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Préambule

Loin de devoir s’en prémunir outre mesure la splamientifigue actuelle utilise comme
beaucoup d’autres I'anglais. Historiquement dansyktéme universitaire anglo-saxon le doctorant
aspire au titre de PhD, contraction glalosophiee doctorLe terme philosophie est utilisé dans son
sens antérieur au XfX® et désigne I'étude générale des connaissances. sléis pas, au méme titre
gue mes camarades doctorants en science, en nisynetendre posséder un quelconque savoir
suffisant en philosophie pour mériter une recorsamise si élogieuse. Toutefois I'idée d’entreméler
I'ombre de la philosophie dans le spectre de I'implagie me ravit. A cela des raisons personnelles,
telle que la recherche perpétuelle de mise en eetisp, un regard critique sur la Science qui @per
beaucoup de ses lettres de noblesses parce quespémialisée et derriere tout cela, cause ou
conséquence, un certain mal étre, un sentimenasl@fpe & ma place, de perdre mon temps et celui
des autres, d’étre en désaccord avec mes pronukasen.

Pour ne pas verser dans le dramatisme pastichienl@avec la philosophie et notre travail
n'est peut étre pas réduit aux seules ironiquéetetle PhD. Fort heureusement la philosophie ne se
réduit nullement a la seule lecture des classiquasphilosophie est avant tout une démarche
personnelle plus ou moins consciente qui peut semér en da quéte du salut, c'est a dire ou
chacun aborde les grandes questions métaphysicquespar la théorie profonde mais par ses
références et interrogations propres. En ce sares,jane trouve pas exagéré, nous sommes tous
philosophes. Aussi dans mon travail quotidien,dargnt dépendant de présences amicales, j'ai essayé

d’allier la nécessité de rigueurs expérimentales d@s largesses de la discipline philosophique.

Aussi vrai que nhous pouvons nous déplacer en a&oa savoir piloter, utiliser un micro-onde
sans comprendre son fonctionnement ou encore cld&m®iC’, la science et son application
technique permet de I'utiliser & tout instant s@msais justifier un degré suffisant de compréhamsio
En serait-il autrement pour un étudiant en thésmsfique ? A quel moment lui demandons-nous une
appréciation et un discernement personnel ? Qga#été de raisonnement exigeons-nous réellement
d’un aspirant Docteur ? Qui n’a jamais éprouve iffecdités a exposer sa recherche a tout non-initié
membre de sa famille, amis ou enfants ? Je pailtagee selon laquelle nous pouvons estimer
posséder un bon degré de compréhension d’'un sugdtanque une fois en mesure de I'expliquer
clairement a un enfant de primaire. Il me sera@nbilifficile d’exposer la « cross-présentation »,
« I'exclusion allélique » ou la « différentiatiorhI7 versus Th9 ». Tout confiant de mon savoiretell
une armure de fer protégeant un corps friablepjerais néanmoins plus aisément distiller au sein d
ma communauté, a grands renforts de vocables rsmoad a nous seuls, une version solennelle de la
« théorie du danger ».

La connaissance que nous sommes en mesure der nedateient elle pas d'un savoir

largement commun, disponible et impersonnel ? Leuserit d’'une thése en science biologique en est



bien trop souvent un exemple flagrant, souffrantntinque d’originalité. A cela plusieurs raisons
gu’il me plait & rapporter avant d’entreprendreéragail de rédaction :
- I'habitude du style, formaté depuis I'enfance &mides instructions
- le manque de temps qui pousse au quantitatif aimeétt du qualitatif
- l'utilité restreinte, ou le seul intéressé en détaimanuscrit n’est autre que son rédacteur
- la prise de risque, qui nécessite un travail pusri et documenté que la droite ligne

N’échappant a aucune de ses réalités, je suis caounanes camarades dans le méme état de fait.
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Introduction

Différentes approches de 'immunité, externe, interne, ciblée

« Nothing in biology makes sense except in the light of evolution »
Theodosius Dobzhansky

Biologiste et généticien russe. Son ceuvre majeure fut sa
participation a la mise en place de la théorie synthétique de 1'évolution.

