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TABLE DES ABREVIATIONS

3-MA 3-Methyladenine

AIM2 Absent in melanoma 2

ADN Acide desoxyribonucléique

DHA Acide Docosahaénoique

EPA Acide Ecosapentaénoigue

ATP Adenosine tri-phosphate

ASC Associtaed speck like protein containing a CARD
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BSA Bovine serum albumine

COP CARD-only proteins

CARD9 Caspase recruitment domaine 9

CCVD Catalytic Chemical Vapour Deposition
CD Cluster of differenciation

CIAS1 Cold induced autoinflammatory syndrome 1
CSF Colony stimulating factor
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CLR C-type lectin receptor

DAMP Damage associated molecular pattern
DD Death fold domain

DPI Diphenylene iodonium chloride

HSP Heat shock protein
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IRAK1 IL-1 receptor associated kinase

ITAM Immuno-receptor tyrosine based activation motif
IFN-y Interferon gamma

IL Interleukine
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LTB4 Leucotriene B4
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La réaction inflammatoire

L’inflammation est la réaction immunitaire la plus anciennement décrite. On retrouve
des écrits de 1600 avant JC par les égyptiens. Aulus Cornelius Celsus en a pose les
qguatre symptdmes cardinaux qui la caractérisent aujourd’hui : tumor (tuméfaction),
dolor (douleur), calor (chaleur) et color (couleur) ¥, L’'année 1794 vit la publication
d’'un livre de Hunter intitulé « A treatise on the blood, inflammation and gun shot
wounds » . Ce fut le premier apport scientifique sur I'inflammation. Il s’agit de la
premiére réaction immunitaire de I'organisme suite a un contact altérant son intégrité.
Hunter souligne l'importance de l'inflammation dans I'élimination de l'infection mais

suggere également qu’elle pourrait causer d’elle méme des maladies.

L’inflammation est une réponse biologique complexe de type défense immunitaire
coordonnée de I'organisme face a une agression par :

- un micro-organisme infectieux ou non

- une atteinte tissulaire et cellulaire d’origine physique ou chimique

- un agent endogéne (protéines mutées, disfonctionnement tissulaire...)

Elle nécessite une régulation fine, généralement bénéfique. Elle conduit a
I'élimination de I'élément causal et au retour a 'homeéostasie du tissu lésé. Une
inflammation inadéquate conduit & une mauvaise élimination des éléments causaux
et au développement de pathologies comme [l'arthrite rhumatoide, la maladie de
Crohn, le diabéte mais également le cancer *3. Mal contr6lée, I'inflammation peut
s’étendre au reste de l'organisme via la circulation sanguine. Elle peut alors
provoquer des dommages tissulaires irréversibles locaux ou généralisés. Par
exemple une infection mal maitrisée entraine un choc septique se traduisant dans
les cas les plus graves par le décés *. Le but de la réponse inflammatoire est donc
d’étre une réponse rapide et organisée afin de réparer les atteintes, tout en assurant
l'intégrité du reste de I'organisme.

L’inflammation est principalement associée au systeme immunitaire, qui peut-étre
divisé en deux branches interconnectées. L'immunité innée, qui est la plus
ancienne, et limmunité adaptative. L'immunité innée est présente chez tout
organisme pluricellulaire. Elle constitue la base cellulaire et moléculaire de
inflammation. Les cellules du systéme immunitaire inné possedent des récepteurs ;

les PRRs (Pattern Recognition Receptors) et des voies de signalisation associées,
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tous hautement conservés afin de détecter et réagir face a une infection ou a une
blessure °. La détection de ces signaux exogénes d’origine microbienne, les
PAMPs (Pathogen-associated molecular pattern) ou d’origine particulaire, chimiques
ou endogéenes, les DAMPs (Damage associated molecular patterns), va conduire a
linitiation de la cascade inflammatoire et & I'activation d’une réponse immunitaire **~
38, Classiquement, la réponse inflammatoire est décrite selon quatre étapes : la
reconnaissance des signaux de danger, le recrutement de cellules sur le site
inflammatoire, I'élimination de [I'élément inflammatoire et la résolution de
I'inflammation conduisant & un retour & '’homéostasie et a la cicatrisation du tissu
lésé .

En absence de résolution, une inflammation chronique s’installe qui peut conduire a

I'apparition de maladies inflammatoires et de cancers =,

1. Les difféerentes phases de l'inflammation

a. La phase précoce

Quelle que soit son origine, linitiation de l'inflammation passe principalement par
'implication de molécules liées a l'activation du facteur de transcription NF-kB,
conduisant a l'augmentation de protéines pro-inflammatoires (cytokines,
chimiokines...) 2. Depuis quelques années, des travaux ont mis en évidence que la
maturation des nombreux médiateurs pro-inflammatoires ne se limitait pas seulement
a NF-kB et ses co-facteurs mais aussi a I'activation des caspases inflammatoires .
Les mastocytes et les phagocytes résidents (macrophages et cellules dendritiques)
jouent un réle prépondérant dans l'initiation de la réaction inflammatoire en sécrétant
du TNFa, de [IIL-1B, de Trhistamine ou des lipides bioactifs comme les
prostaglandines et des leucotriénes . Ces molécules vont avoir des actions sur les
nombreux types cellulaires immunitaires infiltrant le tissu endommagé. Ainsi,
I'histamine, les prostaglandines et I'lL-1 favorisent la vasodilatation et I'extravasion
des neutrophiles et des monocytes, alors que le TNF-a permet la dégranulation des
neutrophiles et augmente leur capacité a sécréter des protéases, des peptides
antimicrobiens et des espéces oxygénées réactives (ROS pour Reactive oxigen

species) *°.
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Les phagocytes sécretent également des cytokines et des chimiokines, amplifiant la

réponse inflammatoire et permettant le recrutement, puis ['activation des

lymphocytes 2.

b. Recrutement de cellules immunitaires sur le site inflammatoire

La réponse inflammatoire va conduire a I'élimination des agents causaux, grace a la
coopération entre systéme immunitaire inné et adaptatif. La réponse immunitaire

adaptative ne sera pas abordé en détail dans ce manuscrit ayant privilégié le réle de

'immunité innée au cours de ce travail de thése.

La vasodilatation et I'augmen- : '
tation de laperméabllité | | | . ooy ies inflammatoires

' laire causent les
Les bactéries induisent i migrent dans le tissu
|a libération de cytokines sympt:emr?;::;ﬁo:'%les::ment, infecté en libérant davantage
par les macrophages d'cedeme et de la sensation | |d€ médiateurs inflammatoires
) de douleur
i - -
N 4 - Y | Mgele 0>

4

iy,

Figure 1:Schéma simplifié de la phase précoce du processus inflammatoire suite a une

infection *°.
Les cytokines et autres facteurs pro-inflammatoires sécrétés suite a
reconnaissance des signaux de danger vont favoriser la vasodilatation et
=3 Les cytokines, telles le TNF-a et I'lL-1B ainsi que des médiateurs

la

I'extravasion
lipidiques vont conduire a la migration de leucocytes sur le site d’infection, en

particulier des neutrophiles puis des monocytes '>. Les cellules recrutées les
premiéres et en plus grandes quantités sont les polynucléaires neutrophiles alors
que les monocytes/macrophages sont présents plus tardivement. Ces cellules

phagocytent les agents inflammatoires qu'’ils soient endo- ou exogénes ce qui permet

par la suite leur élimination '"'2.
De plus, les neutrophiles sont armés d’une batterie de protéines facilitant la défense
de l'organisme, notamment des protéases capables de dégrader les organismes

microbiens mais également le tissu hote . Ces cellules produisent également des
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espéeces réactives de I'oxygéne (ROS) et des especes réactives de l'azote (RNS
pour reactive nitrogen species) qui participent a la dénaturation des protéines et de
'ADN *,

Les macrophages contribuent grandement a I'élimination des pathogenes via la
phagocytose et la sécrétion de protéases, de peptides antimicrobiens, de ROS et
de RNS . Le large panel de sécrétion cytokinique, chimiokinique et lipidique des
macrophages est également grandement impliqué dans la polarisation de la réponse

immunitaire innée et adaptative *°.

Les cellules épithéliales ainsi que les
keratinocytes sont également capables de secréter des peptides antimicrobiens (-
défensines) et forment également une ligne de défense physique face aux agents
inflammatoires *~3°.

La persistance d’un signal de danger sur le site inflammatoire va conduire a la mise
en place d'une réponse spécifique mediée par le systtme immunitaire adaptatif
grace au recrutement des lymphocytes *°.

En plus de leur aptitude a sécréter des médiateurs  pro-inflammatoires, la
reconnaissance des PAMPs par les macrophages et les cellules dendritiques
augmentent leur capacité a présenter I'antigene (Ag) aux lymphocytes T. En réponse
a une stimulation antigénique, les cellules T naives proliferent et se différencient en
cellules T effectrices qui se distinguent par leur production de cytokines et leurs

fonctions associées *’.

C. Résolution de I'inflammation

Comme nous l'avons évoqué préecédemment, une réponse inflammatoire non
régulée peut conduire a sa pérennisation et a des lésions tissulaires généralisées
dans I'organisme, ou encore entrainer un choc septique.

De sa résolution dépend la réussite de la réaction inflammatoire. Celle-ci implique ce
gue nous appellerons ici les signaux de « tolérance et de réparation » produits par
les cellules de limmunité entre autres. Ainsi, les macrophages jouent un réle

prépondérant dans la résolution de I'inflammation et le retour a I’homéostasie.

Ces signaux, anti-inflammatoires, sont produits pour conduire a la résolution de

18

l'inflammation Les lipides bioactifs, telles les lipoxines, générées par les

hY

lipoxygénases a partir de l'acide arachidonique ont un role essentiel dans la
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promotion de la résolution du processus inflammatoire et de la réparation tissulaire
1920 | es lipoxines, sécrétées par les macrophages, stoppent linflux des
neutrophiles, facilitent la phagocytose des neutrophiles apoptotiques par les
macrophages et facilitent le recrutement de monocytes afin d’éliminer les cellules
apoptotiques et les débris cellulaires *°?°. Les protectines et les résolvines, lipides
produits a partr de DHA (Acide Docosahaénoique) et EPA (Acide
Ecosapentaénoique), ont été récemment caractérisés pour leurs propriétés anti-
inflammatoires *?°. Les macrophages, les neutrophiles et les cellules épithéliales
liberent également des inhibiteurs de protéases qui inactivent ainsi les protéases
sécrétées par les neutrophiles lors de la phase aigue de la réponse inflammatoire 2.
De plus, les neutrophiles rentrent ensuite en apoptose et sont phagocytés par les
macrophages induisant un vaste programme d’élimination cellulaire ainsi qu’une
sécrétion par les macrophages de TGF-$ et d'IL-10 favorisant I'arrét de la réponse

inflammatoire **?

En résumé, initiation (signaux de « dangers ») et arrét de I'inflammation (signaux de
« tolérance et de réparation ») constituent les piliers de la réussite de la réaction
inflammatoire et du retour a 'homéostasie tissulaire. Les macrophages de part leur
grande capacité d’adaptation due a leur diversité phénotypique et fonctionnelle
jouent un réle prépondérant lors de ces processus.

Ce modele cellulaire a été notre modeéle d’étude au cours des travaux de these.

2. Monocytes/macrophages

Elie Metchnikoff mis en évidence la fonction phagocytaire des macrophages. Il
nomma ainsi ces cellules les phagocytes en 1883. Malgré de nombreuses années ou
leur étude a été limitée par un manque d’enthousiasme di a la découverte de
immunité a médiation humorale (anticorps), les macrophages sont aujourd’hui

décrits pour étre des cellules clé de la réponse immunitaire et inflammatoire.
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Origine

Les monocytes/ macrophages appartiennent au systeme des phagocytes
mononuclées. Leur développement a lieu a partir de la moelle osseuse
hématopoiétique. Ainsi, les cellules souches hématopoiétiques pluripotentes vont se
différencier en deux lignages cellulaires, le lignage myéloide et le lignage lymphoide.
La différenciation des monocytes au niveau de la moelle osseuse (lignage myéloide)
est liée au facteur de croissance CSF-1 (M-CSF, Macrophage Colony Stimulating
Factor) reconnu par le récepteur au CFS-1 fortement exprimé par les précurseurs
des monocytes/macrophages et des cellules dendritiques?. Une fois différenciés, les
monocytes rejoignent la circulation sanguine ou ils représentent environ 10% des
leucocytes du sang circulant chez 'Homme avec une demi-vie de 2 a 3 jours en
conditions physiologiques %. La pénétration des monocytes sanguins dans les tissus
conditionne leur différentiation en macrophages résidents ou en cellules dendritiques

sous leffet de facteurs endogénes %.

Les macrophages sont des cellules
hétérogenes, du fait des mécanismes qui gouvernent leur différenciation, mais aussi
du fait de leur distribution dans les tissus et leur capacité de réponse a un stimulus
2223 Chaque organe ou tissus posséde des macrophages qui présentent des
caractéristiques propres dictées par leur microenvironnement particulier. On
distinguera par exemple, dans les poumons, les macrophages alvéolaires, les
cellules de Kupffer dans le foie, les cellules de Langherans dans la peau, les
ostéoclastes dans l'os ou bien les cellules microgliales au niveau du systeme
nerveux central. La figure 2 résume les étapes d'obtention de ces cellules a partir

d’un progéniteur myéloide.

Différenciation

Les macrophages se distinguent des monocytes non seulement de part leur
localisation, tissulaire plutét que sanguine, mais aussi du fait de leur grande taille et
de leur systeme vacuolaire extrémement développé et varié (endosomes,
phagosomes, lysosomes primaires et secondaires, endosomes, phagolysosomes
etc...).La proprieté fondamentale des macrophages, outre la phagocytose
découverte en premier, est de garantir ’lhoméostasie tissulaire, a travers sa capacité

a moduler Tinitiation et l'arrét de la réponse inflammatoire selon les besoins de
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I'organisme et a orienter la réponse immune. Pour cela les macrophages présentent
une multitude de fonctions. lls sont caractérisés par leur grande mobilité, leur fort
pouvoir de phagocytose, leur capacité seécrétrice, et aussi par leur capacité a
présenter l'antigene aux lymphocytes T via les CMH de classe | et Il. Les
macrophages sont capables de sécréter les fractions du complément, les cytokines,
les chimiokines, les facteurs hématopoiétiques, les prostaglandines, les radicaux
libres... Ainsi, chaque propriété fonctionnelle permet au macrophage de répondre de
maniere spécifique et adapté en fonction des signaux auxquels il sera soumis dans
son microenvironnement. Par exemple les macrophages alvéolaires expriment un
large panel de récepteurs capables de reconnaitre les motifs conservés des
microorganismes ce qui leur permet une élimination efficace des microorganismes,
et des particules présents dans les alvéoles pulmonaires. De maniére intéressante,
les ostéoclastes, macrophages du tissu osseux ont un réle de remodelage de l'os via
de tres grandes capacités phagocytigues et sécrétrices d’enzyme lytiques. lls
participent ainsi activement au renouvellement de I'os.

