. histolytica is p38 MAPk- and NF-kB-dependent, suggesting an autocrine
mechanism. However, TLR3 is not present in naive macrophages, thereby excluding
that possibility for TLR3 regulation. The upregulation of TLR3 happens after an
unidentified “phagocytic signal”, possibly in order to sample the content of the
phagosome and trigger an appropriate immune response. This role for TLR3 is in
accordance with the observation that treatment of THP-1 cells with whole E. coli or S.
aureus bacteria led to the up-regulation of, among others, TLR3. Interestingly, TLR3
mRNA was more significantly induced by Gram-positive than Gram-negative bacteria
(30). This role as a sensor was also previously shown for TLR2, which is recruited at
the membrane of phagosomes (27). Our observation that TLR3, and TLR2, are located
at the membrane of phagosomes containing Leishmania promastigotes or zymosan

particles supports that possibility (Figure 7 and data not shown).

The induction of TLR3 mRNA following a stimulation by zymosan or latex
bead is in accordance with its proposed role as a sensor of phagosome’s content (Figure
6). The induction of TLR3 mRNA occurs following the engagement of some, but not
all, phagocytic receptors. As shown in figure 6, the engagement of complement
receptors (CR) lead to TLR3 mRNA induction. It is well known that glycoconjugates
of Leishmania promastigotes are recognized by CR (8-12). Since Ipg2-KO mutants do
not express these molecules, they are not recognized by these receptors and thus do not

lead to TLR3 mRNA induction (Figure 2A). Also, our observation that the stimulation
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of naive macrophages by an extract of either Leishmania DNA, RNA or proteins did not
cause an induction of TLR3 reflects the importance of the phagocytosis of a particle in

TLR3 induction (Figure 4).

We previously reported that TLR3 is implicated in the secretion of NO and
TNFa by IFN-y-primed macrophages following an infection by L. donovani
promastigotes (13). These results led us to propose that the difference of the observed
immune response between naive and IFN-y-primed macrophage toward L. donovani
promastigotes could be explained by the presence of TLR3 after IFN-y activation. As
such, it was quite surprising to find that TLR3 is induced by the phagocytosis of the
promastigote in naive macrophages but there is still an absence of a protective immune
response toward the parasite. Many pathogens have evolved different mechanisms in
order to evade the activation of a pro-inflammatory immune response. Recent evidence
suggests that the modulation of TLR signalling represents a good way to evade that
recognition. For example, vaccinia viruses encode the protein A52R that associates
with IRAK2 and TRAF6 and abrogates the transduction of the signal to NF-kB by
various TLRs (37). Also, M. tuberculosis lipoarabinomann induces IRAK-M, a
negative regulator of TLR signallirig (38). It is generally accepted that Leishmania
promastigotes cause a general deactivation of host cell signalling (39, 40). This is
achieved mainly by the activation of the tyrosine phosphatase SHP-1 by Leishmania’s
elongation factor (EF)-1a (41). Another mechanism of deactivation is the induction of
Suppressor of cytokine secretion (SOCS)-1 and SOCS-3 mRNA by Leishmania
promastigotes (18, 42). Interestingly, it was recently shown that SOCS-1 interacts with
the TLR adaptor protein Mal and causes its degradation (43). Of interest, we previously
noticed a slight decrease in the activation level of IRAK-1 following the infection of
naive BMM by L. donovani promastigotes (13), suggesting a sabotage of TLR
signalling by the parasite. Another possibility to explore is the translational efficiency
of the induced TLR3 mRNA. Members of TLR family are highly alternatively spliced,
producing a large number of novel proteins with a potential to functionally alter the

immune response. Following a 7 hour treatment of murine macrophages by LPS, Wells

-120 -



et al. (44) observed the induction of many TLR3 transcripts with variable 5’-UTR,
suggesting the use of different transcription start sites. This implies a differential
promotor usage and this presumably alters the stability and translational efficiency of
mRNA (44). Collectively, our results show that TLR3 is rapidly induced following the
phagocytosis process and acts as a sensor of phagosome content. At the same time,
Leishmania promastigotes may use complex mechanisms to evade the immune response

of macrophages.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. TLR3 mRNA is induced by L. donovani promastigotes. Adherent naive
BMM were either stimulated with WT L. donovani promastigotes (WT) at a parasite-to-
macrophage ratio of 10:1 or left unstimulated (NS) for 6 hours. Total RNA was
extracted, reverse transcribed and used as the template for PCR amplification of the
identified genes. The amplification of HPRT was used as internal control. Data are

representative of at least three separate experiments.

Figure 2. TLR3 mRNA is not induced by Galf1,4Man-POy-deficient L. donovani
promastigotes. A) Adherent naive BMM were stimulated with WT, Ipg/-KO, or [pg2-
KO L. donovani promastigotes at a parasite-to-macrophage ratio of 10:1, LPS (100
ng/ml), poly(I):poly(C) (20 pg/ml) or PGN (10 pg/ml) for 6 hours. Total RNA was
extracted, reverse transcribed and used as template for quantitative PCR of TLR3.
Results are shown as the mean expression ratio of stimulated versus unstimulated cells
as calculated by REST MCS software. The dashed line represents TLR3 expression in
naive unstimulated cells. HPRT was used as the reference gene. Data are
representative of at least three separate experiments. * p < 0.05 vs unstimulated cells.
B) Adherent BMM were primed with IFN-y for 18 hours (100 U/ml) and stimulated
with WT, Ipgl-KO, or [pg2-KO L. donovani promastigotes at a parasite-to-macrophage
ratio of 10:1 or poly(I):poly(C) (20 pg/ml) for 6 hours. Total RNA was extracted,
reverse transcribed and used as a template for PCR of TLR3. The amplification of
HPRT was used as the internal control. Data are representative of at least three separate

experiments.

Figure 3. TLR3 expression is induced by L. donovani promastigotes. Naive BMM
grown on coverslips were infected with GFP-expressing WT (B), [pg!-KO (C) or Ipg2-
KO (D) L. donovani promastigotes at a parasite-to-macrophage ratio of 10:1 or
poly(I):poly(C) (20 pg/mli) (E) for 6 hours. Cells were fixed, permeabilized and stained

for detection of TLR3 expression (TLR3 column). The presence of intracellular
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Leishmania was confirmed by GFP (Stimuli column). Data are representative of at least

three separate experiments.

Figure 4. TLR3 mRNA induction is not caused by L. donovani DNA, RNA or proteins.
Adherent naive BMM were stimulated with WT L. donovani promastigotes (WT), total
DNA (DNA) at 20 pg/ml, total RNA (RNA) at 20 pg/ml or total proteins (proteins) at
20 pg/ml for 6 hours. Total RNA was extracted, reverse transcribed and used as a
template for PCR of TLR3. The amplification of HPRT was used as the internal

control. Data are representative of at least three separate experiments.

Figure 5. TLR3 mRNA induction occurs following phagocytosis of L. donovani
promastigotes. Adherent naive BMM were preincubated for 1 hour with DMSO, 100
nM Ly294002 (Ly), 20 pM cytochalasin B (Cyt B) or 5 ptM SB203580 (SB) and then
stimulated with WT L. donovani promastigotes at a parasite-to-macrophage ratio of
10:1 or poly(I)poly(C) (20 pg/ml) for 6 hours. Total RNA was extracted, reverse
transcribed and used as the template for PCR of TLR3. The amplification of HPRT was
used as the internal control. Data are representative of at least three separate

experiments.

Figure 6. TLR3 mRNA is induced following a phagocytic signal. Adherent naive BMM
were stimulated with C5-deficient opsonised WT or Ipg2-KO L. donovani
promastigotes at a parasite-to-macrophage ratio of 10:1, zymosan or C5-deficient
opsonised zymosan at a zymosan-to-macrophage ratio of 5:1, and latex beads at a bead-
to-macrophage ratio of 5:1 for 6 hours. Total RNA was extracted, reverse transcribed
and used as the template for quantitative PCR of TLR3. Results are shown as the mean
expression ratio of stimulated versus unstimulated cells as calculated by REST MCS
software. The dashed line represents TLR3 expression in naive unstimulated cells.
HPRT and TBP were used as the reference genes. Data are representative of at least

three separate experiments. * p < 0.05 vs unstimulated cells.
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Figure 7. TLR3 is located at the membrane of Leishmania-containing phagosomes.
Naive BMM grown on coverslips were infected with GFP-expressing WT (B), Ipg/-KO
(C) or Ipg2-KO (D) L. donovani promastigotes at a parasite-to-macrophage ratio of 10:1
for 6 hours. Cells were fixed, permeabilized and stained for TLR3 (red) and Draq5
(DNA, blue). Cells were visualized by confocal microscopy. Data are representative of