A. L'immunité et le Vivant

N’en déplaise aux créationnistes, une accumuladierdonnées scientifiques atteste de la

validité de la théorie de I'évolution. Elle fut fidie au grand public par Darwin en 1859, qui comfal
fruit de ses recherches et de son voyage a boRkdgle. Des enquétes régulieres montrent que plus
de 50% des ameéricains rejettent la théorie de lidgiom (1). Pourtant aujourd’hui les données
géologiques, I'étude des fossiles, I'embryologigndtomie comparée ou plus récemment la
révolution de la biologie moléculaire tentent taudeprouver I'évolution.

L'immunité ne dispose pas d'un traitement de favqui la dispenserait de dépendre des
contraintes de pressions sélectives. Sa trés gamdplexité apparente prend toute sa dimension mis
en lumiere par Stephen J. Gould, pour gldscchoses ne se passent pas telles qu’elles atidiese

passer mais telles qu’elles ont pu se passer

Une découverte majeure en biologie de I'évolutden ces dernieres décennies est que de
nombreuses voies de signalisation chez 'hommeidguges dans le développement, I'hnoméostasie et
la pathogénése étaient déja évoluées au momenermhied ancétre commun entre 'homme et les
nématodes, il y a environ 600 million8)( Les systémes immunitaires des mammiféres seéraien
composés d’éléments de ceux qui ont évolué au deifeurs prédécesseurs invertébf&s Les
pathogénes ont aussi évolué afin de se prémuniméeanismes antimicrobiens des métazoa#tes (
Une compilation dedonnées pointe que la réponse immunitaire innéenemmiferes posséde des
origines anciennes, présentant des points commwedels des arthropodes et des nématodtes. (

De nombreux acteurs de I'immunité innée intervieninaais ne seront pas détaillés ici. Citons des
parametres humoraux tels que des inhibiteurs dissemace, des enzymes lytiques, les voies de
signalisations du complément, les agglutinines dqopees, lectines), des peptides antimicrobiens et
évidemment les membres des familles de cytokinedeethimiokines. Sans oublier les barrieres

physiques de la peau et des muqueuses, le sutfpctarmonaire, le pH acide de I'estomac et du vagin.

La reconnaissance par I'immunité innée est basears stratégie de défense qui implique
une gamme de récepteurs non spécifiques appPatésrnRecognitionReceptors (PRRs). lIs ciblent

des molécules ayant peu évoluées présentes cherdesorganismes. Ces molécules sont appelées
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PathogenAssociatedV olecular Patterns (PAMPskt font références aux molécules organiques qui
induisent une réponse immunitaire innée. Les PABtPd conservées dans I'évolution par la fonction
critique qu’elles exercent pour la survie. lls petrant & I'hdte de s'identifier par rapport au

pathogéne. lls incluent I&ipoPolySaccharide (LPS), le®eptiddGlycaN (PGN), les flagellines

bactériennes et les mammanes des levures.

:Phosphocholines :Bacterial surface MBL
:Fungal surface
--Mannose, fucose k&
:Bacterial cell wall

~LPS, lipopeptide,

peptidoglycan, flagellin
:Fungal cell wall
—zymosan :Fungal cell wall

—PB-glucans
LRR CRD
R ITAM ‘

CYTOSOL
I :Microbial genomeé‘ NLRs
| --dsRNA, ssRNA, dsDNA I
" / :Bacterial cell wall fragments g
--iE-DAP, muramyl peptide
\ Bacterial toxins
ENDOSOME ¢
L . Z :Bacterial components T
T ——— —MDP flagellin .
Viruses g "D-Fyrin
:Potassium efflux ’
Helicase CARD :Reactive oxygen species
@D :Lysosomal membrane disruption
j  Viral RNA
RIG-,MDAS [N

Figure 1 | Pathogen Recognition Receptors
Représentation des familles de PRRs et de leurs principaux ligands (9)

Ces composés sont cruciaux et le terRethogerAMP est abusif puisque les micro-
organismes non pathogenes, bien plus nombreuxsyathétisent également. Pour éviter toute
confusion, le termeMicrobeAssociatedMolecular Patterns (MAMPS), relativement peu utilisé,
apparait plus adéquat. Cette distinctopriori triviale dévoile des réflexions importantes. Unrfain
adulte posseéde environ1@ellules eucaryotes contre'i@ellules procaryotes représentant 10% de
son poids a sed (). Si 'immunité innée s’insurgeait contre chaculgeses entités elle serait en état
de siege permanent. Conservant le lexique militaiogre systeme immunitaire inné serait en état de
marche forcée perpétuelle, exposé a tout instdat surchauffe, incapable d’édifier un champ de
bataille approprié lorsque qu’un « ennemi » segmes La critique principale a cette these estlgue
majorité de ces micro-organismes se situent speda et dans la lumiére de l'intestin, compartiment
appartenanstricto senstau milieu extérieur, sans objet pour notre immunitévision de I'immunité
comme dualité hote/étranger ou soi/non-soi, biea historiquement tres importante et servant a
dresser un portrait caricatural, est dépassée.