De maniere générale, les signaux responsables des caractéristigues phénotypiques
et fonctionnelles que les macrophages acquierent spécifiquement dans les tissus
sont issus de molécules sécrétés ou exprimées par les cellules de leur
environnement tissulaire et des composés de la matrice extracellulaire. Ainsi, les
molécules d’adhésion (intégrines, molécules de la famille des immunoglobulines,
sélectines etc...) exprimées localement par les cellules endothéliales non seulement
contrdlent la migration des monocytes a travers I'endothélium, vasculaire mais aussi
leur différenciation en macrophages. Il en est de méme des cytokines et facteurs de
croissance comme le Transforming growth factor B (TGF B), et des chimiokines.
Aujourd’hui, il est admis qu’il existe plusieurs populations de monocytes ayant des
propriétés  fonctionnelles  différentes  (monocytes  résidents, = monocytes
inflammatoires, monocytes patrouilleurs). Ces monocytes qui sont spécifiguement
recrutés au niveau d’un tissu sont a l'origine de macrophages tissulaires ayant des
caractéristiques fonctionnelles prédéfinies par le type de monocytes dont ils

proviennent.
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Figure 2: Origine et diff érenciation des monocytes/macrophages

Polarisation des macrophages

Les fonctions effectrices des monocytes/macrophages sont étroitement liées a leur
état d’activation, lui-méme influencé par I'environnement cellulaire et moléculaire.
Ces cellules, par leur plasticité fonctionnelle et phénotypique répondent aux
différents signaux micro-environnementaux (cytokiniques, signaux de dangers...) en
se polarisant. Les fonctions effectrices des monocytes/macrophages sont étroitement
liées a leur état d’activation, lui-méme influencé par I'environnement cellulaire et
moléculaire. Les premiers travaux sur [I'étude de la polarisation des
monocytes/macrophages datent des années 70. Les premiers auteurs abordant ce
probleme ont mis en évidence que les macrophages exposés a deux signaux
successifs, une cytokine, I'interféron-y (INF-y) ou le TNF-a et le LPS, composant de
la membrane bactérienne, devenaient pro-inflammatoires'>?. Les auteurs classeront
ces macrophages comme faisant partie de la voie « classique d’activation »
renommeée plus tard M1 en référence a la nomenclature Th1l/Th2 existante pour les
lymphocytes T. Par opposition, tous les macrophages activés par une voie différente

de la « voie classique » étaient par extension associés a la « voie alternative » plus
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tard renommés M2. En 2003, dans un effort de synthése et de mise a jour, I'équipe
de Gordon créeé la classification de la polarisation des macrophages sur le modéle
Th1/Th2?*. Macrophages M1 et M2 sont classés selon leurs niveaux d’expression de
récepteurs (membranaires et intracellulaires) mais aussi en fonction de leur
production de médiateurs (cytokines, lipides bioactifs, chimiokines, ROS...). Les
données de la littérature ont depuis permis d’affiner la notion de polarisation. En
effet, on ne parle plus de dichotomie M1/M2. La polarisation M1/M2 se définit plutot
comme un continuum d’états fonctionnels avec un panel d’expression de récepteurs
(PRRs entre autres) et de fonctions. Les macrophages peuvent ainsi étre dans un
premier temps M1 et initiateurs de la réponse inflammatoire et participer a sa
résolution dans un second temps. Mosser et Edwards ont ainsi, en 2008, proposé
une nouvelle classification basée sur les propriétés fonctionnelles des macrophages

dans le maintien de 'homéostasie®16242°,

Actuellement selon la nomenclature M2 affinée par Mantovani et al on distingue
outre les macrophages M1 inflammatoires « stricts » (Thl), les macrophages M2a
résultant d’'une exposition a I'lL-4 ou a I'lL-13 (Figure 3) qui sont impliqués dans la
polarisation inflammatoire de type 2 (Th2/Thl7), les macrophages M2b
« immunorégulateurs » de linflammation de type 2 et les macrophages M2c
« réparateurs » des tissus endommagés®**>?°. Bien s(r, chaque polarisation n’est
pas un état figé et I'expression des différents marqueurs est souvent soumise a

I'environnement cellulaire et soluble des macrophages.
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Figure 3 : Hétérogénéité et Polarisation des macrophages

a. Propriétés fonctionnelles

Les macrophages sont des sentinelles dont la fonction premiére est de reconnaitre
différents « signaux de dangers » issus de microorganismes (motifs conservés,
acides nucléiques...), de tissus I|ésés anormalement (mort cellulaire non
physiologique) ou d’éléments exogenes (particules, nanoparticules, détergents,

molécules toxiques...)?"%,

La notion de signal de danger développé par Polly
Matzinger 1994 dans sa « théorie du danger » compléete le paradigme de Janeway
sur la discrimination par le systéme immunitaire du soi et du non soi ®*. Le non soi
est combattu, éliminé alors que le soi est préservé. Cette théorie exclue l'auto-
immunité, la puberté, étape ou notre corps et notre soi évolue, ou encore la tolérance
au feetus. C’est dans ce contexte que la théorie du danger englobe ces mécanismes
immunitaires et introduit la notion selon laquelle les cellules réagissent lorsqu’elles
sont stressées, altérées de maniére non physiologique en libérant des molécules de
danger et activant ainsi le systeme immunitaire. Ainsi, dans ce systeme, le caractere

étranger d’'un pathogéne n’est plus une caractéristique indispensable quant a
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I'émission d'une réponse et une composante du soi n'est plus une garantie de

tolérance.

Les signaux de dangers sont reconnus par les macrophages grace a I'expression
d’'un grand nombre de récepteurs de surface, endosomaux et cytoplasmiques. Cette
reconnaissance entraine l'activation des fonctions effectrices des macrophages via la
production de cytokines, chimiokines et d’autres médiateurs nécessaires a la
coordination d'une réponse inflammatoire. De cette premiere étape dépend
également la coordination des réponses immunes innée et adaptative afin d’obtenir
la clairance des signaux de dangers tout en limitant les effets toxiques de la réponse

inflammatoire et les dommages tissulaires qui lui sont associés.

La phagocytose

La phagocytose est une fonction clé des macrophages. Elle permet I'élimination des
microorganismes pathogenes, des cellules sénescentes, des débris cellulaires et des
particules environnementales ou manufacturées. Elle est donc nécessaire dans la
défense immune innée et adaptative anti infectieuse mais également dans le
maintient de 'homéostasie tissulaire.

En effet, le processus de phagocytose est nécessaire a l'organogenéese, le
remodelage et 'homéostasie tissulaire avec la phagocytose des cellules et des
débris apoptotiques. Les cellules sénescentes disparaissent selon un processus de
mort naturelle, l'apoptose. Ces corps apoptotiques sont phagocytés par les
macrophages mais également des phagocytes dits « non professionnels » telles que
les cellules épithéliales. Ce processus ne s’accompagne pas d’'une production de
meédiateurs inflammatoires mais est associé a la production de TGF-f due a la
reconnaissance de résidus phosphatidyl-serine par des récepteurs de surface des
macrophages *°. Ce type de phagocytose ne provoque donc pas d’inflammation et
permet le renouvellement cellulaire et moléculaire dans les tissus.

En tant que processus immunitaire, la phagocytose est une fonction spécifique des
phagocytes « professionnels » que sont les monocytes, macrophages, cellules
dendritiques et les neutrophiles. Cette fonction correspond a la capture, I'ingestion, la
dégradation des pathogénes et est associée a la présentation antigénique. La

reconnaissance des motifs par les récepteurs de phagocytose se fait par
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reconnaissance directe de motifs antigénigues ou indirectement via la
reconnaissance d'opsonines (complément, fragments dimmunoglobulines) a la

surface du motif antigénique *°.

Au-dela du processus de phagocytose en lui-méme, cette fonction est un point
commun a tous les états de polarisation des macrophages. Le panel de récepteurs
gu’ils exprimeront conditionnera le type de ligand gu’ils seront amenés a reconnaitre
via les récepteurs de phagocytose. Il est important de noter que la qualité de la
réponse qui S’ensuit est conditionnée par I'expression des récepteurs de

phagocytose.

. Processus de la phagocytose et especes réactives de I'oxygéne

La phagocytose se découple en trois phases : reconnaissance, internalisation et
dégradation. La reconnaissance des structures d’intérét par le récepteur déclenche
un réarrangement du réseau d’actine ce qui conduit a l'invagination de la membrane
plasmique. Les mouvements d’actine filamentaire sous-membranaire conduisent a la
formation d’'une vésicule entourée de membrane plasmique autour de la structure a
internaliser ; c’est le phagosome. La formation du phagosome nécessite la fusion de
la membrane plasmique avec de nombreuses vésicules issues d'organelles
intracellulaires. La seconde étape commence par la fermeture du phagosome et
consiste en sa maturation. Ce processus est lié a sa fusion avec de nombreuses
vésicules intracellulaires chargées en enzymes (endosomes, lysosomes...). On
mesure la maturation du phagosome grace a son acidification (pH proche de 4-5)
suite a sa fusion avec les lysosomes ; c’est le phagolysosome, qui par son pH acide

pY

permet l'activation d’enzymes lysosomiales nécessaires a la dégradation des
éléments ingérés *!. La phagocytose s’accompagne, le plus souvent, d’une
hyperactivité oxydative. Les especes réactives de I'oxygene sont produites au niveau
des membranes suite a l'activation de la NADPH oxydase, qui transfére des
électrons du NADPH a 'oxygene moléculaire pour produire I'anion superoxyde (O2").
Cet agent oxydant constitue un substrat de choix pour la génération de péroxydes
d’hydrogéne (H,O,). Dans une réaction catalysée par la myélopéroxydase, I'H,O,
sert de substrat a la production de puissants agents oxydants comme le HOCI. Ces

espéeces se retrouvent en forte concentration dans le phagosome et exercent des
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effets cytotoxiques sur les éléments phagocytés. De plus, certains types de
macrophages ont la capacité aprées induction d'une NO synthase (NOS) de produire
des dérivés nitrés comme le monoxyde d’azote (NO’), par oxydation des noyaux
azotés de la L-arginine. Le NO' Est lui aussi un précurseur d’espéeces trés réactives
comme les péroxynitrites (ONOO’). Nous reviendrons plus en détail sur les
différentes sources cellulaires de ROS indépendantes du processus de phagocytose
11,13.

Enfin, I'apprétement de peptides pour la présentation antigénique a la surface des
macrophages a lieu au cours de 'étape de dégradation de la particule ingérée. Les
peptides dégradés sont alors chargées sur les molécules de CMH de classe Il et ré
adressées a la membrane permettant leur reconnaissance par les Lymphocytes T
CD4 et le déclenchement d’une réponse immunitaire adaptative spécifique.

Chimiokines, cytokines, alarmines

La production de chimiokines et de cytokines est intimement liée a la différenciation,
au type d’activation des monocytes et des macrophages ainsi qu’a la polarisation de
la réponse immune dans son ensemble.

Ces médiateurs contribuent au dialogue entre les lymphocytes T et les
monocytes/macrophages qui permet a la réponse inflammatoire d’évoluer dans le

temps, de modifier le panel de cellules recrutées ainsi que leur répertoire fonctionnel.

. Les chimiokines

Le chimiotactisme est un processus essentiel quant au recrutement des effecteurs
cellulaires sur le site inflammatoire. En effet, ceux-ci participent activement au
maintien de la réaction inflammatoire ou a sa résolution. Outre certains lipides
bioactifs (LTB4, LTA4), chimiotactiques pour les neutrophiles, les chimiokines (petits
peptides de 8-14 kDa) sont les principales molécules permettant de recruter les
cellules intervenant dans linflammation et la défense immune de I'héte. Elles se
définissent par leur faible poids moléculaire et leur pouvoir chimioattractant
spécifique de certains types cellulaires. Ces cytokines chimioattractantes sont

reconnues par des récepteurs couplés a des protéines G. Leur nomenclature est
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basée sur des caractéristiques spécifiques de leur structure. En effet, ces molécules
possédent quatre résidus cystéines conservés qui, en fonction de leur position, ont
permis de définir quatre sous familles : CXC, CC, C et CX3C. Plus de 40 chimiokines
ont été identifiées & ce jour®®. Les chimiokines permettent un recrutement sélectif des
lymphocytes T et de cellules effectrices impliquées spécifiquement dans les
réponses immunes de type 1 et de type 2, ces cellules présentant des répertoires de
récepteurs aux chimiokines distincts. Les chimiokines impliquées dans le
recrutement de lymphocytes T sont essentiellement sécrétées par les monocytes et
macrophages et les cellules stromales®. Quoi qu'il en soit, la régulation de la
production de chimiokines et de leurs récepteurs s’avere étre un élément clef dans le
recrutement spécifique de populations cellulaires utiles a la modulation de la réponse
inflammatoire. Les autres molécules de la grande famille des cytokines citées
précédemment jouent également un réle prépondérant dans la production des
chimiokines et dans la régulation de I'expression de leurs récepteurs a la surface des

cellules immunitaires.

. Les cytokines

Le comportement des monocytes/macrophages est étroitement lié a leur
environnement cytokinique. En effet, ces molécules constituent des signaux majeurs
de différenciation des monocytes et macrophages en induisant la transcription et
I'expression de nombreux genes. Le nombre tres important de cytokines et de leurs
fonctions associées ne permet pas de dresser une liste compléte de ces médiateurs.
En effet, on compte, pour la seule famille des interleukines, pas moins de 35
cytokines différentes. Les monocytes/macrophages produisent des cytokines
inflammatoires telles que le TNF-q, les cytokines de la famille de I'IlL-1 (IL-1qa, IL-1
et IL-18), IL-6 et IL-12 suite a la reconnaissance d'un élément potentiellement
dangereux pour I'organisme par les PRRs *. Le TNF-a principalement produit par les
monocytes/macrophages, initie la production d’'une cascade de cytokines qui vont
favoriser la mise en place de la réponse inflammatoire **. Ces cellules produisent
aussi de I'lL-12 et de I'lL-18 en grandes quantités. Ces deux cytokines agissent de
facon synergique pour renforcer la polarisation lymphocytaire Thl. Trés récemment,

la sécrétion des cytokines inflammatoires de la famille de I'lL-1 (IL-1q, IL-1( et IL-18)
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a eté associée a l'activation d’'un complexe protéique majeur dans le développement
de la réponse inflammatoire : I'inflammasome *>%. Ainsi, I'activation de ce complexe
permet une réponse trés rapide en cytokines inflammatoires ne nécessitant pas de
régulation transcriptionnelle directe. La sécrétion des cytokines de la famille de I'lL-1
est indispensable a la mise en place de la réaction inflammatoire via I'activation et le
recrutement de nombreux effecteurs cellulaires et la production de nombreux

médiateurs solubles %%,

L'importance de ces cytokines dans le processus
inflammatoire est telle qu’'une mauvaise régulation de la sécrétion de ces médiateurs
est a lorigine de nombreuses maladies inflammatoires, d'origine génétique
(Syndrome de Muckle Wells, MW...), auto-immune (goutte et pseudo-goutte...) ou
environnementales (allergies, asbestose, silicose) *"*°. Nous reviendrons plus en
détail sur les modes d’activation de la sécrétion de ces cytokines par le complexe
inflammasome dans linitiation et le développement de la réaction inflammatoire.
Outre la production de cytokines a visée inflammatoire, les macrophages produisent
également de I'IL-10, cytokine inhibant la production d’interféron gamma et d’IL-2,
deux cytokines pro-inflammatoires produites par les Lymphocytes Thl **. Elle agit
également négativement sur la production de TNF-a par les macrophages. Le TGF-
B, produit par les monocytes et les macrophages, permet également de limiter la

réponse inflammatoire.

32



Systematic

Cytokine Other names name Immumological function
199 [] IL-1 and leucocyte activating factor IL-1F1 IL-1R1 agonist with proinflammatory action but mainly acts as an intracellular
(LAF) (both collectively with IL-1B) transcriptional regulator
IL-1p IL-1 and leucocyte activating facvor IL-1F2 Acts synergistically with TNF-o. activates proinflammatory responses in a
(LAF) (both collectively with IL-1ot) wide range of cells, increases expression of adhesion molecules in endothelial
«<ells and promotes diapedesis and the acute phase response
IL-1Ra IL-1F3 IL-1RI antagonist, prevents IL-1-dependent signalling
1L-18 IFN -y inducing factor (IGIF), IL-1y IL-1F4 Induces IFN-y production from T lymphocytes and NK cells and acts
symergistically with IL- 12 o promote the Thl response
IL-1F5 IL-1Hyl, FIL18, IL-1L1, IL-13, IL-1F5 Possible IL- 1Rrp2 receptor antagonist
IL-1H3, IL-1RP3
IL-1F6 FIL1e IL-1E6 Agonist via the IL-1Rrp2 receptor. Increases IL-6, IL-8 production in epithelial
cells
IL-0F7 FIL1L, IL-1H4, IL-1RPI, IL-1H1 IL-1E7 Interacts with IL-18 binding protein to reduce I1- 18 activity
IL-1F8 FIL-1n, IL-1H2 IL-1F8 Agonist via the IL-1Rrp2 receptor. Increases [L-6, IL-8 production in epithelial
«cellls. Also up-regulates IL-6 and IL-8 production in chondrocytes and
symovial fibroblasts
IL-1F9 IL-1H1, IL-1RP2, IL-1¢ IL-1F9 Agonist via the IL-1Rrp2 receptor. Increases IL-6, 1L-8 production in epithelial
«cellls
IL-1F10 IL-1Hy2, FKSG75 IL-1F10 Binds soluble IL-1RI, function unknown
IL-33 NE-HEV IL-1F11 ST2 receptor agonist. Induces Th2 cytokine expression. Intracellular

transcriptional regulator in endothelial cells

Tableau 1: Tableau récapitulatif des différents membres de la famille de I'lL -1 et leurs fonctions

immunitaires connues >3,

. Alarmines

Nouvelle catégorie de molécules de la communication inter et intracellulaire
recemment découverte. Selon les définitions actuelles, les alarmines ou
DAMPs constitueraient I'équivalent cellulaire des PAMPs. Leur classification n’est
pas encore bien définit **. Certains proposent de considérer les alarmines comme
étant des signaux d'origine aseptigues et les PAMPs des signaux d’origine
septiques. Il s’agirait le plus souvent de molécules qui peuvent étre sécrétées
(notamment par les cellules de l'immunité) en réponse a des cytokines pro-
inflammatoires, ou libérées passivement par les cellules stressées ou altérées de
maniere non physiologique. Les alarmines permettent le recrutement de cellules
immunitaires exprimant les PRRs, notamment des cellules dendritiques, et favorisent
ainsi indirectement la réponse immunitaire adaptative. Enfin, elles participent au
retour & ’homéostasie en promouvant la reconstruction du tissu 1ésé *?.A ce titre, les
macrophages n’échappent pas a ces processus et se retrouvent étre de fort
producteurs d’alarmines. Certaines cytokines comme l'interleukine IL-18 et dans une

certaine mesure I'lL-33, des protéines de choc thermique (HSP70/90), les défensines
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ou bien encore l'acide urique sont des molécules se comportant comme des
alarmines. La protéine HMGB1 (High Mobility Group Box-1), une protéine dont le
statut n’a cessé de changer depuis sa découverte, dans les années 70 est a ce jour