at least three separate experiments.
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RESULTATS SUPPLEMENTAIRES
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FIGURE S1 : L. DONOVANI INDUIT LA TRANSCRIPTION D’INOS ET TNF-o. DANS LES
MACROPHAGES ACTIVES A L’IFN-y. Les macrophages adhérents BMM furent activés
avec 'IFN-y (50 U/mL) pour 18 h et stimulés avec le LPS (100 ng/mL) ou les
promastigotes de L. donovani WT ou /pg2-KO en phase stationnaire a4 un ratio
parasite:macrophage de 10:1 pour 6 h.l L’ARN total fut isolé, séparé par migration sur
gel d’agarose et transféré sur membrane de nylon. Cette membrane fut utilisée pour
I’hybridation de type Northern avec des sondes spécifiques pour iNOS ou TNF-a.
L’intégrité des ARNm fut analysée par coloration au bromure d’éthidium. NS : non-

stimulés.
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FIGURE S2 : L. DONOVANI INDUIT IL-12P40 DANS LES MACROPHAGES ACTIVES A
L’IFN-y. Les macrophages BMM furent activés ou non 4 I’'IFN-y (100 U/mL) pour 18
h et stimulés avec le LPS (100 ng/mL) ou par les promastigotes de L. donovani en phase
stationnaire WT ou /pg2-KO 4 un ratio parasite:macrophage de 10:1 pour 6 h. L’ARN
total fut extrait, inversement transcrits et I’ADNc utilisé pour un PCR de IL-12p40 ou
HPRT. Les fragments furent séparés par électrophorése sur gel d’agarose 1,5% (w/v).

Les résultats furent confirmés par hybridation de type Southern.
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FIGURE S3 : TLR2 ET TLR3 SONT LOCALISES A LA MEMBRANE DES PHAGOSOMES
CONTENANT LES PROMASTIGOTES DE L. DONOVANI Les macrophages péritonéaux adhérents
furent activés a I'IFN-y pour 18 h et stimulés avec les promastigotes de L. donovani WT ou
lpg2-KO en phase stationnaire pour 1 h. Les cellules furent fixées, perméabilisées et
marquées avec un anticorps pour TLR2 ou TLR3. Un second anticorps couplé a alexa568
(rouge) fut utilisé pour révéler les TLR. Parallélement, les cellules furent marquées avec
phalloidine-alexa488 (vert-actine) et DraqS (bleu-ADN). Les cellules ont été visualisées par

microscopie confocale.
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FIGURE S4 : LES TLRS PERMETTENT L’INTERNALISATION DES PROMASTIGOTES Les
macrophages RAW 264.7 adhérents furent traités par RNAi envers GFP, TLR2 et TLR3,
activés a 'IFN-y (100 U/mL) pour 18 h, infectés par des promastigotes de L. donovani en
phase stationnaire WT ou /pg2-KO a un ratio parasite:macrophage de 10:1 pour 2 h. Les
cellules furent ensuite fixées, perméabilisées et marquées par Draq5 (bleu-ADN) et
phalloidine-alexa488 (vert-actine). Les images furent prises par microscopie confocale. Les
noyaux des macrophages sont identifiés par N alors que L représente les promastigotes de

Leishmania.
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FIGURE S5 : TLR3 EST IMPLIQUE DANS LA SECRETION DE NO ET TNF-ot EN REPONSE
A L. DONOVANI, L. MAJOR ET L. INFANTUM Les macrophages RAW 264.7 adhérents
furent traités par RNAi envers GFP, IRAK-1 et TLR3, activés a PIFN-y (100 U/mL)
pour 18 h, infectés par des promastigotes de L. donovani, L. major et L. infantum en
phase stationnaire WT & un ratio parasite:macrophage de 10:1 pour 18 h. Le surnageant

fut récolté et le nitrite mesuré par le réactif de Griess. La sécrétion de TNF-o fut

mesurée par ELISA.
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FIGURE S6: A LA RECHERCHE DU LIGAND Les macrophages adhérents BMM furent
activés a ’'IFN-y (100 U/mL) pour 18 h et stimulés par les promastigotes de L. donovani
WT en phase stationnaire & un ratio parasite:macrophage de 10:1 pour 18 het A) 5ug ou
20pg d’ARN total des promastigotes de L. donovani WT en phase stationnaire. B) les
promastigotes de L. donovani tués a la chaleur (65°C, 10 minutes) ou le surnageant
d’une culture de L. donovani. C) les promastigotes de L. donovani traités avec la RNase
A dans un tampon a basse ou haute concentration en sel. Suite a la stimulation, les

surnageants furent récoltés et le nitrite mesuré par le réactif de Griess.
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FIGURE S7 : L’ARNg NE CAUSE PAS LA SECRETION DE NO ET TNF-o. Les
macrophages BMM adhérents furent activés 4 I’IFN-y (100 U/mL) pour 18 h et stimulés
avec le poly(I:C) (5 pg/mL) ou le complexe ARNg-ARNm de T. brucei i une
concentration de 5 ou 10 pg/mL pour. 18 h. Le surnageant fut récolté et le niveau de

nitrite mesuré par le réactif de Griess et le TNF-a par ELISA.
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1. TLR3 reconnait la forme promastigote de L.

donovani

A la fin des années 1980, Leishmania a permis de bien caractériser et
comprendre le biais Th1/Th2 dans la réponse immunitaire. En effet, le patron de
cytokines dans I’organisme au moment de I’infection est primordial pour la suite de
celle-ci. Alors qu’un environnement en cytokines de type Th2 (IL-4, IL-10) est associé
a la susceptibilité envers les leishmanies, un patron en cytokines de type Thl (IFN-y,
IL-12), confeére la résistance envers ces parasites (Scott et al., 1988). Cette dichotomie
est bien reflétée par I’infection in vitro de macrophages par les promastigotes.
Contrairement aux macrophages au repos, les macrophages préalablement activés a
IIFN-y sécrétent des cytokines pro-inflammatoires suite 4 une stimulation par les

promastigotes et ces derniers sont rapidement tués.

Contrairement a I'immunité acquise, I’immunité innée envers les pathogeénes
etait caractérisée, pour de nombreuses années, comme primitive et imprécise.
Cependant, les dix derniéres années ont permis d’apporter la notion de spécificité a cette
forme d’immunité. En effet, 1’identification des pathogénes survient grice i des PRR
qui reconnaissent des PAMPs. Ainsi, nous avons émis I’hypothése qu’un PRR
spécifique aux promastigotes de L. donovani soit induit par 'I[FN-y et que celui-ci

permette de déclencher la réponse immunitaire observée chez ces macrophages.
1.1 L’IFN-yinduit I’expression de TLR3

L’IFN-y est trés bien connu comme un puissant activateur du macrophage,
augmentant sa capacité a résoudre rapidement et efficacement de nombreuses
infections. Parmi les nombreux effets de ’IFN-y sur le macrophage, on note entre
autre : une augmentation de la capacité a processer et présenter les antigénes,

Iactivation des fonctions microbicides et une inhibition de la voie apoptotique de ces
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cellules. En plus, I’'TFN-y induit la transcription de nombreux génes, incluant plusieurs
PRRs (Boehm et al., 1997, Schroder et al., 2004). De nombreux résultats préliminaires
nous permettaient de croire que le PRR présent seulement chez les macrophages activés
a ’IFN-y soit un TLR. En effet, la liaison d’un PAMP a un TLR est associée, entre
autre, a I’activation des voies de signalisation ERK1/2 et p38 MAPk, permettant ainsi la
translocation des facteurs de transcription NF-kB et AP-1 et la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires telles que IL-1, IL-12 et TNF-a (Akira ef al., 2006). Premiérement,
les voies de signalisation ERK1/2 et p38 MAPk sont activées suite a une infection par
les promastigotes de L. donovani dans les macrophages activés & I'IFN-y (Prive et
Descoteaux, 2000). Deuxiémement, suite a I’infection des macrophages activés a
PIFN-y par les promastigotes, contrairement aux macrophages naifs, les facteurs de
transcription NF-kB et AP-1 transloquent au noyau, tel que démontré par des
expériences de retard sur gel (Chano et Descoteaux, résultats non-publiés).
Troisiemement, découlant de 1’activation des facteurs de transcription et des MAPK, les
macrophages activés a I’'IFN-y induisent la transcription d’iNOS, TNF-o. et IL-12p40 en
réponse a L. donovani (Fig S1, Fig S2), ce qui se traduit par une forte sécrétion de NO,
TNF-a et IL-1a par ces macrophages (Reiner et al., 1990, Prive et Descoteaux, 2000,
Flandin et al., 2006). Ces différentes observations suggérent 1’implication d’un TLR
dans la reconnaissance des promastigotes de L. donovani par ces macrophages.
Cependant, I’indice ultime représente 1’activation de I’activité kinase de IRAK-1
(Article I, Figure 1), la kinase centrale dans la transduction du signal suite 3 la
reconnaissance d’'un PAMP par les TLRs. Accessoirement, cette kinase est aussi
employée dans la voie de signalisation de IL-1R et pourrait donc, théoriquement, étre
activée par I’IL-1 sécrété (Janssens et Beyaert, 2003a). Etant donné I’activation trés
rapide, en moins de 15 minutes, de IRAK-1 cette hypothése serait surprenante.
Cependant, I’utilisation d’anticorps neutralisants anti-IL-1R ou de souris IL-1R™

permettrait d’écarter définitivement cette possibilité.