Nous avons besoin des micro-organismes certainebeaucoup plus qu’ils n'ont besoin de
nous. A toutes les échelles de la vie des métadas bactéries sont indispensables. La syntesse
protéines nécessite de l'azote. La fixation biajog de l'azote atmosphérique est catalysée par un
complexe enzymatique mis en évidence uniquemers dbe procaryotes (Eubactéries et Archaea).
Les légumineuses dont fait partie la luzerne réatisine symbiose avec des bactéries fixatrice tBazo

dans leur systéme racinaire pour en assimiler. Reanola chaine alimentaire, les vaches broutent de
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la luzerne mais ne peuvent pas digérer la cellulpgacipal constituant des plantes et ressource
glucidique fondamentale. Le ruminant fait appeka Hactéries contenues dans ses estomacs. Le steak
de notre repas du midi est entierement dépendefd denne marche des bactéries, dont d’autres
permettront la synthése des vitamines K, B8 et Bh2s parler de I'histoire de la mitochondriesde
terreur du passé et de son bénéfice actuel dgmedaction d’énergie aérobie. L'immunité a la loaird
responsabilité de lutter pour ménager la chévle ebou, de protéger et coopérer avec cette paxie a
ceufs d'or.

L’immunité utilise sans conteste d’autres moyems geux classiquement étudiés. Il me semble
que la nature repoussante que nous procure une delgutréfaction fait indéniablement partie a part
entiére de notre immunité. Qu’en est-il des animguifont leur toilette ou de ceux qui avant de
s'allonger marchent en décrivant un cercle poupeénter leur couchette ? Ainsi, volontairement
provocateur, pourquoi ne pas voir la premiere ligle défense comme une vaste gamme de
comportements réflexes et de situations d’évitengeintendraient a signifier que le meilleur moyen

de surmonter une menace est de ne pas avoir @Htf.

Les vertébrés sont le seul embranchement a possgédemmunité adaptative. Elle est basée
sur une réponse spécialisée et amplifiée face patimogéene particulier par des cellules appelées
lymphocytes. La réponse immunitaire innée est atile production de molécules de costimulation, de
cytokines et de chimiokines nécessaires a l'adtmatdes lymphocytes1(). En retour les
lymphocytes influent sur la réponse immunitaireéianle tout pour une orchestration optimale de la
réponse immunitaire mais aussi de sa résolutiodtude des mécanismes de fonctionnement de
'immunité adaptative est fondamentale et bien pee présente dans ce manuscrit, son importance
n'en reste pas moins capitale chez 'nomme. S’llaifas’en convaincre, prenons simplement
I'exemple de la vaccination et des progrés veréiginréalisés sur la baisse de la mortalité humaine.

Le fait qu’environ 90% des especes animales neépess pas d'immunité adaptative2)
prouve le succes de leurs stratégies de défense eeénd qu’encore plus intéressante I'étude de

immunité innée.

1 Les origines de 'immunité

La question de l'origine de I'immunité dépasse ti@gement le champ d’investigation de
cette these et ma compétence. Pour étre honn&eiegttifiquement recevable, elle exigerait une
accumulation prodigieuse de connaissances et woyicle pouvoir de synthese. Selon certains
spécialistes dont jaillit une forme de préscienceetisée, les premieres formes de protection ou

d’'immunité seraient aussi agées que 'appariticnmtemiers eucaryotes. Elles seraient apparues sous

13



la forme de peptides a activité toxique et de md&capables de désactiver I'expression de génes,
pour contrecarrer les micro-organismes et virugasifg (12). Ces outils se retrouvent actuellement
chez tous les eucaryotes, des plus simples avéphlaés (2). Les protistes, les champignons et les
autres eucaryotes unicellulaires ont également logpé des mécanismes de défense qui leur
conférent une résistance face aux micro-organigmagisogenesi(l). A I'heure ou les métazoaires
demanderaient encore des centaines de millionsé&mavant d’apparaitre, existait sans doute une
capacité immunologique non négligeable puisqualeermis a leurs ancétres de traverser les ages.