I'alarmine la plus étudiée pour son réle dans la signalisation immunitaire 2”42,

PRRs et propriétés fonctionnelles des macropha  ges

La réponse immunitaire innée repose sur la reconnaissance de molécules de danger
associées aux microorganismes ou aux particules et autres éléments toxiques, les
PAMPs ou de molécules du soi libérées par les cellules des tissus altérés, les
DAMPs. Parmi les motifs les plus conservés et reconnus par les macrophages, on
distinguera les composants de la paroi des champignons (B-glucanes, mannanes) ou
encore le LPS (LipoPolySaccharide), composant des membranes bactériennes Gram
négatives 1*°. Cela ne s'arréte pas a la reconnaissance des motifs pathogénique. En
effet ces récepteurs reconnaissent aussi des molécules du soi dites molécules de
danger. Pour ne citer qu'elle, HMGB1 est une alarmine sécrété lors d’altération non
physiologique des cellules ****. La reconnaissance de ces motifs par les phagocytes
est médiée par les PRRs. Les PRRs regroupent plusieurs familles de récepteurs
notamment les TLRs (Toll-like Receptors), CLRs (C-type Lectin Receptors), les
récepteurs scavengers mais aussi les RLRs (Rig-Like Receptors) et les NLRs (Nod-
Like Receptors) “**°. De maniére générale, les différents sous type de monocytes et
de macrophages peuvent étre caractérisés par le répertoire d’expression des PRRs
reconnaissant les différents motifs **. Les PRRs peuvent &tre membranaires de
surface ou de compartiments intracellulaires ainsi que cytoplasmiques. De leur
localisation dépendra en partie leur fonction et leur spécificité de reconnaissance.
Les récepteurs membranaires de surface interviennent dans la phagocytose des
éléments particulaires ou non et/ou le déclenchement des voies de signalisation qui

4 Les

vont orienter la réponse fonctionnelle des monocytes macrophages
récepteurs intracellulaires interviennent dans la reconnaissance des éléments
intracellulaires ayants pénétrés de facon indépendante de la phagocytose ou libérés

dans la cellule.
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. Les récepteurs Toll-Like ou TLRs

Les TLRs reconnaissent des PAMPs et des DAMPs et regroupent plus de 12
protéines différentes. Ainsi les TLR4 reconnait le LPS, mais aussi I'alarmine HMGB1
27 Le TLR2 lui reconnait les lipopetides, les lipoarabinomannanes, les lipomannanes,
les acides téichoiques, les glycoprotéines mais aussi la molécule dalarme

endogeéne, I'acide urique “®*

... Le TLR3 reconnait les ARNs doubles brins. Apres
engagement, les TLRs initient la voie de signalisation grace a leur domaine TIR
(Toll/IL-1 receptor) intracytoplasmique. A l'exception du TLR3, tous les TLRs
recrutent via les domaines TIR des molécules adaptatrices nécessaires a la
signalisation Myd88 (Myeloid differenciation factor 88), IRAK (IL-1 Receptor-
Associated Kinase) aboutissant a I'activation du facteur de transcription NF-kB et des
MAP (Mitogen-Activated Protein) kinases *®. La réponse inflammatoire déclenchée

par les TLRs dépend des TLRs engagés et des molécules adaptatrices recrutées.

IL-1R TLR

Comaine extracellulaire

Domaine Ig ¢ riche en leucines: LRR

Oy membrane

B + Box1-—»
B < Box2—» +  Domaine TIR

E N +— Box3 —» J

Figure 4 : Représentation schématique de la structure d'un T LR et du récepteur a I'lL -1. Modifié

de 48

. Les récepteurs Lectine de type -C ou CLRs

Les CLRs représentent une superfamille de récepteurs possédant un plusieurs
domaines lectine de type-C (CTLDs) subdivisés en plusieurs sous groupes. Bien
initialement décrits pour leur activité dépendante du calcium, de hombreux CLRs ne
nécessitent pas de calcium pour fonctionner. Certains de ces récepteurs (Mannose,

s 49

Dectine-1) participent activement a la défense antifongique Les réponses
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cellulaires induites par les liaisons de ligands semblent dépendre de l'activation du
facteur de transcription NF-kB qui conditionne la production de médiateurs pro-
inflammatoires tels que le TNF-a, IL-8 ou IL-1B. Par exemple, le récepteur Dectine-1
reconnait les motifs carbohydrates via son unique domaine de reconnaissance.
Outre son activité inductrice de la voie NF-kB, le récepteur Dectine 1 a plus
particulierement été mis en évidence pour coopérer indirectement avec I'activation
d’'un autre PRR de la famille des NLRs cytoplasmique, l'inflammasome NIrp3.
L’engagement de Dectinel avec un ligand fongique tel que le B 1-3 Glucan (paroi de
Candida albicans) conduit a la fois a l'activation cytoplasmique de NF-kB via Syk
(Spleen tyrosine kinase) et CARD9 (Caspase Recruitment Domain 9) grace a son
domaine ITAM, mais également a l'activation de la caspase-1 et a la sécrétion
spécifique des cytokines inflammatoires de la famille de I'lL-1 (IL-1B, IL-18, IL-1a). Le
réle du récepteur Dectine-1 dans l'activation de I'inflammasome sera plus approfondi
dans les paragraphes ultérieurs. La production de cytokines telle que le TNF-a en
réponse au zymosan, autre composant de la paroi des levures, semble dépendre

d’une collaboration étroite entre Dectine-1 et certains TLRs comme le TLR2 #°.

. Les récepteurs éboueur ou scavengers

Ce terme englobe un ensemble de récepteurs de surface qui reconnaissent des
composeés anioniques, des LDL modifiés par oxydation ou certains pathogenes. lls
sont principalement exprimés par les macrophages et certaines cellules
endothéliales. lls jouent un rbéle prépondérant dans le processus de phagocytose et
d’élimination des cellules apoptotiques. On distingue trois classes de récepteurs : A,
B et C en fonction de leurs caractéristiques structurales. Pour ne citer que lui, le
récepteur CD36 de classe B contribue a 'homéostasie des lipoprotéines et dans la
clairance des cellules apoptotiques. Il reconnait également les érythrocytes parasités

par plasmodium falciparum et participe ainsi a leur clairance.

. Les Rig-like rceptors ou RLRs

Cette famille de récepteurs qui comprend RIG-1, MDA5 et LGP2 a pour fonction la

reconnaissance des acides nucléiques viraux et bactériens cytoplasmiques. RIG-1 et
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MDA5 ont la capacité d’'induire une réponse cellulaire via leurs domaines CARD
conduisant a l'activation de NF-kB et a la production de cytokines inflammatoires
comme le TNF-a et d’'interféron de type I. Les autres RLRs ne possédent pas CARD

mais sont associés a ces récepteurs afin de favoriser leur réponse.

. Les Nod-Like Receptors ou NLRs

Au cours de mon doctorat jai plus particulierement travaillé sur 'un des récepteurs
de type NOD: NIrp3, ce qui expliquera le développement plus approfondi des
récepteurs NOD. Nous reviendrons plus en détail plus tard sur les fonctions d’'un
sous groupe des NLRs, les NLRs formateurs de complexes inflammasomes et leur
réle dans I'induction de la réaction inflammatoire. 22 NLRs ont a ce jour été identifies
chez 'Homme et 34 chez la souris *>%. Les macrophages et plus généralement les
cellules de la lignée myéloide expriment a haut niveau transcriptionnel et protéique la
plus grande partie de ces NLRs 3% Ces récepteurs présentent une organisation
structurale en trois parties constituées d’un domaine C-terminal riche en répétition de
Leucines (LRRs), un domaine central d’oligomerisation NACHT liant les nucléotides
et un domaine N-terminal variable effecteur qui induit les différentes voies de
signalisations. Le domaine LRR, présents sur de nombreux récepteurs immunitaires
(TLRs, NODs) laisse penser qu’il est impliqué dans la reconnaissance des signaux
activateurs des NLRs. Son réle d’autorégulateur de la protéine a I'état inactif est
mieux connu. En effet il est bien établit que non stimulé le domaine LRR cache

physiquement le domaine NACHT et qu’a I'état activé le NACHT est libéré 33620

Les membres de la famille des NLRs sont des PRRs cytosoliques bien caractérisés
pour activer NF-kB (NOD1 et 2) mais aussi pour induire la sécrétion spécifique des
cytokines pro-inflammatoires de la famille de I'lL-1 comme I'lL-1(, I'lL-18 ou I'lL-1a
(Inflammasomes). NOD2 et NIrp3 sont les NLRs les plus connus du car leur mutation
est associée a I'apparition de graves maladies inflammatoires.

Ainsi, la grande différence entre les différents NLRs provient de leur région N-
Terminale, aussi nommé région effectrice, indispensable a la transduction du signal.
La majorité des NLRs abritent un domaine « death-fold » (DD) qui peut étre, un
domaine de reconnaissance de caspases (CARD) ou un site de reconnaissance des
motifs PYRIN (PYD) 3°:36:°0,
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L'étude du domaine N-Term permet de distinguer quatre sous-groupes au sein des
NLRs :

- Les NLRAs

- Les NLRBs

Les NIrps (Nod-Like Receptors containing a PYD, anciennement Nalps)
- Les Nlrcs et Naips (Nod-Like Receptors containing a CARD)

Les Nlrcs et les NiIrps constituent les deux principales familles de NLRs.

Les récepteurs Nlrcs :

2 protéines NIrcs (Nod like receptors containing a CARD) sont les plus connues a ce
jour. NOD1 (NIrcl) et NOD2 (Nlirc2). lls répondent aux produits de dégradation dans
le cytoplasme du peptidoglycane (PGN) bactérien mais aussi au muramyl
dipeptide(MDP) pour NOD2 et a l'acide y-D-isoglutamyl diaminopimelique pour
NOD1. NOD2 possede deux domaines CARD en Nterm alors que NOD1 un seul.
L'activation de ces récepteurs induit I'activation de NF-kB et des MAPK. Les
mutations de NOD2 sont associées a la maladie de Crohn et au syndrome de Blau
%3630 On distingue également Nirc4 dont le domaine CARD permet, une fois
oligomérisé, l'activation de la caspase-1 et la maturation des cytokines IL-13 et IL-18.
NIrc4 est connu pour jouer un rble dans le contrGle des infections d’origine Gram-
(Salmonella, Shigella, Pseudomonas ou encore Legionella).

Les autres Nircs ne sont pas bien définis. NOD5, mitochondriale aurait une fonction

antivirale.
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Figure 5 : Les pathologies associées aux NLRs et leurs local isations dans 'organisme  °".

Les Nlrps:

Aujourd’hui, 14 NIrps sont référencés chez 'Homme. Les roles de la majorité des
NIrps ne sont pas bien documentés. Les expressions des Nlrps 4, 5, 7, 8, 10 et 11
sont quasi restreintes aux cellules de la lignée germinale ainsi qu’aux embryons
avant implantation *°. NIrp1 et NIrp3 sont des sous-ensembles de la famille Nirp. La
découverte de Nalp3 (futur NIrp3) en tant que protéine associée aux désordres
inflammatoires provient de I'équipe de Hal Hoffman et de Richard Kolodner. lls ont
identifié le géne CIAS1 qui code pour la protéine Cryopyrin et montrent qu’en N-term
elle possede un domaine PYRIN (PYD), un domaine central NACHT et un domaine
en C-term contenant des répétitions de leucine (LRR). Les auteurs font remarquer
gue Cryopyrin possede de nombreuses analogies de domaines avec deux protéines
récemment identifiées, Nalp1 (futur Nirp1) et Nalp2 (futur Nirp2) >3,

La démonstration fonctionnelle et directe de l'implication des Nalps (NIrps) dans les
processus inflammatoires aura lieu en 2002 par Martinon et al >*. Les auteurs
rapportent que la formation de I'lL-1B mature nécessite [I'activité catalytique de la
caspase-1, mais sans en identifier le mécanisme. Par la méme occasion, ils
soulignent le fait que I'lL-1p est la premiere cause d’inflammation aigue et chronique
et qu'a ce titre son activité est finement régulé a plusieurs niveaux. lls identifient le

complexe Nalpl/ASC (Associated Speck-like protein containing a CARD) capable
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d’activer les caspases-1-5 et d’induire la maturation et la sécrétion de I'IL-1B. lls
nommeront ce complexe inflammasome. En référence au mot “inflammation” et au
suffixe Grec « soma » qui signifie « corps », ces complexes activant les caspases
pro-inflammatoires ont donc été appelé « inflammasomes » **. Suivra la découverte
du complexe ’inflammasome NIrp3 l'année suivante. L'inflammasome est un
complexe qui, en s’activant, induit la maturation et la sécrétion de la pro-interleukine-
1B en IL-1B mature pro-inflammatoire par clivage enzymatique. Des études suivantes
apportent des éléments quant aux mécanismes et aux signaux capables d’activer cet
inflammasome. Les auteurs supposent que le domaine LRR de Nalpl, commun aux
TLRs et aux NLRs, est susceptible de reconnaitre des signaux de dangers et pourrait
étre a l'origine de la formation de l'inflammasome. En effet, I'activation de Nalpl a
eégalement été corrélée a une rupture de lintégrité cellulaire, probablement liée a une

libération de signaux de dangers endogéne suffisante pour activer I'inflammasome.

Une parenthése pour souligner gu’a I'état basal, les NLRs ont souvent été associés
avec des protéines les inactivant. Par exemple, HSP90 et SGT1 interagissent avec
NIrp3, Nlrc4, NOD1, NOD2 et Nirp12 *>°°, || est ainsi intéressant de noter que ces
protéines, une fois libérées permettent I'activation de ces complexes mais peuvent
agir elles mémes comme signal de danger. C’est le cas de HSP90 par exemple, qui,
intracellulaire est une protéine chaperonne anti-apoptotique mais une fois libérée de
la cellule, elle présente une action activatrice de NF-kB entre autre. L’idée d’'une co-
régulation entre NLRs et ces molécules n’est donc pas a exclure.

Pour résumer, alors que les Nlrcs NOD1 et NOD2 ont des voies de signalisations qui
convergent vers la transcription de cytokines, chimiokines ou de protéines impliquées
dans la présentation antigénique, un sous-groupe de la famille des NLRs, les
inflammasomes, induit I'activation de cytokines pro-inflammatoires de la famille de
I'lL-1, telles que I'lL-1B ou I'lL-18, via un processus de clivage protéolytique contrélé
par la Caspase-1. Au sein de cette catégorie on retrouvera la protéine a domaine
CARD en N-term de la famille Nlrc, Nirc4, et les protéines contenant un domaine
PYRIN en N-term de la famille Nlrp, NIrp1, Nirp3 et Nlirp6.

Par la suite, nous nous concentrerons sur les Nlrps et Nircs a activité activatrice de

caspase-1.
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Figure 6:Schéma non exhaustif des différents NLRs et de leurs structures % lci NALP=NIrp et
IPAF=NIrc4.
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Les Inflammasomes

1. Les inflammasomes

A ce jour, seules 5 protéines ont été caractérisées pour former des complexes
inflammasomes. Il est utile de rappeler ici qu'un inflammasome est un complexe
protéique cytoplasmique capable d’activer des caspases inflammatoires et d’induire
la sécrétion d’IL-18 et d’'IL-18. Les Nlrps 1, 3, 6, AIM2 et Nirc4 se retrouvent actives
par des signaux de dangers multiples d'origine & la fois PAMPs et DAMPs °’. Par
exemple l'inflammasome NIrp3 est activé indirectement par les molécules d’ATP
libérées par les cellules mortes, les cristaux d'urate, les cellules nécrotiques, les
particules et nanoparticules (amiante, silice, aluminium) mais aussi certains
composants des pathogénes (pneumolysine de pneumocoques, hémozoine de
plasmodium falciparum...) *®®. Nirp1 a été caractérisé pour réagir aux signaux de la

bactérie bacillus anthracis 32,

Un paradigme central a la fois a I'activation des caspases et a NF-kB par les NLRs,
est la nécessité de s’assembler en complexes oligomerisés grace a leurs domaines
NACHT. Ces plateformes moléculaires activent leurs effecteurs via un phénoméne
d’auto-activation. La figure 7 illustre le mécanisme général de formation d'un
inflammasome a travers I'exemple de NIrp3. Malgré leur récente découverte,
'importance des inflammasomes dans la mise en place de la réponse inflammatoire,
dans I'élimination des pathogénes mais aussi dans I'apparition de graves maladies

53,57

inflammatoires auto-immunes ne fais plus aucun doute Par exemple, des

mutations dans NIrp3 conduisent au syndrome familial de froid ainsi qu’au syndrome

de Muckle-Wells, pathologies présentant des épisodes d’inflammation exacerbée "3,
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Figure 7 : Mécanisme de formation de l'inflammasome NIrp3. A daptable aux autres

inflammasomes.

a. Inflammasome AIM2

Le cas particulier des inflammasomes. En effet, malgré la présence d’'un domaine
PYRIN, cette derniére n'appartient pas a la famille NLR mais a la famille HIN-200.