L’expression des TLRs est modulée par plusieurs cytokines et de nombreux

stimuli (Janssens et Beyaert, 2003b). De plus, I'IFN-y est un puissant activateur des
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macrophages, permettant, entre autre, de préparer le macrophage pour efficacement
combattre plusieurs microorganismes pathogénes (Boehme et al., 1997, Schroder et al.,
2004). Ainsi, il est fort probable que I'IFN-y induise 1’expression d’un ou plusieurs
TLRs. A cette fin, nous avons comparé par RT-PCR I’expression des différents TLRs
entre les macrophages naifs et les macrophages activés a I’IFN-y. A la figure 2A de la
premiére publication, on voit trés bien que TLR3 est le seul TLR présent chez les
macrophages activés, mais indétectable chez les macrophages naifs. De plus, cette
induction est confirmée par immunofluorescence (Article I, Figure 2B). Une étude
d’expression des TLRs chez une grande variété de types cellulaires a préalablement
démontré que TLR3 est exprimé chez les cellules dendritiques mais pas chez les
macrophages au repos (Muzio ef al., 2000). 11 a été démontré qu’en plus de I'IFN-y,
TLR3 est aussi induit par 'IFNo/p et, chez les souris, par le LPS (Article I, Figure 2B)
(Heinz et al., 2003). Par immunofluorescence, on observe que chez les macrophages
activés 4 'IFN-y mais non infectés, TLR3 semble exprimé i la membrane plasmique.
Cette localisation extracellulaire peut paraitre surprenante, TLR3 ayant été identifié
comme un recepteur intracellulaire et non membranaire (Nishiya et Defranco, 2004).
Cependant, Matsumoto et al. (2002, 2003) a démontré que, dans les fibroblastes du
moins, TLR3 peut étre exprimé  la surface et permettre la transduction du signal. De
plus, ces images ont été réalisées par microscopie optique et non confocale. Etant
donné que la microscopie optique permet de visualiser la cellule entiére (3D) et non,
comme c’est le cas pour la microscopie confocale, seulement une tranche mince de cette
cellule, il est hasardeux d’établir la localisation exacte de ce récepteur  ce stade-ci. A
cette fin, la microscopie confocale se révéle beaucoup plus précise. Cependant, suite a
Pinfection de macrophages activés a I’'IFN-y par L. donovani, TLR3 est localisé 3 la

membrane des phagosomes contenant les promastigotes (Figure S3).
1.1.1 Autres indices de 'implication de TLR3

Différentes évidences laissent présager le réle de TLR3 dans la reconnaissance

de Leishmania. Premiérement, le cas d’IL-12 est intéressant. En effet, les macrophages
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naifs ne sécrétent pas d’IL-12 suite 4 une stimulation par Leishmania (Carrera et al.,
1996, Belkaid et al., 1998). Ainsi, I’IL-12 détectée in vivo est sécrétée par les cellules
dendritiques et non par les macrophages (Gorak et al., 1998). Etant donné qu’il a été
établi que TLR3 est seulement exprimé chez les cellules dendritiques, nous avons
vérifié le role de ce récepteur dans I’induction d’IL-12. A cette fin, nous avons vérifié
par RT-PCR la transcription d’IL-12p40 en réponse aux promastigotes de L. donovani
chez les macrophages naifs et activés 4 I'IFN-y. Ainsi, a la figure S2, nous voyons que
dans les macrophages activés a I'IFN-y, donc qui possédent TLR3, les leishmanies
induisent IL-12p40, contrairement aux macrophages naifs n’exprimant pas TLR3
(Figure S2). 1l est aussi intéressant de noter que TLR3, contrairement 4 TLR4, ne
nécessite pas la présence des canaux lipidiques afin d’efficacement transduire le signal.
Ainsi, méme si le LPG de Leishmania détruit ces radeaux lipidiques, la signalisation

peut tout de méme survenir via TLR3 (Nakahira et al., 2006).
1.2 Utilisation du RNAi

Afin d’étudier le role de TLR3 dans la réponse immunitaire des
macrophages activés a I’IFN-y envers L. donovani, nous avons utilisé la technique
d’interférence par I’ARN (RNAi). Ce mécanisme a récemment été identifié chez
Caenorhabditis elegans et permet d’inactiver 1’expression d’une protéine (silencing)
grace a la dégradation spécifique de I’ARNm (Fire et al., 1998). En temps normal, ce
mecanisme  post-transcriptionnel empéche une surproduction de protéines. En
laboratoire, le silencing se produit aprés la transfection d’un ARNdb synthétique
(siRNA) spécifique pour I’ARNm de la protéine a silencer. Une fois transfecté dans la
cellule, le doublet d’ARN de 21 nt est incorporé dans RISC (RNA-inducing silencing
complex), un complexe multiprotéique possédant, entre autres, une activité
endonucléase. Les deux brins d’ARN sont dénaturés et I’ARNsb antisens sert de guide
au complexe RISC afin de reconnaitre spécifiquement I’ARNm de cette protéine. Ce
demnier est ensuite scindé grice a I’action de I’endonucléase du complexe RISC

(Elbashir et al., 2002, Dykxhoorn et al., 2003).
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Les études précédentes furent réalisées dans les macrophages dérivés de la
moelle osseuse (BMM). Cependant, les macrophages primaires sont particuliérement
réfractaires a la transfection, nous avons donc dii utiliser la lignée cellulaire RAW
264.7. Etant donné que les macrophages primaires et les RAW 264.7 répondent
similairement autant aux promastigotes de L. donovani qu’a I'IFN-y, les résultats
obtenus dans la lignée cellulaire reflétent fidélement les macrophages primaires (Article
I, Figure 4A; résultats non-publiés). Afin de vérifier ’efficacité du silencing, le niveau
d’expression des protéines a été évalué par immunofluorescence (Article I, Figure 3).
En comparant I’expression des protéines dans la colonne « RNAI specific » versus la
colonne « RNAi GFP », on peut bien voir la diminution de 1’expression de IRAK-1,
MyD88, TLR2 et TLR3. La transfection d’un siRNA contre GFP est utilisé comme
contrble négatif. En effet, la transfection de siRNA n’entraine généralement pas de
réponse immunitaire en tant que tel mais un léger taux de mortalité est observé suite a la
réaction de transfection. Ainsi, en utilisant un siRNA non-spécifique, on peut s’assurer
que la diminution de I’expression de la protéine d’intérét est causée seulement par les
siRNA et non un résultant de la réaction de transfection (Elbashir et al., 2002, Huppi et

al., 2005).
1.3 TLR3 estimportant pour la sécrétion de NO et TNF-¢

Suite au silencing de ces différentes protéines et I’activation des macrophages
par ’IFN-y, nous avons mesuré le niveau de NO et de TNF-o sécrété suite a la
stimulation par les promastigotes de L. donovani, soit WT ou les mutants déficients en
phosphoglycans Ipgl-KO et lng-KO (Article I, Figures 4 et 5). Tel qu’expliqué dans
I’introduction, les mutants /pg/-KO ne possédent pas de LPG a leur surface mais
peuvent tout de méme sécréter les différentes formes de phosphoglycans tels que PPG,
PG ou sAP (Figure 6C). Au contraire, les mutants /pg2-KO ne possédent aucune forme
de phosphoglycans, ni le LPG membranaire, ni les phosphoglycans sécrétés (section
1.4.2.2, Figure 6C). Nos résultats démontrent que TLR3 est important pour la sécrétion

de NO et de TNF-a en réponse aux promastigotes de L. donovani. En effet, on voit
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(Article I, Figure 4) que dans les macrophages activés 4 I'IFN-y ot TLR3 est absent
(RNAi TLR3), Pinfection par les promastigotes, autant WT que les mutants déficients

en phosphoglycans, n’induit pas la sécrétion de NO ou de TNF-a.

Alors que mes recherches étaient déja entamées, deux groupes ont démontré
que TLR2 joue un réle dans la reconnaissance du LPG de L. major (Becker et al., 2003,
De Veer et al., 2003). Afin d’examiner le réle de ce TLR dans la reconnaissance de L.
donovani, nous I’avons inclus dans notre étude. Ainsi, grice aux différents mutants,
nous avons pu démontrer que TLR2 reconnait les sous-unités répétées Galp1,4Man-PO,
des phosphoglycans de L. donovani. En effet, I’inhibition de TLR2 diminue la sécrétion
de NO et TNF-o en réponse aux promastigotes WT et Ipg/-KO, mais n’a aucun effet
sur la sécrétion de NO et TNF-a suite & I’infection par les leishmanies déficients en
phosphoglycans (/pg2-KO). En plus, I'observation que le LPG purifié des
promastigotes procycliques de L. major est un plus faible stimulateur des macrophages
que le LPG purifié des promastigotes métacycliques, qui possédent deux fois plus
d’unités répétées, confirme cette reconnaissance (Becker ef al., 2003). Ainsi, dans le
cas d’une stimulation par les promastigotes Ipg2-KO, la sécrétion de NO et TNF-o

survient suite  la reconnaissance d’une autre molécule des promastigotes par TLR3.