Dans son livre, Landmani®), plus tard repris par Nagy4), explore I'idée que les premiéres
amibes réalisaient leur auto-défense, ou immurp, un moyen simple, efficace et toujours
d’actualité : I'ingestion de I'adversaire. Leurense recherche d’'un scénario plausible les a ctnaui
I'hypothese, difficilement jugeable, selon laquellngestion de matériel biologique étranger
conduirait & la production de débris non digéralilels que de petits peptides, qui ne pourraigst ét
pris en charge par I'hn6te. Ces déchets qui ne penta&tre ni collectés ni acheminés dans des
vésicules pour excrétion devaient ainsi flotter sdém cytoplasme. La nécessité de s’en débarrasser
pour survivre et ne pas les accumuler au fur eteaune des générations nécessitait qu’un systeme
capable de les reconnaitre et de les transportiement a I'extérieur de la cellule soit sélectién
par I'évolution. Des molécules CMH-like anciennesaéent ainsi fonctionnées comme dgseltes a
ordures» («garbage shove#). Zoltan Nagy est tres clair quand il écrilo«my opinion, the defence-
related antigen presenting function is just a selzwy use of the waste disposal syste(h4). Aussi
incroyable que cela puisse paraitre, la foncti@mpére du complexe majeur d’histocompatibilité, au
milliard d’année du lymphocyte, ne serait pas imalagique mais physiologiqu&our éviter toute
confusion, rappelons quié&xpression du CMH telle que nous le connaissocisigdlement n’est
présente que chez les vertébrés a machoires. Aigbemigication claire d’homologue de CMH | ou Il
n'a été trouvée a I'extérieur des gnathostomesrapriésentent I'infra-embranchement a partir duquel
la présentation antigénique est appafli. (

Quelque soit I'inatteignable réalité de son origiop peut cependant affirmer avec platitude
gue 'immunité a sans aucun doute trouver les magencontrer 'adversité a laquelle elle eut aelutt
La meilleure preuve de cela, irréfutable au seosgito, ergum sum de Descartes est la contestation

possible de toutes les spéculations sur I'immupidé, son succes.

J'ai choisi de décrire brievement I'immunité aunselie plusieurs familles du vivant afin
d'illustrer les tendances maitresses de I'évolugibaon aboutissement actuel,cemtinuumperpétuel.
Les plantes tout d’abord, bien souvent délaisségmertant si riches d’enseignement. Viendront
ensuite les nématodes avec une attention partieyigur C. elegans qui permit de mieux comprendre
I'apoptose, processus dont on mesure mal encote kguportance et son lien avec I'inflammasome.
Prenons de la hauteur avec les insectes et son iagrhbre en science, D. melanogaster, qui nous

apportera la découverte des TLR&Ol Like Receptors). A la croisée des chemins sera ensuite
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présenter I'immunité des poissons. Les membres wdahoires, agnathes, qui possédent une forme
alternative d'immunité adaptative. Les membres ahuo#ies et tous les vertébrés qui en découleront
avec une immunité adaptative au sens plus classipfen quelques mots sur les mammiferes, ou
c’est principalement de la souris qu'on espere tieesubstantielles améliorations de la connaigsanc
au bénéfice de la santé humaine. Il ne s'agit emrawcas de livrer la totalité des composantes de
'immunité chez ces différents embranchements. pbmant est de susciter I'intérét dans une

approche holistique.

2 L’immunité chez les plantes

De nombreux micro-organismes sont pathogénes psplantes, altérant leur croissance et leur
reproduction. lIs utilisent différentes stratégikess pathogenes bactériens proliferent dans lescesp
intercellulaires (apoplastes) aprés étre entrésegagoores aqueux (stomates), gazeux (hydathodes) o
par des lésions. Les nématodes (vers non segmeattéegaphidoidea(pucerons) se nourrissent en
insérant un stylet directement au travers desdragide I'hote.

A la différence des mammiféeres, les plantes nequtsd pas de cellules mobiles de défense ni
de systéme immunitaire adaptatif somatique. Lest@facontiennent leur systéme immunitaire inné
inscrit dans chacune des cellules et émettentigrausx systémiques émanant des sites infed@s (
(11 (17).