L'inflammasome AIM2 (Absent In Melanoma 2) est composé d’AIM2, ASC et
Caspase-1 (Figure 8). Il signalise suite a la présence de I’ADN double brin (viral,
bactérien ou humain) dans le cytoplasme en promouvant a la fois I'activation de NF-

kB et la sécrétion d’IL-1B et d’IL-18 53645,

b. Inflammasome N Irc4

La protéine NIrc4 est principalement exprimée dans les cellules de la lignée
hématopoiétique. Elle possede un domaine CARD qui lui permet un recrutement
direct de la pro-caspase-1, son activation et la sécrétion d’IL-1(3 et d’'IL-18 (Figure 8).
Son activation est également associée a une mort cellulaire par pyroptose (mélange
de nécrose et d’apoptose). L'inflammasome Nlirc4 est surtout caractérisé pour jouer
un role dans le contréle des infections d'origine Gram- (Salmonella, Shigella,
Pseudomonas ou encore Legionella). Ces bactéries ont la particularité de posséder

un flagelle et Nirc4 reconnait une protéine de ce flagelle dans le cytoplasme, la
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flagelline. Néanmoins, aucune évidence d’interactions directes entre Nlirc4 et la
flagelline n’a pus étre démontrée.
Tres récemment, un role dans le contrdle de l'infection au champignon opportuniste

Candida albicans a également été mis en évidence °°%,

C. Inflammasome NIrp6

Son expression est particulierement élevée dans le Foie, l'intestin, le colon et le le
rein. Une étude montre le rble prépondérant de NLRP6 dans I'homéostasie
intestinale. En effet, l'utilisation d’'un modele de colite induit par le sel de dextran
sulfate montre que les souris deletées pour NIrp6 présentent une plus grosse
inflammation et des processus tumoraux associés exacerbés. Les auteurs notent
également que les souris KO pour NLRP6 secretent néanmoins beaucoup moins
d’IL-18, cytokine hautement inflammatoire. Un autre article relate le rble essentiel de
I'lL-18 dans la modification de la flore intestinale mais également dans la réparation
et le renouvellement cellulaire de la barriére intestinale. Ceci suggere ici, que I'lL-18,
selon le contexte et son lieu de production, présente également un rble de protection

cellulaire et tissulaire indépendant de sa propriété inflammatoire °°°.

d. Inflammasome Nirpl

Comme écrit precédemment Nirpl a initialement été caractérise comme un membre
actif du complexe pro-apoptotique apoptosome du fait de ses interactions avec les
caspases-2 et -9. Il est présent dans la majorité des cellules d’origine myéloide,
lymphoides ainsi que les cellules non hématopoiétiques. La protéine NIrpl se
compose a la fois d’'un domaine CARD et d’'un domaine PYRIN (PYD), nécessaire au
recrutement d’ASC. La présence du domaine CARD Ilui permet de s’affranchir de
I'interaction avec ASC pour activer directement les caspase-let -5 permettant les
libérations des cytokines IL-1p et IL-18. ASC n’a ici qu'un rdle amplificateur de
I'activation de NlIrpl (Figure 8). A I'état inactif NIrpl est associé aux protéines anti-
apototiques Bcl-XL et Bcl-2 libérées a lorsque Nirpl est activé .

Le ligand le plus connu activant I'inflammasome NIirpl est la toxine Iétale de Bacillus

anthracis. Une interaction NOD2/NIrpl est avancée mais des études

44



supplémentaires restent a effectuer afin de confirmer cette interaction ainsi que sa

fonction immunitaire °"2.

2. L’inflammasome NIrp3

a. La découverte de I'inflammasome Nalp3 (puis NIrp ~ 3)

Historiguement, c’est Nalpl (NIrpl) qui fut découvert en premier. Néanmoins, il
s’avere qu’aujourd’hui c’est I'inflammasome Nalp3 (NIrp3) qui est le centre de la
majorité des études. A cela deux raisons principales. La premiere est que les
mutations dans le géne de CIAS (codant pour la protéine Nirp3) sont associées a de
nombreux désordres inflammatoires au préalablement étudiés. Son étude a redonné
un second souffle aux recherches engagées sur ce terrain la. La deuxiéme raison est
que l'inflammasome NIrp3 est aujourd’hui le mieux caractérisé en terme de quantités
de signaux activateurs mais aussi en terme d’implications -physio- patho- logiques.
Agostini et al., rapportent en 2004 I'implication de la forme mutée de NIrp3 dans le
syndrome de Muckle Wells (MW) ’. En isolant des monocytes sanguins de patients
sains ou atteints du syndrome MW, ils montrent que les monocytes de patients
mutés produisent spontanément de I'lL-1f a la différence des monocytes de patients
sains pour lesquels une stimulation au LPS est nécessaire. Les auteurs concluent
leur travail par l'utilisation clinique d’'un récepteur antagoniste a I'lL-1f3, IL-1RA, qui

montre son efficacité dans le traitement de patients atteints du MW ’.
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Figure 8 : Schéma structural des différents inflammasomes et leurs domaines associés (tiré de
57
)
b. Propriétés et activité de | ’inflammasome Nlirp3

Il est nécessaire de rappeler qu’'a I'état cellulaire latent, le complexe est inactif et
nécessite le recrutement d’ASC et de la caspase-1 pour la maturation de I'lL-1p et
I'lL-18. La formation d’IL-1a active est plus controversée. Sa maturation ne dépend
pas de l'activité protéolytique I'inflammasome a proprement parler mais sa sécrétion
dépend de sa liaison a la caspase-1. NIrp3 est majoritairement exprimé dans les
monocytes et les cellules dendritiques conventionnelles. Les neutrophiles mais aussi
les macrophages de différents tissus expriment également NIrp3. Par contre son
expression est trés faible voire nulle dans les lymphocytes, NKs et les éosinophiles
50'

L’expression de NIrp3 n’est pas restreinte aux cellules hématopoiétiques puisque les
keratinocytes humains, les hépatocytes ou les cellules épithéliales intestinales ont

également un inflammasome Nirp3 activable *°. Le nombre élevé de stimuli d’origine

46



endogene ou exogéne auquel linflammasome NIrp3 est extrémement élevé et
variable en termes de structure et de nature physico-chimique provoquant une
grande incompréhension du mécanisme d’activation de cet inflammasome.
L’hypothése la plus probable est que ce complexe réagirait plutét indirectement a
des composés via la reconnaissance de signaux de stress cellulaires comme les
especes radicalaires de I'oxygene, la dérégulation des flux ioniques ou I'altération de
I'intégrité de la membrane plasmique.

L'ensemble des mécanismes qui vont étre présentés ont été mis en évidence
maniere indirecte pour étre lieé a lactivation de l'inflammasome NIrp3. Mais la
maniere dont ce dernier S’active intrinsequement est encore au stade des

spéculations.

C. Mécanismes d’activation de I'inflammasome NIirp3

Hypothese « Pores »

C’est I'nypothese que I'équipe de G Nunez a émise en 2007. lls postulent que
'ouverture de pores membranaires par l'interaction ATP (libéré par la cellule ou
ajouté artificiellement)/récepteur P2XR (membranaire) permet aux PAMPs d’accéder
au cytoplasme par le canal Pannexine-1, et de se lier physiquement & Nirp3 >"3,
Quelqgues critiques ont été émises quant a cette hypothese :

- Le canal formé par I'ATP ne laisse passer que les molécules de poids inferieur
ou égal a 900 Da, soit bien moins que la majorité des PAMPs

- L’activation de NIrp3 a également lieu en absence de PAMPs

- L’ATP est un activateur de NIrp3 indépendant des PAMPs

- Aucune liaison entre PAMPs et I'inflammasome NIrp3 n’est caractérisée
L’hypothése pore au sens strict de sa définition par I'équipe de Nunez n’est pas
applicable aux résultats obtenus par différentes équipes. Néanmoins, il est possible
de la moduler. Il est & noter que I'ATP extracellulaire est un activateur endogene
connu de linflammasome NIirp3. L’'association alarmines, pathogénes et ATP est
alors toute trouvée. Les PAMPs ou les alarmines endogenes, en stressant les
cellules, jouent un réle de libérateur d’ATP. Celui-ci interagit alors de maniére

autocrine ou paracrine avec son récepteur membranaire P2XR (principalement
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P2X7) et provoque l'activation du canal pannexine-1 et de la caspase-1. Le lien entre
pannexine-1 et caspase-1 demeure encore flou. Cela a été démontré pour la
proteine Tpfl de Treponema pallidium mais aussi avec [lutilisation de vecteur
adenoviraux. En plus d’observer une augmentation d’ATP extracellulaire, les auteurs
mettent également en évidence qu’en présence d’ATP oxydé (empéchant la liaison
ATP/P2X7 et la signalisation associée), la sécrétion d’IL-1p par les monocytes et
macrophages est inhibée en réponse a ces activateurs “*’>. A cela encore, une
critigue majeure : Certains activateurs de linflammasome NIrp3 n’induisent pas la
libération d’ATP comme les particules d’amiante, les cristaux d’hydroxyapathite, le
pathogéne Chlamydia pneumoniae *“%®"" Cependant, ce schéma s'inscrit de plus

en plus comme I'un des modes d’activation de Nirp3.

Bactérie

Systéme de
sécrétion bactérie

? ;;;;ﬁe ou /PAMPs

Pannexine-1

-1g)

Figure 9: Hypothése « pores » pour 'activation de Nirp3 selon Nunez

Hypothése « Déstabilisation lysosomale »

L’exposition répétée de personnes aux poussieres environnementales telles que
'amiante ou la silice est maintenant bien connue pour étre une cause de graves
maladies inflammatoires pulmonaires, se traduisant dans les pires situations par

I'apparition de cancers, le mesotheliome . De méme que certaines pathologies
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inflammatoires chroniques auto-immunes comme la goutte, la maladie d’Alzheimer
ou l'athérosclérose se caractérisent par une accumulation d’entités macroscopiques.
En 2006, Tshopp et al., établissent un lien entre la libération d’acide urique des
cellules mourantes et la formation, déja connue, des cristaux d’urate aux niveau des
articulations de patients atteins de la goutte. lls mettent en évidence que l'agent
principal responsable de la pseudo-goutte, les cristaux d'urate (MSU), agit
essentiellement sur I'activation de I'inflammasome NIrp3 a l'origine de I'établissement
d’une réaction inflammatoire chez les patients malades °.

lls identifient également, 'amiante et la silice, deux particules inflammatoires mais
dont les mécanismes d’action in vitro n’étaient pas connus jusqu’alors, comme
activateurs de I'nflammasome NIrp3 dans les monocytes et les macrophages. lls
démontrent a cette occasion la nécessité d'un réseau cytosqueletique d'actine
fonctionnel pour que ces agents particulaires activent l'inflammasome. lls en
déduisent ainsi I'exigence du processus de phagocytose dans certains cas pour
activer NIrp3. Les activateurs non particulaires (ex : ATP, Maitotoxine, Nigericine...)
ne neécessitent pas la présence d'un réseau d'actine fonctionnel et la non-
accumulation d’IL-18 mature dans le cytoplasme dans ces cas permet d’écarter le
réle de ce cytosquelette dans sa sécrétion *>*°.

Néanmoins, la recherche de particules activatrices de NIrp3 via la phagocytose met
en évidence que certains agents phagocytés comme les billes inertes de polystyrene
n'activent pas l'inflammasome. Afin de saisir quel est le mécanisme qui, au dela du
simple processus de phagocytose st responsable de l'activation de NlIrp3, I'équipe
d’Eric Latz démontre en 2008 que certaines particules phagocytées induisent une
déstabilisation lysosomale libérant ainsi leur contenu dans le cytoplasme des
monocytes et macrophages. lls relient la libération d’enzymes protéolytiques mais
aussi le pH acide des lysosomes a l'activation de NIrp3. En effet, l'inhibition de
I'acidification vacuolaire mais aussi de l'activité cathepsine-B avec des inhibiteurs
spécifiques, empéchent [lactivation de [linflammasome en présence dagents
particulaires phagocytés alors gu’aucun changement n’est observé en présence
d’activateurs solubles de Nirp3 .

Prenons en exemple la silicose, maladie pulmonaire due a l'inhalation répétée de
silice et caractérisée par une inflammation chronique et une fibrose pulmonaire
progressive. La présence de particules de silice se caractérise non seulement par

une forte mortalité des cellules (phagocytaires mais aussi pulmonaires) mais
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également une accumulation dans les phagolysosomes des macrophages qui ne
peuvent I'éliminer. Cette accumulation conduit a une déstabilisation lysosomiale,
responsable en partie de l'activation de NIrp3 et de la libération d’'IL-1B par les
macrophages alvéolaires. La déplétion de NIrp3 mais aussi I'inhibition des processus
de maturation du phagosome permettent de réduire l'incidence de la réaction
inflammatoire et fibrotique provoquée par l'inhalation de silice %%,

Il est aujourd’hui montré que la seule rupture chimique des lysosomes est un
activateur de I'inflammasome NIrp3. Il est assez logique que la cellule phagocytaire
reconnaisse en tant que signal de danger le contenu des lysosomes sachant que
celui-ci est, en situation physiologique, protégé et séparé du reste du cytoplasme par
une membrane plasmique. Depuis, il a également été démontré que des particules
endogenes (cristaux de calcium, peptide B-amyloide, cristaux de cholestérol)
activaient également I'inflammasome NIrp3 via une déstabilisation lysosomale entre
autre 37,81—84.

De méme que pour I'hypothése « pores», ce mode dactivation de NIrp3 est
dépendant de certains agents et n’est pas commun a tous les activateurs de

linflammasome NIrp3.
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Figure 10 : Hypothese « déstabilisation lysosomale » pour I'a  ctivation de NIrp3 . A, le matériel
est phagocyté. B, fusion du phagosome avec les lyso somes, altération memranaire par le
matériel paritulaire. C, C’, libération du contenu phagolysosomal dans le cytoplasme et

activation par un mécanisme encore inconnu de I'inf lammasome Nlrp3 D.

Hypothése « ROS »

Cette hypothese sur l'intervention des substances réactives de I'oxygene (ROS)
trouve également ses détracteurs. Il a été démontré que de nombreux activateurs de
'inflammasome NIrp3 généerent des ROS et que leur inhibition réduit la sécrétion
d’'IL-18 par les monocytes, macrophages et cellules dendritiques. Nous avons
précédemment abordé le réle des ROS au cours de la phagocytose ainsi que leurs
fonctions immunitaires associées. Néanmoins, une autre source de ROS, beaucoup
plus importante que la NADPH oxydase, les xanthines oxydoréductases ou les
lipoxygénases et cycloxygénases, a émergé ; la mitochondrie. En effet grace a sa
chaine de transport des électrons, cet organite produit énormément de résidus du
métabolisme de 'oxygene.

Les ROS interviennent dans de nombreux processus physiologiques tels que
'angiogénése, la régulation de la croissance cellulaire, la différenciation et la

migration cellulaire. La production constitutive de ROS peut cependant causer de
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nombreux dommages cellulaires. Il est rapporté des 2007 que I'amiante mais
également 'ATP activent I'inflammasome NIrp3 via une production de ROS **“°. La
NADPH semble impliquée dans le cas de I'amiante et de la silice. Néanmoins, du fait
de l'impact non spécifique de nombreux inhibiteurs et du manque de reproductibilité
de certains modeles, I'hypothése généralisée des ROS comme activateurs communs
de NIrp3 est fortement remise en question. En effet, des études publient que
certaines particules (nano-SiO, et nano-TiO;) activent NIrp3 indépendamment des
ROS, contredisant I'étude de Tschopp et al., sur 'impact des ROS en réponse a ces
nanoparticules #®®, Une autre étude met en évidence que YOPJ, un facteur de
virulence de Yersinia Pestis est également capable d’'induire la sécrétion d’'IL-18 par
les macrophages via un processus ol les ROS ne sont pas requis ¢’. Les derniers
travaux de I'équipe de Tschopp semblent écarter, pour certains agents (ATP,
Nigericine) le réle de la NADPH oxydase dans la production de ROS activateurs de
Iinflammasome au profit des ROS mitochondriaux, beaucoup plus importants %889,

lls ont ainsi mis en évidence que dans le cadre de maladies métaboliques ou en
présence de certains activateurs de NIrp3 solubles (roténone, ATP...), les ROS
mitochondriaux jouent un role essentiel dans I'activation de I'inflammasome NIirp3.
Les mitochondries, afin d’éviter les dommages cellulaires induits par une trop forte
production de ROS utilisent la mitophagie, un processus dérivé de l'autophagie
cellulaire, afin de les éliminer. L’inhibition de la mitophagie avec de la 3-
Methyladenine (3-MA) conduit a une production et une accumulation de
mitochondries endommagées et une forte production de ROS qui ont été reliés a
I'activation de linflammasome NIrp3. L’inhibition de la mitophagie en présence de
MSU et de nigericine se matérialise également par une augmentation de l'activité de
linflammasome Nirp3 %% Les auteurs en déduisent que les ROS, selon leur origine
mais aussi leur quantité et leur continuité temporelle de production peuvent donc étre
un signal de danger endogéne reconnu par l'inflammasome NIrp3. Une seule
remarque cependant : les ROS ont une durée de vie trés courte et signalent a courte
distance. Dans ce schéma, soit il est nécessaire d’avoir I'inflammasome NIrp3 a
proximité des mitochondries afin de réagir a ces stimuli, soit la signalisation ROS
mitochondriaux-NIrp3 est indirecte. Ainsi, I'équipe de Tschopp apporte un élément de
réponse. NIrp3 et ASC actives par certains agents (ATP, Nigericine) iraient se
localiser pres de structures membranaires communes au RE et aux mitochondries,

les MAMs (Mitochondria-Associated ER Membranes) ®°. Malgré de nombreuses
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iv.