Aux figures 4 et 5, on observe que le silencing de MyD88 diminue la sécrétion
de NO et TNF-a moins drastiquement que pour les autres protéines. Cependant, cela ne
signifie pas que MyD88 a un rdle secondaire ou moins important que IRAK-1, TLR2 ou
TLR3. En effet, efficacité du silencing varie légérement entre chaque cellule et
expérience (Elbashir e al., 2002, Huppi et al., 2005). Ainsi, il est particuliérement
audacieux de vouloir quantifier les résultats obtenus. Cependant, en se basant sur les
images obtenues par immunofluorescence, le silencing de MyD88 semble &tre
légerement moins efficace que pour les autres protéines (Article I, Figure 3). Ainsi, on
peut présumer qu’une plus grande quantité de MyD88 subsistent dans la cellule suite au
RNAI.
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Afin de s’assurer de la spécificité de I'inhibition obtenue par RNAIi, nous
avons inclus différents contréles lors de nos expériences. Comme prévu, I’inhibition de
TLR2 diminue la sécrétion de NO et TNF-a suite 4 une stimulation par le peptidoglycan
mais n’a aucune influence lors d’une stimulation par le LPS (reconnu par TLR4) ou le
poly(I:C) (reconnu par TLR3). Le silencing de TLR3 diminue la sécrétion de ces
cytokines suite a la stimulation par poly(I:C) mais aucune diminution n’est observée
suite 4 la stimulation par le LPS et PGN. Et finalement, le silencing d’IRAK-1 et de
MyD88 diminue la sécrétion suite 4 une stimulation par tous ces réactifs (Article I,

Figures 4 et 5).

1.4 Autres réles de TLR3 dans la reconnaissance de L.

donovani

Les TLRs sont impliqués dans une large variété de phénoménes chez les
macrophages : phagocytose, présentation antigénique, activité microbicide, etc... Pour
cette raison, la contribution de TLR2 et TLR3 dans ces phénoménes en réponse a L.
donovani a ¢été étudiée. Afin de vérifier le réle de ces TLRs dans la phagocytose, nous
avons compté, le nombre de promastigotes internalisés par les macrophages activés a
'IFN-y ol I’expression, soit de TLR2, soit de TLR3, a été inhibée par RNAi. A la
figure 6 de la premiére publication, on voit justement que le silencing de TLR2 et TLR3
cause une diminution faible (environ 25%) mais significative du nombre de
promastigotes WT internalisés. De plus, le silencing de TLR2 n’a aucun effet sur
I’internalisation des mutants /pg2-KO, ce qui constitue une autre preuve de la
reconnaissance des sous-unités répétées des phosphoglycans de L. donovani par TLR2.
A noter que I’inhibition de I’expression de TLR2 ou TLR3 n’a aucun effet sur le
nombre de billes de latex internalisées (résultats non-présentés). En utilisant la
microscopie confocale, on peut bien discerner les parasites internalisés de ceux qui sont
plutdt attachés a la cellule. La figure S4 présente une image représentative des
différentes expériences. On voit que, dans les macrophages activés a I’'IFN-y dont

’expression de TLR2 ou TLR3 est inhibée, les leishmanies (marqués en bleu) se
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trouvent a la surface des macrophages (en vert) mais ne sont pas internalisés. Cette
observation est en accord avec Doyle et al. (2004), qui a précédemment démontré que
les TLRs sont impliqués dans I’internalisation des bactéries et non leur attachement aux
cellules. Le fait que les TLRs soient faiblement impliqués n’est pas nécessairement une
surprise. Tel qu’expliqué dans la revue de littérature, les promastigotes de Leishmania
sont internalisés via plusieurs récepteurs différents, les TLRs font partie de ceux-ci mais
ne sont pas essentiels. D’ailleurs, en inhibant I’expression du MR, on observe aussi une
diminution de I’internalisation des promastigotes de L. donovani d’environ 25%
(Chakraborty et al., 2001). Pour I’internalisation des promastigotes de Leishmania,
CR3 semble étre le récepteur phagocytique de choix, ce dernier étant responsable

d’environ 80% de la phagocytose des parasites (Lodge et al., 2006).

Tel que mentionné dans I’introduction, le NO est I’arme chimique la plus
leishmanicide de 1’arsenal du macrophage. Etant donné que le silencing des différentes
protéines des TLRs cause une diminution de la sécrétion de NO, nous avons voulu
vérifier si cette diminution se traduit par la perte de I’activité leishmanicide des
macrophages activés a I'IFN-y. Tel que prévu, les parasites peuvent survivre dans les
macrophages activés & I'I[FN-y dans lequel I’expression de TLR3 a été inhibée (Article
I, Figure 7). Cependant, le silencing de TLR2 et MyD88 ne diminue pas I’activité
leishmanicide de ces macrophages, les leishmanies étant tués aussi efficacement que
dans les macrophages activés a I’IFN-y (résultats non-présentés). En ce qui concemne
TLR2, il a été démontré qu’en réponse & Listeria monocytogenes, TLR2 est essentiel
pour la sécrétion de cytokines. Cependant, 1’activité listericide des macrophages est
Myd88- et TLR2-indépendante (Edelson et Unanue, 2002). En plus, Kropf et al.
(2004a, 2004b), a précédemment démontré le rdle de TLR4 dans le contrle d’une
infection par L. major. Dans le cas de MyD88, son silencing étant moins efficace que
pour les autres protéines, il est possible qu’assez de protéines subsistent pour assurer
I’activité leishmanicide. En effet, il existe un lien entre le niveau d’expression des
TLRs et le déclenchement de la réponse immunitaire car le niveau d’expression de

TLR4 détermine la finalité d’une infection par S. typhimurium, (Bihl et al., 2003, Roy et
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al., 2006). Il n’est donc pas déraisonnable de supposer qu’un tel effet est aussi observé
selon I’expression des différentes composantes de la voie de signalisation des TLRs. La
méme expérience a ¢été réalisée avec les mutants /pg2-KO qui ne survivent
généralement pas dans les macrophages (méme dans les macrophages naifs). Dans ce
cas, le silencing des TLRs ne peut malheureusement pas renverser leur inéluctable

destin (résultats non présentés).
1.5 Ligands potentiels de TLR3

Malgré quelques tentatives, nous n’avons pas pu identifier le ligand de TLR3.
Premiérement, le ligand de TLR3 est probablement une molécule conservée chez toutes
les espéces de Leishmania car le silencing de TLR3 diminue la sécrétion de NO et TNF-
o par les macrophages activés a I'IFN-y en réponse aux promastigotes de L. major et L.
infantum (Figure S5). A premiére vue, les glycoconjugués de Leishmania
représenteraient un PAMP idéal. En effet, ces molécules étant présentes seulement chez
ces parasites, exprimées constitutivement et essentielles a la survie des leishmanies, ils
répondent trés bien a la définition de PAMP. Cependant, il est bien démontré que TLR2
est le PRR responsable de la reconnaissance des sous-unitées répétées Galp1,4Man-PO,
des phosphoglycans des leishmanies (Becker et al., 2003, De Veer et al., 2003, Flandin
et al., 2006). Etant donné que le LPG est une trés grosse molécule, plusieurs domaines
différents peuvent théoriquement étre reconnus par les TLRs. Par exemple, I’ancre GPI
de P. falciparum est reconnue principalement par TLR2 mais TLR4 est aussi impliqué
(Krishnegowda et al., 2005). Cependant, nos résultats montrent que les macrophages
activés & I’IFN-y déclenchent une réponse immunitaire suite & une stimulation par les
promastigotes déficients en phosphoglycans (/jpg2-KO). En plus, la stimulation de
macrophages activés a I'IFN-y par les glycoconjugués (LPG, PG et GIPLs) de L.
donovani ne cause pas la sécrétion de NO et de TNF-a. (Camargo ef al., 1997). Donc,

ces glycoconjugués ne constituent pas le ligand de TLR3.
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Etant donné que TLR3 a été identifié comme un récepteur pour I’ARNdb, soit
d’origine virale (Alexopoulou et al., 2001), parasitaire (S. mansoni) (Aksoy et al., 2005)
ou endogéne, via la reconnaissance de structures secondaires dans I’ARNm des cellules
nécrotiques (Kariko et al., 2004), nos premiéres tentatives d’identifier le ligand furent
réalisées dans cet objectif. En plus, il a été démontré que Leishmania, a cause d’un
mécanisme de transcription antisens, possede, a I’état normal, un niveau significatif de
structures ARNdb (Kapler et Beverley, 1989, Beverley, 2003). A cette fin, nous avons
premiérement stimulé les macrophages activés 4 ’'IFN-y avec I’ARN total isolé des
promastigotes WT en phase stationnaire. A la figure S6A, nous voyons que I’ARN
purifié de ces parasites n’induit pas la sécrétion de NO. A la figure S6B, on voit que la
sécrétion de NO est aussi abondante en réponse aux promastigotes tués a la chaleur
qu’aux promastigotes vivants. En plus, une stimulation par le surnageant d’une culture
de L. donovani en phase stationnaire ne cause pas de sécrétion de NO par les
macrophages activés a I'IFN-y. Ainsi, le ligand de TLR3 n’est pas une molécule
sécrétée par les leishmanies. Selon la concentration en sels du tampon de la RNaseA,
cet enzyme dégrade spéciﬁquement. ’ARNsb (faible concentration en NaCl) ou
I’ARNdb (forte concentration en NaCl). Cependant, suite & I’incubation des
promastigotes avec cet enzyme dans les deux conditions, aucune différence n’est

observée quant a la sécrétion de NO (Figure S6C).