Le systéme immunitaire des plantes se décline ex bieanches de PRRs :

- La premiére reconnait et répond a des molécwesmunes a de nombreuses classes de micro-

organismes, incluant les non-pathogénes.

- La deuxieme répond a des facteurs de virulencettegene, soit directement, soit via les effets sur
les cibles hotes. Ce sont les protéines de résistdBS-LRR, répondant a des facteurs de virulence

spécifiques d’'une souche de pathogéne.

La premiere branche de I'immunité chez les plantdise des récepteurs transmembranaires
aux PAMPs 18). Comme les insectes et les vertébrés par exemegl@lantes répondent a beaucoup
de molécules similaires, incluant LPS et flagelliDes PRRs s’activent également en réponse a une
large variété de molécules associées aux oomy¢gtetistes filamenteux) dont des composants de
leur paroi cellulaire, tels la chitine et I'ergastie(19).

Un tres bon exemple est celui de la flagelline édetne, laquelle entraine des réponses
immunitaires chez de nombreuses plan2&s. (La mobilité due a la flagelline est trés impateapour
la pathogénicité des bactéries chez les plad®sn peptide de synthése de 22 acides aminég,flg2
constitue un domaine conserveé de la flagellinsuffit pour induire des multiples réponses celhasi
(22) dont la transcription en I'espace d’'une heurepties d’'un millier de géne chez Arabidopsis
thaliana 22), plante de référence pour I'étude du regne végéeaPRR liant flg22 est un récepteur a

activité kinase contenant un LRR extracellulairped@ FLS2 Flagd.lin Sensentive) Z3). FLS2
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engage une cascade de MAPK, des facteurs de fi@titstrappelés WRKY et des protéines
effectrices 24). A noter que son homologue humain, TLR®I(-Like Receptor-5), reconnait des

domaines différents de la flagellineg], ce qui renverrait & un mécanisme d’évolutionvergente.

La deuxiéme branche de I'immunité chez les plaatgslargement en intracellulaire, utilisant
les protéines NBS-LRR codées par la plupart deeg&h (deRésistance) 16). Seules les plantes
posséderaient des récepteurs immunitaires quiréetiément pathogéne-spécifique. Ils reconnaissent
des facteurs de virulence codés par un pathogessefaCteurs sont des molécules effectrices libérées
par différents pathogénes, comme les effecteutype Ill (11). Les facteurs de virulence sont des
structures, des enzymes, des toxines ou des réhidomstabolisme qui contribuent a I'expression du
pouvoir pathogendl en existe plusieurs types qui agissent a diffisstades de I'infection, dont voici
quelques exemples : certains permettent aux ag#etsieux de s’'attacher aux tissus, d’'autres les
aident a éviter les défenses intracellulaires Hét¢ ou a s’y opposer, d’autres encore contribaent
leur propagation dans un organe ou dans l'organigneenfin certains comme les toxines
empoisonnent leurs hotes. Simples molécules outatas élaborées, ces facteurs sont codés par des
genes et spécifiques d’un agent pathogene d@meé (

Les NBS-LRR possedent un domaine de liaison agiéntides NucléotideBinding Site) et
un domaine LRRL(eucineRich Repeat). Les NBS-LRR des plantes sont comparés a&s \Nod
Like Receptors) des animauff). Les effecteurs de pathogenes, provenant dereliffe regnes, sont
reconnus par les NBS-LRR et activent des mécanisiteedéfense. La résistance engagée par les
NBS-LRR est efficace contre les pathogénes quieneent croitre que sur du tissu vivant (biotrophes
obligatoires) mais pas contre les pathogénes aritties tissus de I'h6te durant la colonisation
(nécrotrophes)7).

Les effecteurs reconnus par une protéine NBS-LRR appelés protéines AvAyirulence).

Il s’ensuit souvent une mort cellulaire qui s’éteadement au dela des cellules infectées. Cetté mor
cellulaire, qui pourrait retarder la croissance cdgtains types de pathogénes, n’est pas toujours
observée et n'est pas requise pour I'immunité iredpar les facteurs de virulence. Ce qui stoppe la
croissance du pathogene dans la plupart des castaigours pas connu. Egalement peu de choses
sont connues a propos des signalisations requisas getiver 'immunité via les NBS-LRR. Ces
protéines sont probablement conformées a I'étattinpar des protéines chaperons, telles HSP90
(28). Les LRRs semblent agir comme des régulateuratifi@égyui bloquent I'activation inappropriée
du domaine NBS. L’activation de ces protéines rstarg des changements conformationnels intra-
et intermoléculaires. Cela pourrait ressembler g&gamisme moléculaire de mort cellulaire engagée
chez l'animal par Apaf-129). On y retrouve d’étonnantes corrélations avec NRs des
mammiféres et la formation de l'inflammasome domtglanisation tripartite similaire aux NLR8Q)

et le rble supposé des LRRs.