études contradictoires, les ROS semblent ainsi constituer un autre signal endogéne a
la cellule activateur de l'inflammasome NIrp3 en réponse a de nombreux stimuli.
Cependant, il faut considérer I’hypothese ROS non pas comme le signal essentiel a

la constitution d’'un inflammasome NIrp3, mais comme un des signaux l'activant

parmi les autres décrits ci-dessus %%,

Materiel particulaire
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Pann-1 (Nigericine Maitotoxine)

Figure 11 : Hypothese « ROS » pour 'activation de NIrp3 . A, les multiples activateurs de Nlrp3
activent la NADPH oxydase ou altérent  l'intégrité mitochondriale. B, B’, cela se traduit par la

production de ROS et C, 'activation de l'inflammas  ome NIrp3.

Hypothese « Potassium et Gonflement »

L’ATP et la Nigericine, avant d'étre caractérisés comme activateur de
I'inflammasome NIrp3 étaient connus pour induire un déséquilibre ionique dans les
cellules en stimulant notamment une sortie de potassium de la cellule. L’équipe de
Tschopp met en évidence que l'activation de la caspase-1 par ces molécules est liée
a cette sortie de potassium. En bloquant l'efflux de potassium avec des
concentrations élevées de potassium dans le milieu de culture (130 a 150 mM), les
auteurs inhibent totalement la sécrétion d’IL-18 consécutive a I'activation de
linflammasome Nlirp3 par 'ATP et la Nigericine **%. De plus, il est aujourd’hui
démontré que la caspase-1 s’auto-active lorsque la concentration intracellulaire en

bY

potassium est inferieure a 70mM alors que la concentration physiologique
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intracellulaire est de 130-150mM. Des études ultérieures démontrent également que
les particules (SiO,, amiante, MSU, nano-SiO2, nano-TiO,) induisent I'activation de
NIrp3 via un processus dépendant de I'efflux de potassium “°%%% Dans le méme
temps, la méme équipe démontre que l'efflux de potassium active également
linflammasome Nirpl en réponse a bacillus anthracis mais également de Nirc4 *°.
L’hypothese potassium, quoique trés attrayante doit également étre prise avec recul.
En effet, la plupart des études ont été faites avec des concentrations extracellulaires
élevées en K* et sans charges physiologiques en Na*. Or une étude met récemment
en évidence que la concentration en Na* extracellulaire pourrait étre impliquée dans
la modulation de l'activité de l'inflammasome Nlirp3 indépendamment du potassium
%L 1l est donc difficile de conclure définitivement quant au role de chacun de ces ions.
Cette question sera abordée par un travail ou les auteurs démontrent ainsi sur des
extraits cellulaires la nécessité d’ASC pour activer la caspase-1 en présence de
faibles concentrations de potassium mais pas de fortes concentrations (130mM) %.
Cela permet ainsi, en gardant une concentration constante de Na*, de démontrer
définitivement I'implication du potassium dans l'activation de l'inflammasome NIrp3
via ASC. Néanmoins une observation a été faite sur les cristaux MSU. Ceux-ci sont
riches en sodium. Une fois phagocytés et au contact d’enzymes lysosomales, les
ions Na* sont dilués. Associé a la permeabilisation des lysosomes, cela produit une
entrée d’eau afin de rétablir 'équilibre osmotique de la cellule qui présente alors un
aspect gonflé. Dans ce cas la, ce n'est donc pas un efflux de potassium qui serait
responsable de I'activation de NIrp3 mais une dilution de la concentration en K* dans

le cytoplasme 9%,
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Figure 12 : Hypothese « efflux de K+ et gonflement cellulaire » pour I'activation de Nlrp3 . A, les
activateurs de NIrp3 induisent par un mécanisme enc  ore inconnu un efflux de potassium
cellulaire. B, La faible concentration en potassium intracellulaire e st un signal activateur de
Nlrp3.

d. Quelgues mots sur la régulation de I'activité  de I'inflammasome

Jusqu’a présent nous n’avons bordé que le réle activateur de l'inflammasome dans la
réponse inflammatoire. Il est néanmoins nécessaire de discuter également de l'autre
versant, celui de sa régulation, indispensable a I'arrét du processus inflammatoire.
L'importance des cytokines IL-1B et IL-18 dans linflammation et I'élimination des
signaux de dangers (pathogenes, particules...) mais aussi dans la coopération entre
immunité innée et adaptative est telle qu'un échec dans la courbure de l'activation de
I'inflammasome peut causer des dommages inflammatoires extrémement déléteres a
I'organisme.

Le premier niveau de régulation s’établit de maniére transcriptionnelle ; ce que
beaucoup appellent le « priming ». Cette étape passe par la signalisation NF-kB
indispensable a la synthese de la pro-IL1p mais aussi de NIrp3 dans une moindre
mesure %, Cette étape est critique quant & la future formation de ce complexe. A
I'inverse, les monocytes humains par exemple, présentent déja un inflammasome
NIrp3 constitué et pré-activé. La seule stimulation de la voie NF-kB suffit a induire la
sécrétion d'IL-1B mature *°. Cela est principalement du & la sécrétion constitutive de

molécules d’ATP par les monocytes activant directement lI'inflammasome NIrp3, a la
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différence des macrophages et des cellules dendritiques. Le type d’acteur cellulaire
et sa localisation dans I'organisme constitue ainsi un second moyen de contréle de
l'inflammasome NIrp3. Les monocytes, sanguins, ont tout intérét a avoir un
inflammasome preé-actif. En effet, la présence d’'un PAMPSs, particules ou de DAMPs
dans le milieu « intérieur » de I'organisme signifie un franchissement des barrieres
physiques et immunitaires par celui-ci. La réponse des monocytes a donc besoin
d’étre d’'autant plus rapide que le circuit sanguin permet une diffusion du signal de

danger a tout 'organisme, extrémement délétére si non contrblée.

Les macrophages et cellules dendritiques, du fait de leur position tissulaire (intestin,
poumons, peau) entrent régulierement en contact avec le milieu « extérieur ». lls
sont donc en contact permanent avec les signaux de dangers exogénes. Leur
présence ne signifie pas forcement une menace directe et la nécessité d’'un second
signal trouve ici tout son sens. En effet, le priming pathogénique ou par certains
DAMPs fournit aux macrophages un signal inducteur de pro-IL13. La formation de
I'inflammasome NIrp3 et la maturation de I'lL-18 nécessite un second signal. Celui-ci
discrimine entre danger et neutralité associés a la premiere stimulation en détectant,
par exemple, les altérations que le microenvironnement du macrophage subira. La
détection des signaux de dangers tels que I'ATP libéré par les cellules voisines
mortes, ou altérations intracellulaires du macrophage méme fourniront le second
signal activateur de linflammasome et de la réponse immune. Ce schéma, qui
surement sera amené a évoluer est une évolution tres fine des dogmes de I'immunité

sur la discrimination soi/non soi.

Il existe de nombreux autres moyens de régulation de linflammasome a la fois
intrinséques ou extrinséques aux cellules. Il ne s’agit pas d’en faire ici un catalogue

mais de présenter ceux qui apparaissent les plus consensuels.

Régulation extrinséque

Une étude a récemment montré un rétrocontrdle négatif de 'immunité adaptative sur
limmunité innée dans la résolution de l'inflammation °°. La réponse inflammatoire
doit se terminer activement sinon elle peut se révéler trés dommageable. Les

lymphocytes TCD4 effecteurs et mémoires sont capables d’abolir I'activation de la
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caspase-1 et la libération d’IL-18 par les macrophages par un mécanisme
nécessitant le contact cellulaire %°.

Les interférons de type | (a et B) ont récemment été mis en évidence pour inhiber la
transcription des genes codant pour les pro-IL-18 et IL-18 via l'induction de la

production autocrine et paracrine des macrophages d’IL-10 %",

Régulation intrinseque

L’autophagie, un processus catabolique évolutionnaire conservé, facilité le recyclage
des protéines cellulaires endommagées et des organelles. Durant ce processus les
constituants cytosoliques sont adressés a des autophagosomes et adressés aux
lysosomes pour dégradation. Il est notamment démontré que la pro-IL1B est
adressée aux autophagosomes pour y étre dégradée, limitant ainsi la quantité de
substrat disponible a la caspase-1. L’autophagie joue également un rdle dans le
recyclage des ROS. Plusieurs études ont mis en évidence que des macrophages
deletés pour la protéine ATG16, essentielle dans le processus autophagique,
produisaient des quantités transcriptionnelles exagérées de pro-IL1 mais

présentaient également une activité de I'inflammasome Nlirp3 décuplée 1%,

Les « Pyrin-Only » ou les « Card-Only » Proteins (POPs et COPs respectivement):
Ce sont les régulateurs principaux de l'activité « inflammasome » chez I'Homme.
POPs et COPs agissent comme régulateurs de l'inflammasome via leurs domaines
PYRIN et CARD respectivement. POP1 a un haut degré d’homologie avec le
domaine PYD (PYRIN) d’ASC et agit en la séquestrant, un peu comme un
compétiteur, empéchant sa liaison au domaine PYD du NLR. POP2 présente moins
d’analogie avec ASC que POP1. Elle est plus spécifique du domaine PYD des
inflammasomes Nlrp2, 3 et 7. Elle inhibe la formation de ces complexes en se fixant
directement sur le(s) PYD de ces NLRs, ce qui permet de les isoler des autres
constituants (ASC et Caspase-1/5) 19194,

Les protéines COPs sont plus spécifiques des domaines CARDs. Elles présentent de
nombreuses analogies de séquence protéique avec les caspases dont la caspase-1.
La famille COP compte entre autre COP1l (pseudo-ICE), INCA, ICEBERG,

caspasel2s et Nod2s, chacune avec des degrés différents de spécificité de liaison a
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la caspase-1. L'étude de caspase-12s montre que celle-ci exerce un effet dominant-
négatif suppresseur sur la caspase-1. A I'exception de Nod2s, tous ces genes sont
présents sur le locus chromosomique de la caspase-1 et semblent provenir d’étapes
de duplications successives de genes. La présence de ces genes, exclusivement
exprimés chez 'Homme a l'exception de caspasel2s, reflete le haut degré de

complexité avec lequel les inflammasomes sont régulés pour éviter les dommages
inflammatoires %%,
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Figure 13 : a, Régulation de I'expression de lapro  -IL-1B. Modéle & deux signaux (tiré de  *°). b,

Régulation endogene de I'activation de Nirp3.

e. NIrp3 et physiopathologi e : focus sur les monocytes et les macrophages

Nous avons vu précédemment [I'importance des inflammasomes et plus

particulierement de [Iinflammasome NIrp3 dans [linitiation de la réponse
inflammatoire et plus généralement dans I'immunité. Il n’est donc pas étonnant que
des dérégulations de lactivation de [linflammasome soient associées a des
désordres immunitaires et inflammatoires. Dans les faits, les mutations associées au

géene de Nirp3 (CIAS1) conduisent a l'apparition de maladies inflammatoires déja
citées ci-dessus *>°°,

Les mutations autosomales dans le géne de NIrp3 sont associées des

inflammasomes pré-activés dans les monocytes et macrophages de patients atteins.
Les monocytes produisent et secretent spontanément de I'lL-13 sans nécessité de

stimuli au préalable. Le traitement de ces patients avec un récepteur soluble
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antagoniste (IL-1RA) du récepteur de I'lL-1 reverse les symptémes cliniques
associés confirmant les liens monocytes-inflammasome-IL-1B-maladie ***°. La
goutte, 'asbestose ou la silicose se caractérisent par une stimulation continue de
I'inflammasome NIrp3 dans les cellules phagocytaires (monocytes/macrophages) qui
n'arrivant pas éliminer par la phagocytose et la maturation phagosomale ces
particules (MSU/Amiante/Silice) sécrétent constitutivement de I'lL-13, maintenant un
état inflammatoire chronique qui participe a la pathogénése %% | 'utilisation d’IL-
1RA a permit de soigner des patients atteins de la goutte réfractaires aux traitements
conventionnels anti-inflammatoires. Aucune étude clinique n’est encore publiée au
sujet de I'amiante et la silice, mais l'utilisation d’'IL-1RA dans le cadre de la goutte
donne des espoirs de succes chez des patients atteins de I'asbestose ou de la
silicose. En effet, les souris déplétées pour différents constituants de l'inflammasome
NIrp3 et ayant inhalées ces particules présentent une diminution significative du

recrutement des neutrophiles mais aussi de la fibrose pulmonaire 3948,
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Roéle de I'inflammasome NIrp3 dans la réponse
inflammatoire des Monocytes/Macrophages: cas des Na  noTubes de
Carbone (NTC) et de Leishmania Infantum (L.i)

Un des stimuli induisant le plus fortement l'inflammation est linfection par un
pathogene (viral, bactérien et parasitaire). Cependant, depuis quelgues années, un
ensemble de stimuli « stériles » ont été mis en évidence incluant le trauma, les
toxines, les agents chimiques mais également les particules environnementales (la
silice SiO,, I'aluminium, I'amiante, oxyde de Zinc ZnO, le dioxyde de titane TiO, ...)
qui induisent la mise en place d’'une réaction inflammatoire. En lien avec la théorie du
danger développée par Polly Matzinger, bien que I'ensemble de ces composés
soient de nature physique et chimique différente, ils conduisent tous a la mise en
place d’'une inflammation méme si les événements initiaux qui induisent et contrélent
la réponse inflammatoire peuvent étre différents (cellules cibles, mort cellulaire, ROS,
alarmines, déstabilisation lysosomale...). Un point commun cependant, la capacité
de ces agents a altérer 'homéostasie et a promouvoir la production de signaux de
dangers, de plus en plus caractérisés comme responsables du développement de la
réaction inflammatoire. Pour la plupart de ces particules il n’est pas encore tres clair
si la réponse inflammatoire qui est induite est subversive ou si elle correspond a une
réponse immunitaire de I’héte utile a leur clairance.

Comme nous l'avons abordé précédemment, les monocytes/macrophages, de par
leur postions stratégiques de sentinelles mais également leurs propriétés effectrices,
jouent un réle déterminant dans la modulation de I'immunité. La reconnaissance des
signaux de dangers par les PRRs, la phagocytose des dérives endogenes (débris
cellulaires, surfactant) et des agents particulaires (polluants, particules
environnementales ou manufacturées, micro-organismes) ainsi que la production de
sighaux d'alarmes endogénes (alarmines, ROS, mort nécrotique...) permet aux
monocytes/macrophages d’initier la réponse inflammatoire. Sans que l'on en
connaisse les mécanismes moléculaires et biochimiques, le role prépondérant des

bY

NLRs et plus spécifiguement de linflammasome NIpr3 apparait central a la
reconnaissance de certains signaux de dangers et a linitiation de la réaction
inflammatoire.

Néanmoins, les types de signaux de dangers et les caractéristiques intrinseques au

pathogenes et aux particules responsables de I'activation de NIrp3 sont grandement
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méconnus. Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés aux mecanismes
d’activation de cet inflammasome en utilisant comme stimulateurs des agents
particulaires, les nanotubes de carbone (NTCs) mais également pathogéniques, le
parasite Leishmania Infantum. Le modéle cellulaire monocyte/macrophage s’impose
compte tenu de leur fonction phagocytaire mais également régulatrice de la réponse
inflammatoire.

Les études ont majoritairement été réalisées in vitro sur des monocytes et des
macrophages, mais in vivo l'exposition des souris aux Nanotubes de Carbone
(NTCs) s’accompagne d’une inflammation aigue. Ce systeme in vitro nous permet
d’avoir une approche causale simplifi€ée tout en ayant conscience d’'une plus grande

complexité au sein d’un organisme pluricellulaire.

1. Monocytes/Macrophages et Nanotubes de Carbone

a. Les particules

De nombreuses particules sont connues pour activer I'inflammasome NIrp3 dans les
monocytes/macrophages. Elles peuvent étre de nature :

- exogéne : les particules de silice, d’'amiante ou d’aluminium “°°.

- endogeéne : les cristaux de cholestérol (athérosclérose), les cristaux de MSU "°#2,
L’exposition répétée, notamment professionnelle, a des particules de silice ou
d’amiante conduit a de graves pathologies pulmonaires, respectivement silicose et
asbestose. Cela se traduit souvent par l'accumulation de dérivés endogénes
métaboliques ou pathologiques. Ainsi, la meilleure compréhension des mécanismes
immunitaires impligués dans la détection de matériel particulaire présente une
pertinence clinique non négligeable.