A la fin des années 1980, le groupe du Dr. Patterson a démontré la présence de
virus 8 ARN dans les leishmanies (Widmer ef al., 1989). Afin de tester I’hypothése que
TLR3 reconnait justement les leishmaniavirus présents dans ces parasites, nous avons
tenté de détecter la présence d’une activité RNA-polymérase RNA-dépendante,
spécifique aux virus 8 ARN. Cependant, en utilisant la méme méthode que Widmer et
al. (1990), nous ne pouvons pas détecter la présence de cette activité (résultats non-
publiés). En plus, jusqu’a présent, aucun groupe n’a démontré la présence de ces
leishmaniavirus chez L. donovani. Les leishmanies possédent un autre motif ARNdb
pouvant répondre a la définition d’un PAMP, les ARNg couplés au pré-ARNm.

Importants dans le phénoméne de RNA editing (voir section 1.3), nous avons testé
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I’hypothése que ces structures sont reconnues par TLR3. Méme si la stimulation de
macrophages activés a I’IFN-y par I’ARN total extrait des leishmanies ne méne pas a la
sécrétion de NO (Figure S6A), il est possible que la méthode d’extraction d’ARN ne
permette pas d’obtenir ces ARNg, ceux-ci se retrouvant a I’intérieur des mitochondries.
Ainsi, nous avons établi une collaboration avec le Dr Reza Salavati de 1I’Université
McGill (Institut de Parasitologie) qui nous a cordialement fourni le complexe
synthétique pré-ARNm-ARNg de la sous-unité 6 de I’ATPase de T. brucei (Seiwert et
al., 1996). Cependant, la stimulation des macrophages activés a I’IFN-y par ceux-ci
n’induit pas la sécrétion de NO (Figure S7A) ou de TNF-a (Figure S7B). Quoi
qu’assez improbable, le complexe pré-ARNm-ARNg de Leishmania pourrait étre
légérement différent du complexe de T. brucei testé, Dr Salavati propose donc de tenter
d’isoler ces ARNg des mitochondries de Leishmania afin de tester leur effet

immunogéne.

Certains groupes qualifient les TLRs selon la nature du PAMP reconnu. Par
exemple, les TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9 sont considérés comme des récepteurs
d’acides nucléiques (Akira et al.,, 2006). Cependant, certaines découvertes récentes
laissent présager que les PAMPs reconnus par un TLR peuvent étre de différente nature.
En effet, TLRY est caractérisé depuis longtemps pour son réle dans la reconnaissance de
I’ADN hémi-methylé (ADN CpG), d’ou son inclusion dans le groupe des TLRs a acides
nucléiques. Cependant, I’hémozoine, un cristal formé par ’agrégation de I’héme suite a
la digestion de I’hémoglobine par P. falciparum, est aussi reconnue par TLR9 (Coban et
al., 2005). Ainsi, les TLRs peuvent reconnaitre plusieurs PAMPs différents et, donc, le
ligand de TLR3 chez les promastigotes de Leishmania n’est pas nécessairement un

acide nucléique.

Afin d’identifier le ligand de TLR3, il serait possible de fractionner un extrait
des protéines des promastigotes de L. donovani en phase stationnaire et ensuite tester le
potentiel immunogene de ces différentes fractions. Cette technique a déja permis de

démontrer que Toxoplasma gondii posséde plusieurs PAMPs reconnus par différents

- 156 -



TLRs (Del Rio et al., 2004). L’utilisation de différents promastigotes mutants serait
aussi une bonne méthode pour identifier le ligand de TLR3. Jusqu’a présent, chez L.
donovani, il n’existe que les mutants LPG décrits dans la revue de littérature. Afin de
tester différents PAMPs potentiels, il serait intéressant de générer des mutants KO pour
différentes protéines de Leishmania, par exemple gp63. Malheureusement, Leishmania
est un des seuls organismes RNAi-déficients, d’ou 1’impossibilité d’utiliser cette
technique pour générer les différents mutants (Cottrell et Doering, 2003, Robinson et
Beverley, 2003 ). En plus des mutants ciblés, la génération de mutants aléatoires a
I’aide de transposons serait, bien sire longue, mais théoriquement intéressante
(Beverley, 2003). FEtant donné que les promastigotes procycliques (en phase
logarithmique) n’induisent pas la sécrétion de NO et de TNF-a chez les macrophages
activés & I’IFN-y, on peut donc présumer qu’ils ne possédent pas le ligand de TLR3.
Par électrophorése en deux dimensions, il serait possible d’identifier les protéines
présentes seulement chez les promastigotes métacycliques. Ainsi, on pourrait obtenir
des indices quant a I’identité de ce ligand. Finalement, il est & noter que le ligand de
TLR4 chez les leishmanies n’a pas encore été identifié (Kropf et al., 2004a, Kropf et al.,
2004b).

1.6 Coopération entre les TLRs

Avec la caractérisation de TLR3 comme PRR pour Leishmania, il s’agit du
troisiéme TLR impliqué dans la reconnaissance de ce parasite. Tel que mentionné dans
Iintroduction, une réponse immunitaire appropriée envers de nombreux
microorganismes pathogénes nécessite I’apport de plusieurs récepteurs. D’ailleurs, la
stimulation de macrophages par des bactéries complétes méne 4 la formation d’une
réponse immunitaire beaucoup plus complexe que la somme de tous les PAMPs pris
séparément (Zarember et Godowski, 2002, Nau et al., 2003, Bellocchio ef al., 2004).
Alors que certains microorganismes sont reconnus par plusieurs TLRs agissant en
synergie, dans d’autres cas, I’utilisation de ces récepteurs est plutdt séquentielle. Par

exemple, la sécrétion de cytokines suite & une stimulation par T. cruzi, dépend de la

- =157 -



reconnaissance de ’ADN par TLR9 et de 1’ancre GPI d’une glycoprotéine de surface
par TLR2, ces deux récepteurs agissant en synergie (Ropert et Gazzinelli, 2004, Bafica
et al., 2006). Alternativement, méme si TLR2, TLR9 et TLR11 sont impliqués dans la
reconnaissance de P. falciparum, tous ces récepteurs sont dispensables individuellement
pour I’activation des cellules NK par les érythrocytes infectés (Baratin ez al., 2005). A
’inverse, suite 4 une infection par C. albicans, TLR2 est responsable de tuer le
pathogéne fongique alors que la sécrétion de cytokines est TLR4-dépendante (Blasi et
al., 2005). Dans le cas de Leishmania, certains indices laissent présager une forte
collaboration entre TLR2, TLR3 et TLR4. Nous avons en effet démontré que TLR2 et
TLR3 sont tous les deux importants pour la sécrétion de TNF-a et de NO par les
macrophages activés a I’'TFN-y (Becker et al., 2003, De Veer et al., 2003, Flandin et al.,
2006). Cependant, dans le contrdle de la parasitémie, TLR3 et TLR4, mais pas TLR2,
sont importants (Kropf et al., 2004a, Kropf et al., 2004b, Flandin ef al., 2006). Ainsi,
on pourrait imaginer une coopération entre TLR2 et TLR3 pour les étapes précoces dans
la détection de Leishmania, alors qu’une coopération TLR3-TLR4 permettrait
d’efficacement résoudre I’infection. Ce modéle expliquerait la présence de TLR2 et
TLR3 a la membrane des phagosomes contenant les leishmanies (Figure S3). En effet,
TLR2 doit former un hétérodimeére, 1’homodimérisation des domaines TIR de TLR2
(contrairement a TLR4) n’étant pas suffisante pour la sécrétion de TNF-a par les
macrophages (Ozinsky et al., 2000). En plus, la sécrétion de chimiokines est un
événement assez précoce en réponse a un pathogéne et TLR4 n’est pas impliqué dans ce
phénomeéne (Antoniazi et al., 2004). Afin de mieux étudier la coopération entre les
TLRs, il serait intéressant de prochainement utiliser des macrophages provenant de
souris KO pour un ou plusieurs TLRs. Récemment, I’équipe du Dr. Trottein a démontré
une interaction entre TLR2 et TLR3 dans la reconnaissance de S. mansoni par les
cellules dendritiques, accréditant ainsi la possibilité de coopération entre ces deux TLRs

(F. Trottein, résultats non-publiés).