Il existe une grande diversité de gene de résist@R). Les cellules d’Arabidopsis contiennent
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140 NBS-LRR 81) et le riz plus de 5003Q). Rappelons qu'une des raisons possibles de cette
multiplicité est qu'a la différence des NLRs les ${BRR répondent spécifiquement vis a vis d’'un
pathogene, notamment contre leurs facteurs deewicel Néanmoins, Jones et Dangl pensent que
beaucoup des protéines R pourraient étre activéeso®nnaissant indirectement les effecteurs d’'un
pathogene et non eux-mémes directem@d). (Cette <«hypothése de garde impligue que les
protéines R reconnaissent indirectement les effestpathogéniques en contrélant I'intégrité des
cibles des effecteurs microbieri®). Le concept des protéines R reconnaissansta modifié par un
pathogene> est similaire & la reconnaissance diokmodifié& dans le modéle de danger du systeme

immunitaire mammalien de Polly Matzing&3J.

Comment ces différentes catégories de PRRs fomaitrensemble pour fournir une réponse
coordonnée de la plante ? Une possibilité est qee différents types de récepteurs renforcent
mutuellement la réponse immunitaire, constituarg sarrure a deux loquets pour réduire les pertes
engendrées par une réponse compléte face a dessonga non pathogenes.

Les récepteurs extracellulaires non spécifiques ES2 pourraient servir de sentinelle
précoce et alerter la plante de la présence d'uhopane potentiel, activant une réponse locale
transitoire et/ou en primant les défenses de latplafin de produire une réponse plus longue, plus
vigoureuse et systémique si un second signal cygosoest détecté par un récepteur NBS-LRR. Ou
alors le fait de posséder des récepteurs de mekicohservées de micro-organismes et également des
facteurs de virulence spécifiques pourrait perraettux plantes de faire la distinction entre les
pathogénes, les saprophytes et les micro-organisamesiensauxi(l).

De nombreux pathogénes contaminent le cytoplassecellules hotes par l'intermédiaire d'un
appareil appelé «systeme de sécrétion de typ€T85S, Type Ill Secretion System), véritable
seringue moléculaire, moteur de l'interaction béetéellule eucaryote. Il est possible d’envisagee
les pathogénes aient évolué des effecteurs ddltyacteurs de virulence, pour abroger les répsns
des plantes aux PAMP34) et que les plantes en retour aient évolué deptéars pour ces effecteurs
de type lll. Puisqu’il y a un nombre quasi illimitéeffecteurs de type Ill potentiels que les plante
auraient a reconnaitre, les récepteurs NBS-LRRentrédvolué pour contréler les cibles des effecteur
de type Ill plutdt que de fonctionner comme desepéeurs directs de ces effecteul®)( De
nombreuses publications fournissent une accumulagodonnées qui peuvent expliquer comment les
plantes peuvent potentiellement reconnaitre unengardiverse de pathogenes et de molécules
spécifiqgues a un pathogéne en utilisant un nomélaivement limité de récepteur84( 39. La
solution évolutive chez les plantes pour identifies pathogéenes impliquerait I'auto-surveillance,
tandis que chez les vertébrés elle mettrait en esurnrsystéme immunitaire adaptatif impliquant la

détection d’antigénes étrangers.
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3 L’immunité chez les invertébrés

Les métazoaires diploblastiques les plus anciepsnges et I'ancien taxon de ccelentérés
regroupant cnidaires (hydres, méduses, coraux, @m&rde mer) et cténaires (ceinture de vénus)
possédent des cellules amiboides qui exercenttEs digestifs et ingerent également les organismes
étrangers. Ces phagocytes sont les précurseursoiomels des macrophages des vertél86s (

Invertebrate immunity Mammalian immunity

Antibacterial peptides
Lysozymes

Pattern-recognition proteins
(e.g. Toll-like receptors and lectins)