Une certitude cependant, la nature particulaire ne suffit pas a activer directement
'inflammasome NIrp3 dans les macrophages. En effet, les particules d’échappement

de diesel ou les billes inertes de polystyrenes n’activent pas NIrp3.
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b. Les Nanoparticules

Il n'existe pas de définition a proprement parler d’'une nanoparticule. D’apres la
norme ISO TS/27687 publiée en 2008, il s'agit d'un nano-objet dont les trois
dimensions sont a I'échelle nanométrique, c'est-a-dire une particule dont le diametre
nominal est inférieur & 100 nm environ %% A titre de comparaison avec les
structures organiques naturelles, les nanoparticules se situent principalement dans la

gamme de taille correspondant aux protéines.

Des propriétés nouvelles

Lorsqu’une particule est non nanométrique, ses propriétés physiques et chimiques
découlent du matériau qui la constitue : on appelle cela l'effet de volume. Mais
lorsqu’elle atteint une taille nanométrique le rapport surface sur volume augmente,
les effets de surface ne sont donc plus négligeables vis a- vis de ceux de volume. De
plus 'augmentation importante de la proportion d’atomes en surface provoque une
augmentation de I'activité surfacique. Ainsi la participation élevée de la surface aux
propriétés, combinée a l'augmentation de I'activité surfacique confere de nouvelles
propriétés aux nanoparticules. Les particules de taille nanométrique n’ont donc pas
les mémes propriétés que leurs homologues de taille plus importante, d’ou leur

intérét technologique 7.

Impact des nanoparticules manufacturées dans la société

bY

L'essor des nanotechnologies profite a de nombreux secteurs industriels et
agroalimentaires mais également dans I'électronique, I'habillage, la peinture ou bien

les médicaments 107108

D’autre part les applications potentielles en médecine,
énergie et environnement sont tres prometteuses pour la société. L'industrie utilisant
des nanoparticules est en plein essor et pourrait représenter un marché de 1000
milliards d’euros en 2015. En 2009, on ne comptabilisait pas moins de 1000
nanomateriaux issus des nanotechnologies dans les produits commercialisés par

107,108

485 compagnies dans 24 pays différents Les produits contenant des

nanoparticules a base de carbone (nanotubes de carbone et fullerénes) sont parmi
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les plus utilisés aprés les nanoparticules d’Argent qui représentent 20% de

'ensemble des composés. Les autres nanoparticules retrouvées dans ces produits

sont le zinc (incluant 'oxyde de zinc ZnO), le titane (incluant les oxydes de titane

TiOy), la silice (SiO,) et I'or.

Cependant la majorité de la recherche s’étant penchée sur les applications des

nanoproduits dans la société, on ne connait pas ou peu leurs implications sur la

santé et I'environnement.

Nanoparticules Exemples d'applications
Métaux
Fe Enregistrement magnétique de données analogiques et
(Iigll.ul(:ﬁ, décontamination des nappes phréatiques
Al Agent antimicrobien, circuits électroniques,
Cellules solaires,...
Ni Capaciteur céramique
Ag Biocide (USA), Encre conduetrice transparente
Aun Applications catalytiques (production propylene,
oxydation CO,...), applications électriques et opliques
(détecteur, appareil optique)
Oxydos
Al;O4 Poligsgage dee puces dlectroniques,
Composant de céramique, agent retardant les
flammes, enduit de papier d'impression,...
ZrO, Céramique (eapleur oxygdne, composant pompe),
Spray thermique, prothéses orthopédiques et
dentaires, vectenr de médicaments
THO, Crame solaire, catalyseur,
Carrelage ot vitre autonettoyante
Zn0 Créme solaire, antifongique, nanolaser, céramique
510, p()“ssugn des puces somiconductrices
Carbones
Fulleréne Cellules solaires, batterie lithium,
Membrane proton conductrice, médicaments
SWCNT Matérianx résistants aux radiations
MWCNT Peinture automobile, batteries
Tableau 2 : Principaux nanoparticules manufacturées ayant un intérét commercial (d'aprés
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Les différents types de nanoparticules

Les nanoparticules d’oxyde métallique :
Parmi le vaste chois de ces particules dont de nombreuses sont d’origine naturelles
on observera:

- les oxydes de titane (TiO,)

- les oxydes de fer (Fe,O3)

- les oxydes de zinc (ZnO)

- les oxydes d’aluminium (Al,O3)

- la silice (SiOy)

L’augmentation de [l'utilisation de ces nanoparticules dans de nombreuses
applications (peintures, matériel technologique, alimentation...) susceptibles d’entrer
en contact avec 'Homme pose le probléme de leur potentielle dangerosité pour la

santé. Récemment, les études au sein de I'équipe de Ken Donaldson *°

, ont pu
mettre en évidence que certaines nanoparticules d’oxyde métallique telles que le
Zn0O, le CuO ou le NiO induisaient une réponse inflammatoire aigue et chronique
dans les poumons de rats. Les auteurs suggérent que le potentiel inflammatoire de
ces particules est a prendre au sérieux notamment dans leur capacité a stimuler de
facon chronique I'activation du systéme immunitaire. Néanmoins, ils ont aussi mis en
évidence que toutes les particules d’oxyde métallique n’induisaient pas de réaction
inflammatoire comme par exemple le nano-TiO, ou la nano-SiO,, suggérant ainsi
gue les nanoparticules d’'oxyde métalligue ne peuvent étre vues comme une seule
entité et qu'une étude précise des dangers de chacune est nécessaire. De
nombreuses études contradictoires sont publiées en ce qui concerne le potentiel
inflammatoire et toxique du nano-TiO,. Récemment, I'équipe de Tschopp % a pu
mettre en évidence un effet pro-inflammatoire du nano-TiO, sur des macrophages
humains et de souris mais aussi sur des cellules épithéliales, les keratinocytes. Cela
suggere gu’en plus d’'une grande variabilité dans le type de particules d’oxyde
meétallique, il n'existe pas d’étude confirmant ou infirmant de maniere certaine leur
potentiel inflammatoire. Ce qui n'empéche pas la législation en vigueur d’autoriser
l'utilisation du nano-TiO, dans les cremes solaires par exemple

(http://www.irsst.gc.ca/media/documents/pubirsst/r-455.pdf).
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Nanoparticles can be engineered to
either avoid interaction or to specifically
interact with the immune system
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C. Cas des Nanotubes de Carbone

Depuis leur découverte par lijima en 1991 12

, les nanotubes de carbone (NTCs)
suscitent un grand intérét scientifique de part leurs propriétés exceptionnelles. Ces
nanoparticules ne sont pas uniquement le fruit des technologies actuelles. En effet,
bien qu’imparfaits, des NTCs « naturels » ont déja été observés lors d’émissions de
combustions ainsi que dans des carottes de glace vieilles de 10 000 ans.

Les NTCs sont des fibres creuses dont le diamétre est inférieur a 100 nm et dont la
longueur varie de quelques microns a quelques centaines de microns (pouvant
atteindre le centimétre dans certains cas) ''#""*. Ces caractéristiques leur conférent
ainsi un facteur de forme (rapport longueur sur diametre) extrémement élevé. Il est
possible de décrire simplement la structure d’'un NTC comme un feuillet de graphene

(carbone) enroulé sur lui-méme pour former un tube.
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Figure 15 : Représentations (a) d'un feuillet grapheéne; (b) d  'un NTC monoparoi fermé par deux

demi-fullerénes ; (c) du fulleréne C60 ™.

Deux grandes familles de NTCs sont décrites :

- Les NTCs Mono-paroi(en anglais Single-wall Carbon Nanotubes, SWCNT)

- Les NTCs Multi-paroi (en anglais Multi-wall Carbon Nanotubes, MWCNT)
Viennent s’ajouter les nanotubes de carbones double-parois (en anglais double-wall
carbon nanotubes, DWCNT) aux propriétés a mi-chemin entre les deux types
précédents mais qui appartiennent a la famille des MWCNTSs.

Différentes techniques ont été développées afin de produire les NTCs en quantités
importantes : l'arc électrique, I'ablation laser et le dépbt chimique catalytique en
phase vapeur (CCVD, pour "Catalytic Chemical Vapour Deposition”). La CCVD
présente des avantages indéniables en comparaison des deux techniques déja
abordées précédemment, notamment en terme de contrble des conditions
opératoires mais aussi de mise en ceuvre et de cout tout en permettant la production
de NTCs a une échelle industrielle. C’est pourquoi elle est aujourd’hui la technique

industrielle principale pour la synthése des NTCs™".
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Figure 16: Représentations schématiques d’'un nanotube de carbo ne (a) biparois et (b)

multiparois (c) mono paroi.

Propriétés des NTCs

Si les NTC suscitent un tel engouement, c’est en partie a cause de leurs propriétés
physicochimiques qui suggerent leur utilisation future dans de nombreux domaines

scientifiques mais aussi surtout industriels.

. Propriétés électriques

Selon leur hélicité, les NTC peuvent étre conducteurs ou semi-conducteurs. Les
NTCs sont des semi-conducteurs, c’est-a-dire qu’ils offrent la capacité de réguler la
guantité mais aussi la direction du courant d’'un champ électrique. Ainsi, ils sont
envisagés pour la réalisation de nano-transistors (a effet de champs) et peuvent étre
appligués en tant que nano-composants ou que nano-capateurs.

Du fait de la faible diffusion des électrons dans le cas des NTC métalliques et de leur
grande stabilité a haute température (jusqu’a 250°C sous air et 1500°C sous vide),

les NTC peuvent supporter des densités de courant extrémement élevées **.

. Propriétés mécaniques

Les propriétés mécaniques des NTCs sont exceptionnelles. Ils sont aujourd’hui, le

matériau le plus résistant connu et caractérisé (100 fois plus résistants que l'acier et
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4 fois plus que le fil d’araignée). De plus, ils possédent une grande élasticité et

peuvent étre courbés facilement sans casser *°.

. Propriétés chimiques

Schématiquement, les propriétés exceptionnelles des NTC ont tendance a se
dégrader lorsque le nombre de parois augmente, pour tendre progressivement vers
celles du graphite. Constitués d’atomes de carbone, les NTC sont tres peu réactifs
chimiquement. Seuls les pentagones et les défauts structuraux permettent d'initier
les attaques chimiques. Leur structure creuse permet linsertion de molécules
chimiques, ce qui intéresse grandement de nombreux chimistes et biologistes. La
fonctionnalisation externe des NTC modifie leur paroi et donc leur interface avec
'environnement. A la difféerence des SWCNTSs, la fonctionnalisation des DWCNT
permet de modifier uniquement les propriétés de la paroi externe et de conserver

intacte la paroi interne, et donc la majeure partie de leurs propriétés 7118,

Applications

Tout comme leur production, qui atteints plusieurs centaines de tonnes par an, les
applications des NTC sont de plus en plus nombreuses et variées. lls sont
aujourd’hui de plus en plus utilises dans la fabrication d’objets usuels tels que les
écrans plats, les microprocesseurs, certains équipements sportifs comme les
raquettes de tennis, les clubs de golf, les carrosseries de formule 1, les cadres de
vélo (un vélo dont le cadre contenait des NTCs, lui permettant d’avoir une masse
inferieure au kilogramme, a méme été utilisé lors du Tour de France 2005). Les
NTCs se retrouvent aussi dans les voitures ou ils participent a leur renforcement

meécanique (Renault et Peugeot).

La réponse immunitaire aux NTCs : focus surle s macrophages

Les NTCs sont souvent compareés aux fibres d’amiante. En effet, tous deux sont des
fibres ayant un faible diametre pour une longueur €élevée, et ayant une forte stabilité

chimigue dans les environnements physiologiques se traduisant par une longue
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biopersistence **°. Cependant leur composition chimique est totalement différente de
I'amiante.

Un des risques principaux pour ’THomme est que les NTCs aient des effets similaires
a lamiante sur la santé notamment en touchant les poumons des personnes
exposées. Ainsi, deux études menées par Craig Poland et Ryman Rassmussen ont
pu mettre en avant I'analogie des effets pathologiques provoqués par des NTCs de
longueurs et de diametres variables et par des fibres d’amiante injectées directement

dans la cavité pleurale de rats ou de souris 1'%

. Il 'en ressort que, comme pour
'amiante, la longueur des NTCs semble étre l'agent causal de la réaction
inflammatoire et pathogénique chez ces animaux. Ici le réle crucial des macrophages
dans la réaction inflammatoire est a mettre en lumiere. En effet, ce sont eux qui vont
essayer de phagocyter les NTCs sans arriver & les ingérer ou & les digérer ***. Ce
processus de phagocytose incomplete dite «frustrée » conduit a la libération
d’enzymes lysosomales et a laltération des membranes cellulaires. Ces deux
signaux sont reconnus comme signaux de dangers permettant d’activer
l'inflammasome NIrp3 et d’initier la réaction inflammatoire.

Plus récemment, Murphy et al., ont démontré par des expériences a base de milieux
conditionnés, que les NTCs multi-parois affectaient le comportement des
macrophages et que leur altération provoquait un signal activateur de la production
de cytokines inflammatoires, dont I'lL-18, par les cellules mesothéliales amplifiant
ainsi la réaction inflammatoire %,

Les NTCs appartiennent a la famille des nanomatériaux. Au sein de cette catégorie
ils constituent un échantillon trés hétéroclite. En effet les échantillons de NTCs
peuvent étre mono parois, bi parois ou multi parois et présenter des caractéristiques
physicochimiques trés différentes ; ils peuvent étre synthétises par les différentes
voies décrites précédemment ; les NTC peuvent subir des traitements post-synthése
(purification, fonctionnalisation, mise en suspension) *2*%7,

Il est donc probable gu'’il y ait autant de résultats sur leur impact immunitaire que de

types de NTCs utilisés pour ces études.
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2. Monocytes/Macrophages et Leishmania infantum

La leishmaniose est une maladie chronique a manifestation cutanée et/ou viscérale
due a des protozoaires flagellés appartenant au genre Leishmania de la famille
des Trypanosomatidae et transmises par la piglre de certaines especes de
phlébotomes, comprenant les mouches du genre Lutzomyia et Phlebotomus.

Les leishmanioses sont dues a une vingtaine d’espéces différentes du protozoaire du
genre Leishmania. Les leishmanioses sont des maladies a transmission vectorielle.
Celle-ci est assurée par la piqare de dipteres appelés phlébotomes spécifiques des
especes. La répartition géographique des leishmanioses dépend de celle des
phlébotomes vecteurs et des mammiféres réservoirs. On distinguera les leishmania
transmises par les Lutzomyia dites du nouveau monde car localisées sur le
continent américain de celles transmises par Phlebotomus dites de I'ancien monde
car situées sur les continents européen, africain et asiatique’®®. A noter que la
Leishmaniose est une zoonose commune & 'Homme et au chien*?*°,

L'infection humaine est provoquée par environ 21 des 30 especes qui infectent les

mammiferes.

a. Epidemiologie/Tableau clinique

Les leishmanioses sont des maladies parasitaires de 'Homme et de nombreux
mammiféres. Touchant pas moins de 88 pays, elles touchent 2 millions d’humains
chaque année pour un total de 12 & 15 millions de personnes infectées %3, Les
formes cliniques classiques des leishmanioses sont viscérales et tégumentaires
(cutanées et plus rarement des muqueuses) et sont causées par des especes
distinctes de Leishmania. La forme cutanée de la leishmaniose (LC) est associée a
un ulcére chronique avec wune infiltration de Ilymphocytes et de
monocytes/macrophages trés importante. Les leishmanioses cutanées sont
étroitement liées aux Leishmania des familles major, brazilienzis et mexicana entre
autres. Les leishmanioses viscérales (LV) sont une forme sévere dans laquelle les
parasites ont migré dans les organes vitaux via le systeme réticuloendothélial. Elles
se caractérisent par une splénomégalie et des épisodes de fiévres. Elles sont dues
aux Leishmania du groupe Leishmania donovani. Elles sont épidémiques et

représentent 90 % des 500 000 nouveaux cas humains mondiaux annuels. Les LV
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zoonotiques sont plus rares et sporadiques principalement sur le pourtour du bassin
méditerranéen et en Amérique Latine. La physiopathologie de la maladie se
caractérise par l'apparition des symptémes d'une infection persistante systémique, y
compris la perte d'appétit, perte de poids, fievre intermittente, la fatigue et
I'épuisement. La période d'incubation est habituellement de deux a six mois. Elles
sont dues a Leishmania infantum (L.i), espece tout particulierement pathogéne pour
le chien qui en est aussi le réservoir. Leishmania infantum est un parasite

opportuniste qui provoque une LV mortelle si non traitée '3,

b. Les déterminants des formes cliniques de la leis  hmaniose

L'issue de l'infection au genre Leishmania est modulé a la fois par des facteurs de
I'n6te et du parasite. Bien qu'il existe des exceptions notables, les espéces de
Leishmania sont a la source manifestations spécifiques de la symptomatologie de
I'infection. Les déterminants critiques de la susceptibilité ou de la résistance a la
leishmaniose se rapportent principalement a I’héte et a son systeme immunitaire. Par
exemple, des études suggerent que le fond génétique de I'h6te serait un facteur
influengant les manifestations de la maladie au cours de la leishmaniose. L’age et la

malnutrition prédisposent également & la leishmaniose viscérale chez 'homme 32133,

C. Cycle de vie

Afin de survivre et de compléter leur cycle de vie, les espéces de Leishmania
s'adaptent a l'environnement de leur héte par le biais de changements
phénotypigues et fonctionnels. Leishmania est présente sous sa forme promastigote
dans les phlébotomes **. Les promastigotes sont des organismes mobiles avec le
corps allongé, et présentent un flagelle antérieur. Le phénotype promastigote va du
stade de réplication procyclique au stade infectieux métacyclique compact ***. Le
passage a la forme métacyclique se traduit par des changements phénotypiques et
fonctionnels nécessaires a la survie de Leishmania a l'intérieur de I'hGte.