Malgré quelques tentatives, je n’ai pas réussi a co-immunoprécipiter TLR2 et

TLR3 dans les macrophages. Cela ne signifie pas nécessairement qu’il n’y a pas
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d’interaction entre ces deux récepteurs. En effet, dans la littérature, les expériences de
co-immunoprécipitation fructueuses avec les TLRs furent réalisées dans des systémes
hétérologues surexprimant les TLRs (cellules HEK293, COS) (Ozinsky et al., 2000,
Tapping et Tobias, 2003, Nakata et al., 2006). A ma connaissance, aucune

immunopreécipitation n’a été réalisée dans des cellules a 1’état « normal ».
1.7 Roles des TLRs dans le développement de médicaments

La découverte des TLRs a fourni de nombreuses possibilités pour le
développement de nouveaux médicaments. Théoriquement, I’activation de la voie de
signalisation des TLRs permettrait d’éradiquer certains microorganismes pathogénes. A
Pinverse, en bloquant cette voie de signalisation, on pourrait traiter les maladies
inflammatoires (Hoebe et al., 2006). Concrétement, les TLRs permettent d’expliquer
Ieffet bénéfique de I'utilisation de ’ADN CpG comme adjuvant dans les différents
tests de vaccins anti-Leishmania. En effet, ces derniers sont reconnus par TLRY, ce qui
permet la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et une réponse immunitaire de type
Thl (Flynn et al., 2005, McCluskie et Krieg, 2006, Wu et al., 2006). La créme
d’imiquimod, qui permet la résorption plus rapide des symptomes de leishmaniose
cutanée, fonctionne aussi selon ce modéle (Buates et Matlashewski, 1999, Arevalo et
al., 2001, Miranda-Verastegui et al., 2005). Etant un li gand de TLR7 et TLRS, la créme
d’imiquimod, permet, in vivo, la sécrétion d’IL-12 et d’IFN-y. Cette cytokine active les
macrophages qui pourront ensuite détruire les parasites. Ainsi, selon notre modéle, la
sécrétion d’IFN-y induit ’expression de TLR3 chez les macrophages. Ceux-ci peuvent

donc reconnaitre et tuer les leishmanies.
1.8 Facteur génétique

Récemment, la présence de polymorphismes dans les génes des TLRs a été
associée a une plus grande susceptibilité chez certaines personnes, ou groupes de

personnes, pour la malaria (Mockenhaupt ef al., 2006a, 2006b) ou la tuberculose (Ben-
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Ali et al., 2004, Yim et al.,, 2006). Depuis quelques années, différentes études
démontrent la prédisposition de certaines tribus ethniques envers des maladies
infectieuses dont la leishmaniose (Bucheton et al., 2002). Etant donné I’importance
potenticlle des TLRs dans le déclenchement de la réponse immunitaire envers
Leishmania, il serait intéressant d’explorer la possibilité que des polymorphismes dans

ces récepteurs soit associés a une augmentation de la susceptibilité pour la leishmaniose.
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2. TLR3 est un senseur de lidentité des particules

internalisées

2.1 Induction de TLR3 par les promastigotes de L. donovani

En réponse a4 un microorganisme pathogéne, le macrophage entreprend un
remodelage assez important de son transcriptome. En plus, les génes régulés
positivement suite 4 la reconnaissance d’un pathogéne donne une idée sur 1’identité des
genes nécessaires 4 1’élimination d’un microorganisme. D’ailleurs, I’augmentation de
I’expression d’un TLR en réponse a un stimulus est une bonne indication de son rdle
dans la reconnaissance de celui-ci (Janssens et Beyaert, 2003b, Jenner et Young, 2005).
Afin de comprendre les roles des différents TLRs en réponse a la forme promastigote de
L. donovani, nous avons étudié le rdle de ce parasite sur I’expression des différents
TLRs et des protéines adaptatrices. Tel que démontré a la figure 1 de I’article II, L.
donovani induit I’expression de ’ARNm de TLR3. Cependant, on n’observe pas
d’effet sur ’expression des autres TLRs et des différentes protéines adaptatrices. Méme
si TLR2 et TLR4 sont impliqués dans la reconnaissance de Leishmania, leur expression
n’est pas modulée par une infection (Article II, Figure 1). Il ne s’agit pas de la premiére
fois que la modulation sélective de certains TLRs est observée en réponse i un
microorganisme (Zarember et Godowski, 2002, Chang, J. S. et al., 2006b). Notre
observation que I’expression de I’ARNm de TLR2 n’est pas modulée est cependant en
contradiction avec Becker ef al. (2003) qui a démontré 1’augmentation de I’expression
de TLR2 par le LPG de L. major chez les cellules NK. Cependant, Nau et al. (2003) a
préalablement démontré une modulation différente par une bactérie compléte versus un
PAMP purifié. Dans le cas de Leishmania, la structure du LPG pourrait étre 1égérement
différente entre la forme purifiée et la forme membranaire ancrée aux promastigotes.
En ce qui conceme 'ARNm de TLR4, son absence de modulation n’est pas
surprenante. En effet, chez les macrophages murins, méme une stimulation par le LPS

n’augmente pas 1’expression de TLR4 (Matsuguchi ez al., 2000).
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Afin de s’assurer de I'induction de ’ARNm de TLR3, I’expression a été
quantifiée par PCR quantitatif (Q-PCR) en collaboration avec 1’équipe du Dre Danielle
Malo de 1’Université McGill. A la figure 2A de I’article II, on voit clairement que
I’ARNm de TLR3 est induit par les promastigotes de L. donovani WT et Ipgl-KO ainsi
que par le LPS et le poly(I:C) par un facteur de 3,7-, 3,0-, 5,7- et 7,4-fois
respectivement. Inversement, le peptidoglycan ne cause pas 1’induction de TLR3, ce
qui avait préalablement ét¢ montré dans la premiére publication (Article I, Figure 2B).
L’observation que les mutants /pg2-KO n’induisent pas I’ARNm de TLR3 fut
cependant trés surprenante. En observant [I’expression de TLR3 par
immunofluorescence, on peut voir que cette absence d’induction par les promastigotes
Ipg2-KO n’est pas due a une mauvaise infection (Article II, Figure 3D). En effet, en
utilisant les promastigotes exprimant constitutivement GFP, on peut s’assurer que les

macrophages sont bels et biens infectés.

Par RT-PCR, I’expression des ARNm de TLR2 et TLR4 ne semble pas
modulée par les promastigotes WT (Article I, Figure 1). L’expression de I’ARNm de
ces TLRs a été mesurée par Q-PCR et, comme prévu, Leishmania ne module pas leur
expression (résultats non-présentés). Tel que démontré dans la premiére publication,
TLR3 est exprimé dans les macrophages activés & I'IFN-y (Flandin et al., 2006). Nous
avons donc voulu observer I’effet des promastigotes sur I’expression de TLR3 dans ces
macrophages. Par RT-PCR, on observe que le niveau d’expression de I’ARNm de
TLR3 est similaire dans les cellules stimulées ou non par L. donovani (Article II, Figure
2B). Dans les macrophages naifs, I’induction de I’ARNm de TLR3 survient suite 4 une
stimulation par le parasite complet. En effet, la stimulation de macrophages naifs par
I’ARN, I’ADN ou les protéines totales des promastigotes WT en phase stationnaire
n’est pas suffisante pour induire l’ARNm de TLR3 (Article I1, Figure 4).
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2.2 Mécanismes d’induction de TLR3

Afin de mieux étudier le mécanisme d’induction de TLR3 en réponse a L.
donovani, les macrophages ont été pré-traités avec différents inhibiteurs
pharmacologiques avant la stimulation. A la figure 5 de D’article II, on voit qu’en
inhibant la PI3k (Ly294002) ou le réarrangement de I’actine (cytochalasin B),
Leishmania n’induit pas ’expression de ’ARNm de TLR3. Ceci laisse présager que
cette induction survient suite a la phagocytose des promastigotes. En stimulant les
macrophages par le poly(I:C), un oligonucléotide d’ARNdb ne pénétrant pas la cellule
par phagocytose, on observe que I’ARNm de TLR3 est induit méme dans ces cellules.

Ainsi, on peut présumer que TLR3 est induit suite 4 I’internalisation des promastigotes.

En général, un TLR augmente sa propre expression, tel que démontré par le
réle de p38 MAPKk dans cette auto-régulation (Kammanadiminti ef al., 2004, Chang, J.
H. et al., 2006a). Ainsi, la région promotrice de plusieurs 7LR contiennent des sites de
liaison NF-kB et Spl (Wang er al., 2001, Rehli, 2002). Cependant, dans notre cas,
I’inhibition spécifique de p38 MAPk (SB203580) n’a aucun effet sur 1’induction de
I’ARNm de TLR3. Etant donné que TLR3 n’est pas exprimé dans les macrophages au
repos, il aurait ét€ surprenant que cette induction soit causée par un mécanisme d’auto-
régulation. En plus, en réponse au LPS, I’expression de TLR1-3 et TLR6-9 est
augmentée via ’action de IRF-1 et IRF-2 (Nhu et al., 2006).

2.2.1 Induction de TLRS3 suite a la phagocytose

Afin d’étudier la spécificité de I’induction de I’ARNm de TLR3, les
macrophages ont €té stimulés par d’autres particules différentes. L’observation que le
zymosan, le zymosan opsonisé au complément et les billes de latex induisent
Pexpression de ’ARNm de TLR3 (respectivement 5,9-, 9,1- et 4,1-fois) est assez
surprenante (Article II, Figure 6). En effet, ce résultat laisse présager que I’ARNm de

TLR3 est induit suite 4 la réaction de phagocytose. Ainsi, ’activation des récepteurs
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phagocytiques méne a cette induction. Cependant, on peut présumer que ce n’est pas
tous les récepteurs phagocytiques qui induisent TLR3. En effet, les promastigotes de L.
donovani déficients en phosphoglycans Ipg2-KO n’induisent pas 1’expression de ce
récepteur (Article II, Figure 2A) alors que ces parasites opsonisés au complément
causent une augmentation de ’expression de ce PRR. Ainsi, il est clair que TLR3 est
induit suite a 1’activation des CRs. Il a été préalablement démontré que les
glycoconjugués des leishmanies peuvent se lier directement aux CRs. Etant donné que
les mutants /pg2-KO ne possédent pas ces molécules, ils ne peuvent pas étre reconnus
par ces récepteurs, expliquant ainsi la différence entre les promastigotes WT et [pg2-

KO.

Cette induction pourrait permettre aux macrophages de correctement identifier
la particule internalisée. Ce rdle de senseur de I’identité est déja bien établi dans le cas
de TLR2. En effet, Underhill et al.(1999) a déja démontré que suite a I’internalisation
des particules de zymosan, TLR2 est rapidement recruté a la membrane des phagosomes
afin de reconnaitre la particule internalisée. En plus, TLR1 et TLR6 sont eux aussi
recrutés aux phagosomes suite a l’internalisation des particules. Ainsi, les TLRs
présents au phagosome coopérent afin de discriminer entre les différents pathogénes et
déclencher une réponse immunitaire appropriée (Underhill ez al., 1999, Ozinsky et al.,
2000). Le fait que TLR3 induit suite a la phagocytose soit présent a la membrane des
phagosomes contenant les leishmanies est en accord avec cette hypothése (Article II,
Figure 7). En plus, Zarember et Gadowski (2002) ont démontré que TLR3 est induit
suite 4 la phagocytose des bactéries autant Gram-positives que Gram-négatives. Lors
des prochaines expériences, la question de la demi-vie de I’ARNm de TLR3 serait une
avenue intéressante a explorer. En effet, il a été démontré que M. tuberculosis induit
I’expression de ’ARNm de plusieurs TLRs mais TLR1 et TLR6, qui sont impliqués
dans la reconnaissance de ce pathogéne, sont induits avec une plus grande stabilité que

les TLRs non-spécifiques (Chang, J. S. ef al., 2006b).
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2.3 Altération de la fonction de TLR3 par Leishmania

Ces résultats laissent cependant entrevoir un léger probléme. En effet, dans la
premiére publication, nous avons démontré que TLR3 est présent chez les macrophages
activés & I’IFN-y et celui-ci explique la réponse immunitaire observée chez ces cellules
(Flandin et al., 2006). Cependant, dans la seconde publication, nous démontrons que ce
récepteur est exprimé suite a la phagocytose du promastigote par les macrophages naifs.
Ainsi, il faut se demander pourquoi TLR3 induit par Leishmania dans ces cellules ne
peut pas reconnaitre les promastigotes et déclencher la réponse immunitaire envers ce

parasite. Plusieurs raisons pourraient expliquer cette apparente contradiction.

2.3.1 La localisation du récepteur

La premiére possibilité étant la localisation du récepteur. Tel qu’expliqué dans
la revue de littérature, certains TLRs sont exprimés a la membrane plasmique alors que
d’autres TLRs sont localisés & I’intérieur de la cellule. Selon leur localisation, les TLRs
peuvent reconnaitre différents PAMPs. Par exemple, la localisation intracellulaire de
TLR9 permet la reconnaissance de motifs CpG de I’ADN des microorganismes
pathogénes alors que son expression a la membrane plasmique permet la reconnaissance
par PADN de I’héte (Lamphier et al., 2006, Barton ef al., 2006). Inversement, TLR4,
qui est normalement exprimé 4 la membrane plasmique, est retrouvé a ’intérieur de la
cellule chez les neuroblastomes NB-1. Ainsi, méme si ces cellules possédent toutes les
molécules nécessaires a la reconnaissance du LPS (MD-2, CD14), elles ne répondent
pas a ce stimulus (Hassan et al., 2006). Dans le cas de TLR3, celui-ci est rapidement
recruté aux endosomes contenant I’ARNdb viral, tel que démontré par sa colocalisation
avec EEAl et LAMP1 (Johnsen et al., 2006). D’ailleurs, suite & une stimulation par le
poly(I:C), la transduction du signal via TLR3, contrairement 3 TLR4, dépend d’un pH
acide permettant 1’agrégation des récepteurs (Latz et al., 2002, Espevik ef al., 2003, De
Bouteiller et al., 2005). Cependant, un autre groupe a déja démontré, dans les

fibroblastes, que TLR3 peut aussi bien transduire le signal depuis la membrane
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plasmique (Matsumoto et al., 2002). Ainsi, il sera important de prochainement étudier
la localisation exacte de TLR3 en réponse a I'IFN-y versus sa localisation lorsque induit
suite a la phagocytose des promastigotes de L. donovani. En effet, il est possible que le
TLR3 induit lors de la phagocytose des particules ne soit pas exprimé au bon endroit

pour reconnaitre les leishmanies.

2.3.2 Altération de la voie de signalisation des TLRs

Etant donné que Leishmania a la réputation de saboter les différentes voies de
signalisation du macrophage, une autre possibilité pour cette absence de réponse dans
les macrophages naifs serait I’altération de la voie des TLRs par le parasite. Dans la
littérature, certaines protéines inhibitrices ont été identifiées, tel que MyD88s (Janssens
et al., 2002, Burns ef al., 2003). Cependant, les résultats obtenus par RT-PCR nous
permettent d’exclure I'induction de cette forme de la protéine (Article II, Figure 1). En
effet, les amorces utilisées pour le RT-PCR de MyD88 permet de distinguer les deux
formes de cette protéine. En effet, MyD88s est 150 nt plus petit que la forme normale,

ce qui se traduit par une différence visible dans la migration du fragment amplifié.

Dans les macrophages naifs, non seulement IRAK-1 n’est pas activé en
réponse a L. donovani, on observe une légére désactivation de cette kinase (Article I,
Figure 1), laissant présager une action inhibitrice envers la voie de signalisation des
TLRs. Ainsi, différentes études démontrent que Leishmania induit la phosphotyrosine
phosphatase SHP-1 (Olivier et al., 1998, Blanchette et al., 1999, Nandan ef al., 2002).
Cette phosphatase est bien connue comme inhibitrice de la voie des JAK/STAT,
cependant, il a été récemment démontré que celle-ci permet la déphosphorylation
d’IRAK-1, empéchant ainsi la transduction du signal par les TLRs (Martin Olivier,
communication personnelle). Ce sabotage pourrait expliquer pourquoi les macrophages
naifs, méme si TLR3 est induit, ne déclenchent pas de réponse immunitaire envers
Leishmania : une fois que le macrophage est infecté, le parasite détourne la cellule-héte

a son avantage et il est trop tard pour I’éliminer. D’ailleurs, I’importance dans la
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cinétique d’activation des macrophages a aussi été démontré dans le cas des infections
par T. gondii (Sibley et al., 1991, Shapira et al., 2004). L’induction de protéines
inhibitrices pour la voie de signalisation des TLRs est un mécanisme assez répandu chez
plusieurs pathogénes, dont les mycobactéries. En effet, comme Leishmania, les
mycobactéries persistent dans les macrophages et altérent la réponse immunitaire innée
de la cellule-hdte (Portnoy, 2005). Par exemple, M. tuberculosis inhibe la voie des
TLRs grace a I'induction rapide d’IRAK-M, bloquant ainsi la transduction du signal
(Pathak et al., 2005). En plus, M. avium augmente la stabilit¢ de I’ARNm de STATI1,
qui agit comme dominant-négatif de STAT1a et donc abroge la signalisation via la voie