La transmission naturelle a lieu quand un groupe de promastigotes métacycliques
est introduit dans un ensemble hémorragique local dans le derme créé par un
phlébotome. Apres inoculation dans la peau des mammiferes, les promastigotes vont

rapidement étre reconnus et internalisés par les leucocytes phagocytaires via la
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135-138  Traditionnellement, les

phagocytose dépendante des récepteurs
macrophages résidents des tissus sont caractérisés pour étre les hétes préférentiels
de Leishmania. Les parasites internalisés se retrouvent contenus dans des
compartiments intracellulaires particuliers appelés vacuoles parsitophores (VP) dans
lesquelles ils se transforment en corps « amastigotes ». Les amastigotes sont
distincts phénotypiquement et fonctionnellement des promastiogotes de par leur
fonction réplicative asexuée intensive et leur résistance élevée a la maturation de
phagolysosomes avec les lysosomes **°. Bien que la plupart des amastigotes soient
observés dans les macrophages tissulaires, il y a de plus en plus d’évidences que
ces formes parasitaires peuvent résider dans d'autres cellules hétes telles que les

neutrophiles, des cellules dendritiques et les fibroblastes™*4014%,

Les espéces de Leishmania viscérales sont présentes dans le systeme réticulo-
endothélial, tandis que les espéces causant la leishmaniose cutanée se concentrent
essentiellement dans la peau, soit sur le site d'inoculation ou éloigné de ce site'®. Le
mode de dissémination dans l'organisme n'est pas bien étudié, bien que l'on
présume que les parasites migrent a l'intérieur des monocytes vers des sites distaux

de l'infection.

Le cycle de vie est complet lors d’'un repas sanguin contenant des Leishmania sous

forme amastigotes dans les cellules immunitaires ou extracellulaires**.
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New World species Old World species

Cutaneous

L. mexicana complex I |L. (Viannia) subgenus | |L. major complex |
L. mexicana L. braziliensis L. major
L. amazonensis L. naiffi L. tropica
L. pifanoi L. panamensis L. aethiopica
L. venezuelensis L. guyanensis

L. peruviana

L. lainsoni

Diffuse Cutaneous
L. amazonensis
L. pifanoi
Mucocutaneous
L. braziliensis
Visceral

L. donovani complex | L. donovani complex
L. infantum chagasi L. donovani

L. infantum

Figure 17: Les différentes espéces de Leishmania listées selon les manifestations cliniques
majeures tiré de a8,

CYCLE DE VIE DE LEISHMANIA
Host
1

Sand fly E— Mammal

Philebotomus {Old Wordd) |
Lutzomyia (New World) =y

}ﬂ/—:“‘*
Parasite Stage
Promastigote “ Amastigote

D S —

Procyclic Metacyclic

Amastigote *

Intraceliuluar
Amastigctes

Fhagocytic leukocyts

Figure 18: Les différents cycles de vie de Leishmania, tiré de BE
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d. Réponse immune a la leishmania, focus surles ma  crophages

Leishmania est un parasite intracellulaire avec comme réservoir privilégié pour la
réplication, les macrophages et cellules dendritiques. Dans le contexte des especes
de leishmaniose viscérale, la réplication incontrblée du parasite conduit a sa
dissémination dans les organes du systéme réticulo-endothélial de I'héte et au

développement symptomatique de la maladie.

La reconnaissance par les cellules et les mécani  smes microbicides

Dés l'inoculation primaire de Leishmania, la bataille du parasite pour sa survie face
aux défenses immunitaires de I'héte commence. Ce processus implique des
interactions entre le parasite et les composantes innées du systéme immunitaire de

I'hote.

. La reconnaissance indirecte

Les parasites rencontrent rapidement des éléments solubles et cellulaires
antimicrobiens. Parce qu'ils sont introduits dans un environnement sanguin, il est
fortement suggéré que les parasites sont opsonisés avec des composants sériques
essentiellement membres du systeme du complément (C3) puis reconnus par les
récepteurs CR1 et CR3 & la surface des phagocytes*?43,

La littérature met en avant de multiples récepteurs macrophagiques capables
d’interagir avec Leishmania. Bien que la fonction phagocytaire de ces récepteurs soit
redondante entre eux les voies de signalisations activeées sont extrémement
variables et semblent étre la conséquence de facteurs exprimés par le parasite lui-
méme. Par exemple, le parasite sous forme promastigote exploite les opsonines
présentes dans le sérum, comme le complément gu’il inactive sous forme C3bi grace
a la protéase membranaire GP63, facilitant la phagocytose des stades infectieux de

Leishmanial*?143,

Le CR3 a deux sites de liaison pour les particules: un site
reconnaissant le complément C3bi inactivé et un site de liaison du complément
indépendant des motifs Lectines **!. De facon intéressante, la reconnaissance du
C3bi a la surface d’érythrocytes par des monocytes humains et des neutrophiles ne

s’accompagne pas de la formation de H,0O,, alors que la liaison du FcyR par les IgG
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adsorbés sur des érythrocytes est un fort inducteur d’H,0,****. De plus, I'activation

du CR3 par le C3bi induit une régulation négative de la production d’lIL-12 induite par
|,|FN_Y141,144,145

. La reconnaissance directe

Au cours de linfection, il est probable que Leishmania puisse étre reconnue par
plusieurs récepteurs de la cellule hote. En effet, I'expression de nombreux PAMPs
glycoconjugués par le LPG de surface de Leishmania permet [interaction
Leishmania/PRRs. Parmi ces PRRs, le récepteur Mannose (MR) semble jouer un
réle important dans la reconnaissance de Leishmania. C’est un récepteur lectine de
type C exprimé a haut niveau protéique par les macrophages polarisés M2 et les
cellules dendritiques mais pas dans les monocytes. Il présente huit domaines en
tandem de reconnaissance des glucides, notamment les résidus de sucre terminal
d'oligosaccharides de surface microbiennes avec l'affinité suivante: L-fucose> D-
mannose> DN-acétylglucosamine >>> D-galactose. Toutefois, le rble de ce
récepteur dans la réponse anti-Leishmania du macrophage n’est pas encore clair
139146147 " | a présence de mannanes solubles bloque la reconnaissance des formes
promastigotes de L. donovani jusqu'a 60% ¢, Les auteurs démontrent également
que les formes amastigotes sont moins bien reconnues par le MR . Ce
phénomene s’explique par la faible expression de répétitions terminales de
mannanes sur le LPG des formes amastigotes de L.donovani **®. Toutefois, Akilov
et al démontrent in vivo que les souris C56BL / 6, KO pour le MR, injectées avec la
forme métacycligue de promastigotes de L. major (leishmaniose cutanée), ne

different pas dans la formation de Iésions ou leurs résolutions 4°.

De plus les
niveaux d’IL-12 et de TNF-a détectés sont similaires entre KO et WT **°. Pour L.
donovani (leishmaniose viscérale), les macrophages murins KO pour le MR issus de
moélle osseuse prétraités avec des mannanes présentaient la méme charge
parasitaire au bout de 4H d'infection **°.

Une des explications avancée de cette contradiction est due a une différence
d’expression des résidus mannose a la surface des Leishmania en fonction de leur
virulence et de leur stade de prolifération **°. La fonction précise du récepteurs MR
dans la reconnaissance de Leishmania infantum et son réle dans I'établissement des

meécanismes microbicides sera abordé dans l'article 2.
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En paralléle, le récepteurs DC-Sign (homologue humain de SignR3 murin), un autre
récepteur Lectine de type-C, semble également étre impliqué dans la
reconnaissance de Leishmania par les cellules dendritiques **'. SignR3 est assez
proche du récepteur Mannose quant aux ligands qu’il reconnait avec une affinité plus

prononcée pour les glycoprotéines mannosylées et fucosylées '*!

. Cependant,
contrairement au MR, la détection des parasites semble étre indépendante de la
positon terminale des résidus mannose sur le LPG. Pour déterminer si DC-Sign
reconnait les résidus sur le LPG, des formes natives ou mutées pour ce
glycoconjugué ont été mises en contact avec des cellules K562 transfectées avec
DC-Sign. Originalement, les auteurs soulignent que les promastigotes (L.infantum)
déficients pour le LPG ont une plus grande affinité pour DC-Sign que les formes
natives. Il est donc suggéré que DC-Sign, bien que reconnaissant les formes
promastigotes, reconnait plus fortement des résidus masqués par le LPG. Le résidu
glycoconjugué de surface des Leishmania qui se lie a DC-SIGN n'a pas été identifié.
Cependant, les formes promastigotes de L.major (cutanée) ne sont pas reconnues
par DC-SIGN, ce qui suggere que le ligand est une molécule spécifiguement
exprimée par les Leishmania L. infantum et L. donovani (viscérales).

Bien que son réle dans le combat de l'infection a Leishmania soit peu connu, dans le
cadre de l'infection a Mycobacterium tuberculosis, son engagement est associé a
une production amplifiee d’IL-10 par les macrophages et cellules dendritiques suite a
I'activation de la voie Raf1'**™***, Cela a pour conséquences de favoriser l'installation
de l'infection.

L’invalidation par siRNA de I'expression du TLR2, TLR3, IRAK-1, et MyD88 a aussi
révélé la participation de ces deux TLRs dans la production de NO et de TNF-a par
les macrophages en réponse a L.donovani, autre espéce responsable de la
leishmaniose viscérale. La réponse du TLR2 dépend de motifs glycoconjugués
contenant des phosphoglycans comme les phospho-mannanes ainsi que des
répétitions de galactose. En revanche, la réponse induite par le TLR3 est
indépendante de I'expression de glysoconjugués a la membrane de Leishmania. Un
réle du TLR3 dans l'activité leishmanicide des macrophages en réponse a I'lFN-y est
également démontré*>.

Enfin, l'implication de Dectin-1 dans la reconnaissance des formes infectieuses
promastigotes de Leishmania n’est pas encore établie malgré de fortes présomptions

dues a l'expression de B-glucan & la surface de Leishmania infantum °°. Ce
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récepteur est essentiel dans la reconnaissance de Candida albicans et dans son
élimination®”*®, Pour ce faire il signalise en promouvant d’une part la transcription
de geéenes inflammatoires via la voie Syk/CARD9 mais également l'activation de
linflammasome via la voie Syk/ROS™"!® En effet, la délétion de Dectine-1, Nlirp3
ou de Nlrc4 est associé a une tres grande susceptibilité des souris a l'infection par
Candida albicans suggérant leur réle essentiel dans le développement d’une réaction
inflammatoire optimale®’**°. De plus, la synergie entre Dectine-1 et MR dans la
sécrétion de TNF-a mais également d’'IL-18 dans des monocytes humains et
macrophages murins infectés par Candida albicans a récemment été mise en
évidence'®®', En effet, la reconnaissance par MR des mannanes —N-liés
potentialise la production de pro-IL1f par les monocytes humains **°. La maturation
de cette cytokine est due a la reconnaissance des B 1.3-glucan par Dectine-1 qui
activent I'inflammasome Nirp3 *°. Enfin, il est également & noter que I'utilisation de
ligands de Dectine-1 améliore grandement I'élimination de Leishmania in vivo et
constitue un des traitements envisagés dans I'avenir'®. Ainsi, I'importance de ce
processus immunitaire dans [I'élimination de nombreux pathogenes font de ce
récepteur un élément d'étude extrémement intéressant dans le cas de la
Leishmaniose. Le rble précis des récepteurs Lectine de type-C sera abordé dans

I'article 2.

Les especes radicalaires

L’interaction entre les macrophages et Leishmania (cutanée et viscérale) conduit a
sa phagocytose, la sécrétion de médiateurs inflammatoires comme les cytokines
TNF-a et IL-1B ou la chimiokine IL-8 et le recrutement de polynucléaires neutrophiles
sur le lieu de Tlinfection **3'®*. Le processus de phagocytose méne & une fusion
phagosome-lysosomes toxique pour les formes promastigotes de Leishmania
notamment en raison de la présence d’enzymes ainsi que d’espéeces nitrosylées et
radicalaires de I'oxygéne extrémement toxiques pour ce parasite’®%*. Deux types
de molécules microbicides sont reconnues pour leur efficacité contre Leishmania, le
NO % et les radicaux de I'oxygéne . En effet, les souris déficientes en I'enzyme
INOS ne peuvent combattre I'infection par Leishmania tout comme les macrophages
qui en sont dérivés®®’. En paralléle, les souris déficientes en gp91 phox-/- (ne

produisant plus de ROS) ont un défaut de controle de I'infection dans le temps %,
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soulignant I'implication de ces deux especes radicalaires dans I'élimination de ce
parasite. Pour retarder la fusion du phagosome avec les lysosomes ainsi que le
recrutement des sous-unités de la NADPH oxydase, le parasite promeut la formation
de vacuoles parasitophores retardant de 24 a 48 heures la fusion des phagosomes
avec les lysosomes, laissant a Leishmania le temps de se protéger en se
transformant en forme amastigote réplicative résistante au pH acide et aux protéases

lysosomales 3164,

Les cytokines et chimiokines

L’'autre versant du combat anti-Leishmania initié par les macrophages concerne leur
capacité a produire des médiateurs solubles pro-inflammatoires capables d’attirer de
nouvelles cellules immunitaires sur le lieu de [linfection. Comme décrit
précédemment, les cytokines de la famille de I'lL-1 (IL-18, IL-1a et IL-1B) jouent un
réle prépondérant dans le recrutement des polynucléaires neutrophiles via
I'établissement d’'une réponse inflammatoire optimale®3°36168-171 Touytefois, le lien
des polynucléaires neutrophiles avec la production d’IL-1 par les macrophages n’est
pas encore mis en évidence dans le contexte de leishmaniose malgré de fortes
présomptions. En parallele, la production d’IL-12 et d’IL-18 par les macrophages
permet une activation et un recrutement des lymphocytes T et des NKs
accompagnée d'une synthése d’'IFN-y, essentielle dans la production de RNs et des
ROS par les macrophages'®®*"2. De plus, I'lL-1a ou I'lFN-y favorisent I'élimination de
Leishmania par les macrophages et les cellules dendritiques 13013618171 “Alors que
ces meédiateurs sont essentiels dans la fonction leishmanicide des macrophages, ces
parasites ont développé des stratégies qui leur permettent de fortement inhiber leur
production dans le temps, leur permettant de se protéger du systéeme immunitaire.
Par exemple, linduction de [I'IL-18 par le LPS ouS. aureusest inhibée par
de Leishmania & des temps tardifs d'infection in vitro (48H), >4 | e parasite
joue un rdle négatif dans I'expression de TARNm de I'lL-1p et du TNF-a en induisant
une séquence inhibitrice du promoteur . Plus récemment, il a été démontré que

cette inhibition se faisait par le biais de Iinduction de I'lL-10 77,
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iv.

Autres cellules effectrices de la réaction immu ne a Leishmania

. Les Neutrophiles, le cheval de Troie

Le réle des neutrophiles sur le lieu de linfection n’est pas encore bien élucidé. En
effet, les neutrophiles phagocytent également Leishmania. Néanmoins, au lieu de
mourir sitbt apres la phagocytose et d’étre ingéré par les macrophages, Leishmania
rallonge leur durée de vie et stimule le recrutement de nouveaux macrophages sur le
site de linfection via la sécrétion de la chimiokine MIP-1B. De plus, Leishmania
déclenche la mort apoptotigue des neutrophiles de maniére a ne pas étre
inflammatoire. Les polynucléaires neutrophiles sont phagocytés par les macrophages
qui se différencient en macrophges M2 régulateurs et sécrétent des cytokines d’arrét
de linflammation (IL-10 et TGF-B) %'l La Leishmania peut alors s'établir
durablement dans ces cellules. Dans ce processus, la réponse inflammatoire est
paradoxale. D’'une part elle sert 'organisme en recrutant des effecteurs capables de
tuer Leishmania (Neutrophiles, Natural Killers, Lymphocytes T et Monocytes) mais
elle sert aussi le parasite en lui fournissant par la méme occasion un réservoir de
cellules, les macrophages et les neutrophiles '®*. Leishmania corrompt ainsi ces
derniers en les empéchant de mourir de maniére inflammatoire, ce qui a pour effet
leur phagocytose par les macrophages sans induction d’une réponse inflammatoire.
La présence de Leishmania dans les phagolysosomes des macrophages la rend
alors « invisible » au systeme immunitaire bloquant a la fois sa reconnaissance par
les récepteurs membranaires et cytoplasmiques mais également toute présentation

antigénique.