JAK/STAT (Alvarez et al., 2003).
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CONCLUSION
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Lors de cette étude, nous avons démontré I'importance des TLRs dans la
reconnaissance des promastigotes de L. donovani et le déclenchement de la réponse
immunitaire. Afin d’établir I'infection, les promastigotes de L. donovani pénétrent
silencieusement dans les macrophages au repos. Au contraire, ’entrée des
promastigotes dans les macrophages activés a I’'TFN-y cause la sécrétion de NO et de
cytokines pro-inflammatoires et, ultimement, la destruction des parasites. Au cours de
ce projet de recherche, nous avons pu démontrer que TLR3, étant le seul TLR induit par
’IFN-y, est un joueur primordial pour la réponse immunitaire observée chez ces
macrophages. En effet, TLR3, suite & la reconnaissance d’une molécule encore non-
identifiée des promastigotes, est important pour la sécrétion de NO et de TNF-o ainsi
que pour I’activité leishmanicide des macrophages activés a 'IFN-y. En plus, nos
travaux ont permis de valider I’hypothése que TLR2 reconnait et permet la sécrétion de
NO et de TNF-o en réponse aux sous-unités répétées Galpl,4Man-PO, des
phosphoglycans des promastigotes de L. donovani. Nous avons de plus présenté
I'importance de ces deux PRRs dans la phagocytose des promastigotes. Comme c’est le
cas pour plusieurs microorganismes pathogénes, une forte collaboration entre les TLRs
est nécessaire afin d’efficacement résoudre les infections. Etant donné que les réles de
TLR2 et TLR4 dans la reconnaissance des leishmanies sont déji bien établis, nos
resultats démontrent que trois TLRs sont nécessaires au contrdle de ce parasite. Le

niveau de coopération entre ces PRRs devra étre étudié plus en détail.

Nous avons aussi démontré que, chez les macrophages au repos, TLR3 est
induit suite 4 la liaison a certains récepteurs phagocytiques, dont CR. En plus,
’expression de TLR3 4 la membrane des phagosomes suite 4 I’internalisation de
différentes particules permet d’émettre I’hypothése que TLR3, comme c’est le cas pour
TLR2, est un senseur des particules internalisées. Ainsi, TLR3, et TLR2, peuvent étre
considérés comme des sentinelles du macrophage. Cependant, I’induction de TLR3
suite & la phagocytose des promastigotes de L. donovani peut sembler en contradiction

avec le role de ce PRR dans la réponse immunitaire envers les leishmanies. Ainsi, il est
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probable que Leishmania altére fortement les voies de signalisation des TLRs afin de

survivre et proliférer dans les macrophages.
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What is known about Leishmania
donovani promastigotes?

Jean-Frédéric Flandin and Albert
Descoteaux: Protozoan parasites
of the genus Leishmania cause
leishmaniases, a spectrum of
discases afflicting over 12 mil-
lions people worldwide. There
are three clinical manifestations
of leishmaniases, ranging from
the self-healing cutaneous ulcers
caused by L. major, to life-
threatening visceral leishmaniasis,
caused by L. donovani. Leishma-
nia are biphasic parasites, alter-
nating between the flagellated
promastigote that develops in
the midgut of the sandfly vector
and the non-motile amastigote
that proliferates within the pha-
golysosomal compartment of
macrophages. Leishmania pro-
mastigotes are inoculated into

mammals during the blood meal
of the female sandfly and are rap-
idly internalized by macrophages.
This represents a crucial step
in the outcome of an infection.
The entry of L. donovani pro-
mastigotes in naive/resting mac-
rophages is silent (without
inducing significant release of
pro-inflammatory  cytokines),
thereby facilitating the establish-
ment of an infection. On the
other hand, in IFN-y-primed
macrophages, the entry of the
parasite is accompanied by the
activation of ERK1/2 and p38
MAP kinasc pathways as well as
the secretion of nitric oxide (NO)
and pro-inflammatory cytokines,
ultimately leading to the destruc-
tion of the parasite (1,2).

Which Leishmania donovani molecules are
important for the infection?

Jean-Frédéric Flandin and Albert
Descoteaux: Leishmania synthe-
sizes a family of glycoconjugates
which have in common repcat-
ing Galp1,4Man-PO, disaccha-
rides which are not found in
mammals (3). Lipophosphogly-
can (LPG), the most abundant
GPl-anchored glycoconjugate is
part of the dense glycocalyx at
the surface of Leishmania pro-
mastigotes and is primordial
for their survival in the sandfly
as well as in the macrophage
(at least for L. major and L.
donovani). During the internal-
ization of promastigotes, the
presence of LPG blocks phago-
some maturation (4) and causes
retention, at the phagosome, of
the molecular machinery asso-
ciated with actin polymeriza-
tion (Cdcd2, Arp2/3, WASP)
(5), resulting in a periphago-

somal accumulation of F-actin
(6). This potentially delays the
fusion of the phagosome with
latc endosomes and lysosomes
and enables the promastigote
to differentiate into an amasti-
gote (4,6,7). Furthermore, LPG
suppresses signalling in mac-
rophages via SOCS3 (Suppres-
sor Of Cytokines Signalling)
up-regulation and inhibition of
PKC activity (7,8). In addition
to LPG, Leishmania secrete a
family of heavily glycosylated
proteins and proteoglycans that
arc important for parasite vir-
ulence (3). Other members of
the promastigote surface glyco-
calyx contribute to virulence.
The major surface glycoprotein
GPG3 (or MSP or leishmano-
lysin) is a meralloprotease that
binds to complement compo-
nent C3 and cleaves C3b to

Mod. Asp. Immunobiol. 20, 4, 2006

the inactive C3bi, thereby evading
complement-mediated lysis (9).
Also, two virulence factors, the
secreted filamentous proteophos-
phoglycan (fPPG) and cathepsin
L-like cysteine protease (CP) are
important for Leishmania infec-
tion but their exact role is not yet
fully understood (10,11).

Are Toll-like receptors (TLR) involved

in recognition?

Jean-Frédéric Flandin and Albert
Descoteaux: Because of the pre-
dominant role of TLRs in innate
immunity, much research is
currently being conducted on
the relationship between Leish-
mania and TLRs. Lately, two
groups showed that LPG from L.
major activates NF-xB and IL-8
expression in a TLR2-depen-
dent manner (8,12). Further-
more, it was shown that LPG
colocalizes with TLR2 ar the NK
cells membrane and they both
co-immunoprecipitate (12). In
addition to TLR2, TLR4 plays
a role in the control of L. major
infection in a mouse model, via
the induction of iNOS (13).

In the case of L. don-
ovani promastigotes, we addressed
the hypothesis that priming mac-
rophages with IFN-y induces the
expression of a receptor which
enables activated macrophages to
recognize L. donovani promasti-
gotes. We observed that in IFN-y-

primed macrophages, L. donovani
promastigotes stimulated IRAK-1
activity. In addition, we found
that TLR3 expression was barely
detectable in naive macrophages
but expressed in IFN-y-treated
macrophages. Using RNA incerfer-
ence, we showed that thessilencing
of TLR3 in IFN-y-primed macro-
phages significantly decreases NO
and TNF-a secretion following
infcction with L. donovani pro-
mastigotes. Consequently, in the
absence of TLR3, parasite sur-
vival inside activated macrophages
was enhanced. Using LPG-defi-
cient promastigotes, we demon-
strated that as was the case for
L. major LPG, TLR2 recognizes
the Galp1,4Man-PO,-containing
phosphoglycans of L. donovani
(1). On the other hand, although
TLR3 appears to play a role in
the recognition of Leishmania pro-
mastigotes, the Leishmania mole-
cules recognized by this receptor
remain(s) to be identified.

Why have you used RNA interference for your studies?

Jean-Frédéric Flandin and Albert
Descoteaux: We needed a good
method for rapidly screening the
role of TLRs and downstream
signalling intermediates in the
response of IFN-y-primed mac-
rophages to L. donovani promas-
tigotes. RNA interference is a
relatively new method in which
the transfection of a siRNA
duplex of 21 nucleotides specific
for the gene of interest leads
to the degradation of the target
mRNA and thus the silencing
of a single protein (14). Because
siRNAs are passed on to daugh-
ter cells during 3 to 5 cell divi-
sions, it allowed us to rapidly
obtain temporary knock-out cell

lines (15). In summary, RNAi
represents a good alternative
to the generation of knock-out
mice, a time-consuming and
expensive method.
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European Journal of Immunology, 36, 411-20.
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