. Les NKs et Lymphocytes

La polarisation Thl est classiquement associée a I'élimination de la Leishmania
cutanée alors que la polarisation Th2 maintien une sensibilit¢é a linfection. La
dichotomie de ces polarisations distinctes n’est pas retrouvée dans les patients et
souris infectées par des espéeces viscerales. En effet, on retrouve un recrutement
des lymphocytes TCD4 et CD8 mais également de cellules NKs associé a la

production d'IFN-y et a I'élimination de la Leishmania mais également la présence en
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grande quantité de LT régulateurs forts producteurs d’IL-10 et d’IL-4. Il est donc
suggéré que la production simultanée et persistante de ces cytokines suppressives
constitue I'élément clé de la répression et de la réponse immunitaire observée chez

des patients atteins de leishmaniose viscérale *"8,

3. Objectifs de I'étude

Ainsi, la réactivité des macrophages a Leishmania est fonction des ligands qu’ils
reconnaissent directement sur le parasite ou indirectement via les facteurs
opsonisants. Parmi ces récepteurs nous avons focalisé notre étude sur les
récepteurs Lectine de type-C (Dectine-1, Mannose et SignR3) principalement
exprimés par les macrophages de type 2. Chacun de ces récepteurs reconnait des
glucoconjugués différents et est impliqué dans la mise en place d'une réponse
effectrice du macrophage spécifique. Dectine-1 reconnait les carbohydrates de type
B-glucans alors que Mannose et SignR3 sont plus spécifiques des mannanes et
résidus fucosylés. Nous avons ainsi évalué limportance de chacun de ces
récepteurs dans la modulation d’une réponse inflammatoire capable de favoriser ou
d’empécher I'élimination de Leishmania infantum par le systeme immunitaire. Par la
suite, nous avons également mis en évidence les différents signaux de stress
intracellulaires associés a ces récepteurs Lectine de type-C capables de promouvoir
I’élimination de Leishmania infantum par les macrophages notamment via I'activation
des ROS et de linflammasome. L’ensemble de ces données peut permettre
I'utilisation ultérieure de ces récepteurs comme cible pharmacologique activable

dans le but de combattre la leishmaniose.
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a. Introduction

Les nanotubes de carbones, de part les exceptionnelles propriétés sont des
matériaux trés prometteurs dans plusieurs secteurs industriels. lls présentent une
utilisation industrielle en constante progression. De nombreuses études ont au
préalable déja caractérisé leur potentiel inflammatoire se traduisant par une forte
production de dérivés endogéenes métaboliques pouvant s’avérer pathologiques. |l
est donc impératif de déterminer leurs effets sur la santé humaine.

Comme de nombreuses particules et nano-particules, ils sont principalement captés
par les cellules phagocytaires tels les monocytes et les macrophages.

Dans cet article, nous rapportons pour la premiere fois que les nanotubes de
carbone bi-parois (DWCNTSs), présentant un faible diamétre mais des longueurs
allant de quelgues um a plusieurs centaines de um, synergisent avec les récepteurs
TLRs des monocytes humains primaires pour promouvoir la sécrétion d’IL-1.

Nous montrons ainsi que la sécrétion d’IL-1p induite par les DWCNTs dans les
monocytes dépend de I'engagement de linflammasome NIrp3 mais egalement de
I'activation de la caspase-1.

L’étude des signaux de dangers conduisant a la sécrétion de I'lL-1B montre que les
ROS ne semblent pas impliqués dans ce processus. Par contre, I'implication de la
phagocytose, de l'acidification lysosomale et de la cathepsine-B dans ce processus
est clairement établie dans ce travail. De plus, nous isolons également le potassium
comme un élément essentiel de lactivation de linflammasome NIrp3 par les
DWCNTSs.

Au final, cet article permet disoler les DWCNTs comme un activateur de
l'inflammasome dans les monocytes humains, suggérant qu’ils doivent étre utilisés
avec précaution. De plus, nous mettons en évidence différents signaux de dangers
cellulaires impliqués dans I'activation de I'inflammasome NIrp3 par les DWCNTSs.
L'étude d’'une des propriétés des DWCNTSs, leur hydrophobicité, permet d’expliquer
partiellement seulement, I'activation de I'inflammasome par ces particules. Comment
cette hydrophobicité joue elle un réle dans la modulation des signaux de dangers
cellulaires reste encore a étre caractériser.

Une autre hypothése, l'effet « fibre » des DWCNTs (déja décrit dans le cadre de
I'amiante) pourrait également jouer un réle dans la libération des signaux de dangers

cellulaires. En effet, la longueur des NTCs est de plus en plus suspectée d’étre une
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caractéristique responsable de la réponse inflammatoire des macrophages.
L'empéchement de leur phagocytose due a leur longueur ou leur insertion dans les
membranes plasmiques est susceptible d’altérer la physiologie intracellulaire et de

promouvoir la libération des signaux cellulaires activateurs de I'inflammasome Nirp3.

DWCNTs )L

LPS, PGN,
PAM,CSK,

Y Efflux de K*
®

Figure 19 : Modéle d’activation de | ’inflammasome Nirp3 par les DWCNTSs.

b. Article
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Supplemental information

Figure 51. Scanning electronic microscopy images of bulk oxidized DWCNTs before dispersion.
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Figure S2. DWCNTs induced the IL-18 secretion in LPS-pnmed human macrophages. IL-18 release in
culture supematant of untreated or LPS-primed human macrophages stimulated with DWCNTs. PHMs
were cultured for 7 days in SFM medium supplemented with 50 ng.mL"' of macrophage colony-
stimulating factor. **P < 0.01 compared to the LPS-primed human macrophages. ¥P < 0.01 compared
to the respective unprimed human macrophages. Data are means + SEM. The data are representative
of three independent experiments.
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2. Divergent roles for C-type lectin receptorsint ~ he modulation of host cell
response to Leishmania infantum

a. Introduction

La production des cytokines pro-inflammatoires de la famille de I'lL-1 par les
macrophages est un élément crucial dans la défense de I'h6te aux infections.
L’infection a Leishmania se manifeste par deux phases. La premiere inflammatoire
qui permet le recrutement de monocytes/macrophages qui constituent le réservoir de
prolifération préférentiel de Leishmania, et la seconde tolérogéne au cours de
laquelle le parasite se multiplie a l'intérieur des macrophages en absence de réponse
immunitaire. La connaissance des mécanismes inflammatoires activés par
Leishmania peut permettre leur utilisation ultérieure comme cibles pharmacologiques
potentielles. Dans ce contexte, nous nous somme intéressés aux voies de
signalisations activées par Leishmania infantum (L.i), I'agent étiologique de la
leishmaniose viscérale, lors de la primo-infection. Nous avons isolé I'inflammasome
comme complexe activée par Leishmania selon un processus dépendant de sa
phagocytose via I'engagement des récepteurs Dectine-1 et Mannose. L'induction de
la pro-IL1f mais aussi la sécrétion d’IL-1f mature sont liées a Il'activation de la
tyrosine kinase Syk par L.i. En revanche, I'étude du récepteur SignR3 n’a pas permi
de mettre en évidence un réle dans I'élimination de Leishmania infantum malgré son
aimplication dans sa reconnaissance et sa phagocytose.

L’étude des signaux de dangers endogeénes au macrophage induisant I'activation de
la caspase-1 et la sécrétion d’IL-1 en réponse a L.i montre I'implication de la
production de ROS dans l'induction de la sécrétion d’IL-1B par les macrophages
infectés par L.i.

Enfin, l'utilisation de macrophages humains primaires, dont |'expression des
différents récepteurs a été mise en silence, a permit de confirmer les résultats
obtenus avec des macrophages de souris invalidés pour Dectine-1, Mannose et
SignR3.

Ce travail permet de mettre en évidence le role de L.i dans l'activation de
I'inflammasome via la production cellulaire de différents signaux. La similitude de ces
signaux avec ceux induits par les DWCNTs met en évidence que l'activation de la

caspase-1 et la sécrétion de I'lL-1B8 sont étroitement liées a la reconnaissance par
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'inflammasome du stress cellulaire. Néanmoins de plus amples explorations de la
modulation de l'activation de l'inflammasome par L.i lors de son interaction avec
d’autres récepteurs de phagocytose sont nécessaires afin de déterminer si la
modulation de l'activation de l'inflammasome est une cible de ce parasite. A terme, la
mise en évidence de linflammasome comme voie de signalisation activée par L.i,
permettra d’ouvrir un nouveau champ d’investigations quant a I'isolement de cibles
thérapeutiques potentiellement utilisables au cours de I'étape de prolifération de ce
parasite.

Ces résultats sont intégrés au sein d'un article évaluant la contribution des
récepteurs Dectine-1, Mannose et DC-Sign dans la réponse anti-Leishmania des

macrophages actuellement soumis pour publication.
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SUMMARY

Although C-type lectin receptors (CLRs) play important roles in multiple pathogenic
contexts, and are prominently expressed in alternative (MZ) activated macrophages
{(Mas), their contribution to the Leishmania-Md interaction is poorly understood. Here, we
report the Mdr response in wivo against Lesshmania infanfurm is characterized by MZb
phenotype accompanied by a CLR signature composed of Dectin-1, mannose receptor
(MR} and SIGNR3. Dectin-1 and MR are crucial for the Md microbicidal response as they
respectively activate Syk/pd7""™ and arachidonic acid/NADPH oxidase signaling pathways
for ROS production, and they both trigger Syk-coupled signaling for caspase-1-induced IL-
1B secretion. By confrast, SIGNR3 expression in Mds favors parasite resilience.
Confirmation of these results in primary human Mds highlights the divergent role for each
CLRE to the pathogenesis of Leishmamia infantum in humans. Given this parasite cinculates
worldwide causing devastating disease, our study promotes these CLREs as potential

targets for treatment, diagnoses, and prevention of visceral leishmaniasis.

HIGHLIGHTS
« M2b M®s express Dectin-1, MR and SIGNR3 upon Leishmania challenge
+ Dectin-1 and MR favor the host response while SIGNR3 boosts Leishmania's
resilience
» Dectin-1 and MR respectively trigger Syklfpﬂ“"'“ and AA/NADPH oxidase for
ROS release
+« Dectin-1 and MR trigger caspase-1-induced IL-1p secretion in response to

Leishmania
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INTRODUCTION

The world health organization reports that Leishmaniasis is ona of the world's most
neglected diseases, affecting about 12 million people worldwide, with a range between
1.5-2 million new cases each year (WHO Global Leishmaniases Control Report 2010),
Leishmania species are, in vertebrates, exclusively intracellular protozoan parasites that
cause multiple diseases ranging from nonlethal cutaneous leishmaniasis to visceral
disease (VL) leading to death in the absence of treatment. Monocyte/macrophage (Md)
plays a dual role during the process of Leishmamia infection. They are the primary host
cells for parasite replication and the major effector cells to combat this obligate intraceliular
pathogen (Wan Assche et al., 2011). Amaong the different microbial strategies employed by
activated Mds is the timely production of both reactive oxygen species (ROS) and pro-
inflammatory cylokines (Liese et al, 2008). Indeed, ROS production through NADPH
oxidase by Mds is reported to affect the survival of Leishmania in wiro, and subsagueant
inhibition of this microbicidal factor prevents murine and human M®s from killing
Leishmania donovani (Liese et al, 2008). Furthermore, an in vivo study showed that
respiratory burst-deficient (gp917™") mice displayed increased susceptibility to VL after
two weeks pi. (Murray and Mathan, 1993) Likewise, amid the vast cylokine production
characteristic of the Md response to leishmania, several studies underscore the key role
of 1L-1 in controlling inflammatory and immune manifestations in leishmaniasis, as well as
influencing the clinical course of the disease. Its production and activation requires two
distinct signals. Signal 1 is representad by the initial microbial stimulus through innate
pattern recognition receptors (FPRs), which result in accumulation of intracellular stores of
pro-IL[, signal 2 is necessary for the assembly and activation of a multiprotein complex
called tha inflammasome, leading to an enzymatic cleavage by caspasa-1 of the pro-IL13
and resulting in release of the active mature IL-1B (Martinon et al., 2009). Of note, the

mechanisms upstream of inflammasome activation responsible for the production of IL-13
3
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by Leishmania are still unknown. Taken together, these observations point out that ROS
and protective inflammatory cytokines, like IL-1[5, act together to control visceral infection
and hence are key antideishmanial effector molecules of the innate immune response o
the parasita,

The induction of these microbicidal molecules involves signalling pathways regulated by
the Leishmania-Mdr interaction. Indead, several Md» surface receptors, such as PPRs,
recognize and phagocylose Leishmania, and ultimately trigger intracellular signaling that
shapes the microbicidal M3 response (Stafford et al, 2002). Leishmania parasite
recognition has been shown to engage different PRRs (Akilov et al,, 2007, Liese et al,
2008). However, only the Toll-like receptors (TLRs) and the C-type lectin receptors {CLRES)
have been identified to participate in the signaling pathways invalved in Md Kkilling
mechanisms. Among CLRs, Mannose receptor (MR), the murine DC-SIGN homologue
SIGNR3 and Dectin-1, are ideal candidates due to their ligand binding-patterns expression
profile in Md subsets, signal transduction capabilities and proven biological roles in
different pathogenic contexts (Osorio and Reis @ Sousa, 2011). The MR is a type-l
transmembrane receptor with a N-terminal cysteine-rich domain, a single fibronectin type-l
domain, 8 CRDs and a short cytoplasmic taill containing a tyrosine-based motif impaoriant
for ligand-receptor internalization. Only one of its CRDs recognizes terminal glycosylated
mofifs, such as D-mannose, L-fucose and M-acetyl-D-glucosamine, While the importance
of MR to the Leishmania- M® interaction was already demonstrated in terms of recognition
{mannose-residues in  lipophosphoglycan  (LPG)),  phagocytosis  and  Md-killing
mechanisms, its in vivo role remains an open guestion given that MR-deficient mice
display similar levels of cytokine production, infection rates and clinical scores compared
to their wild-type (WT) counterparts during Leishmania infection (Akilov et al., 2007; Wilson
and Pearson, 1988). In terms of SIGNR3, also known as CD203d, it is a type-ll

transmembrane receptor that displays a unigue CRD in its C-terminus capable of
4
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recognizing mannose-residues in vanous pathogens (e.g AMycobactenum fLberculosis)
and signalling through an hemITAM-Syk pathway that induces a pro-inflammatory cytokine
response in mouse Mds (Tanne et al., 2008). Based on phylogeny and ligand specificity,
SIGMR3 is arguably the closest functional murine homoleg of human DC-SIGN (CD209),
which is reported to recognize mannose-residues for Laishmania interaction with dendritic
cells (Caparros et al, 2005), Altemnatively, Leishmania presents also S-1.3 glucose
residues that branch off the LPG, the major cell surface glycoconjugate of all Leishmania
parasites (Coelho-Finamore et al.,, 2011). Thus, it is tempting to speculate that Dectin-1,
the major Md receptor for §-1.3 and B-1,6 glucans could interact with these parasites
{(Brown et al, 2003). Like SIGNE3, Dectin-1 is a type-ll fransmembrane recepior
composed of a single extracellular carbohydrate recognition-domain (CRD) and an
intracellular domain with an ITAM motif capable to recruit Syk family kinases and
transduce signals (Osorio and Reis e Sousa, 2011). Interestingly, it was recently shown
that beta-glucan-induced inflammasome activation is dependent on the dectin-1/Syk
signaling pathway (Cheng et al., 2011 ; Hise et al,, 20089). Moreover, Dectin-1 was also
reported to induce ROS production in response to p-glucan particles through a signaling
cascade requiring Syk (Underhill et al., 2008). Thus, Syk-coupled Dectin-1 receptor is
emearging as an important activator of inflammatory responses dunng host defense against
pathogens, such as fungi (Cheng et al., 2011, Hise et al., 2009). Because of its anti-
microbial capacities, Dectin-1 could also participate in Leishmania elimination by Mds
Although these data strongly suggest that SIGNR3 and Dectin-1 may be involved in the
control of Leishmania infection, no direct involvernant of these two receptors in Leishmania
recognition and microbicidal associated functions has been reported.

One common aspect among CLRS is that they are prominently and selectively expressed
according to the polanzation state of Mds, [ndeed, Md polarization is a dynamic procass

that dictates tissue distribution and functional capacities. Two programs broadly classify

5
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polarized Mds: classical (M1) and alternative (M2). The M1 program is considered to arise
from type-1 inflammatory conditions (e.g. IFNy) and pathogenic challenge. M1 Mds
typically exprass high levels of opsonic receptors such as complement receptors and Foy
receptors. They are also characterized by high production of pro-inflammatory signals and

microbicidal molecules such a