Complement
Adaptive immunity
Pyogenic response

Phenol-oxidase
cascade

Antibacterial peptides
Circulating recognition molecules
Professional phagocytes

Figure 2 | Immunité croisée invertébrés et mammiféres
Diagramme soulignant les hautes similarités entre des animaux
a priori aussi éloignés que les invertébrés et les mammiféres (4)

a L'immunité chez les nématodes

Les nématodes, ou vers ronds, sont les animauxlles abondants sur Terr&7]. Les
nématodes ont interagit et coévolués au contaghideo-organismes pendant plus de 600 millions
d’années 4). Certains nématodes vivant dans le sol, tel df@himodéle du développement et de
I'apoptose Caenorhabditis elegar®8)( sont bactérivores. Des spécialistes estimentl'§uelution
des mécanismes défensif et offensif afin d’évidgpiédation par les nématodes et d’autres invésébr
serait a I'origine des traits reliés a la virulergde A I'opposé, I'évolution des mécanismes de défens
des nématodes sous la forme d’un systeme immuanitaie serait devenue essentielle pour survivre a
I'ingestion de pathogénes potentiels.

L’'analyse du génome de C. elegans identifia un sgéhe codant pour un PRR
transmembranaire de la famille des TLR appelé Tdl-possede d’autres génes codants pour des
composants reliés a ceux des voies de signalisali®s chez les insectes et les mammiferes, incluant
TRF-1 relié aTRAF1 (TNFR-Associated-actordl), PIK-1 relié a Pelle et IRAKd I(-1R-Associated
Kinases), et IKB-1 relié a l'inhibiteur de N€B (IkB) (39). Cependant, le génome de C. elegans ne
semble pas coder d’homologue de MyD88y€loid Differention factor88) ni des facteurs de
transcription NF«B-like (40). Il existe d’autres protéines/voies de signaiiset similaires ou
notablement différentes non référencées ici erde génomes. Le but n'est pas tant de faire
« catalogue » que de montrer la distance certaiais melative entre les nématodes et d'autres

animaux.
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b L'immunité chez les insectes

Le travail chez Drosophila melanogaster identiarble central du récepteur Toll dans le
développement et la détection de pathogdig (es études des voies de signalisation TLR o se
de paradigme quant a la conservation des composantsmmunité innée 42, 43. Il me parait
important de résumer cette histoire phare de Biistdes sciences de la fin du XXsiécle.

Initialement, Toll fut identifié comme un géne dévdloppement dans I'établissement précoce
de I'axe dorso-ventral de 'embryod4). En 1991, le domaine cytoplasmique de Toll fyip@té
comme possédant une homologie avec le domainelagtomue de I'interleukine 1 (IL-1) humaine et
fut baptisé domaine TIRTEIl/I nterleukin 1Receptor) 45). En 1996, une avancée convaincante fut la
mise en évidence que les mutants de la voie Taill @dmuno-déficientes4g). L’année suivante, un
homologue humain de Toll fut montrée comme activaxpression de genes contrélés par RB--
(47). En 1998, le positionnement sur le génome hundaingéne murin Lps, qui lui conféere la
résistance face au choc endotoxique induit paPi8,lpermit I'identification de TLR44g).

Chez la drosophile adulte Toll agit en amont d’'eascade de signalisation conservée dans
I'évolution et impliguée dans I'immunité innée. rihe parait trés curieux qu'une méme protéine
répondant au méme ligand au sein du méme orgamnisiisee avoir deux fonctions critiques dans
deux systemea priori trés distincts. Cela tendrait je pense a bien reomwjue I'évolution du systéme
immunitaire, et au dela son niveau d’aboutisseraetutel tel qu’on pourrait a tort I'envisager, ness’
pas réaliser de facon idéalement autonome maidgsachemins parfois bien détournés, me rappelant
le «Hasard et la nécessitede Jacques Monod.

Toll dans son r6le immunitaire est activé par Sgaetine cytokine produite chez les insectes
suite a la détection de PAMPs. Chez les vertéle®JLRs sont activés par les PAMPs, directement
ou a l'aide de protéines accessoires comme dacasl@LR4/LPS. A la fois chez les insectes et les
vertébreés, cette détection de PAMPs conduit aiVation de facteurs de transcription dont KiB-
grace a des voies de signalisation impliquant notant TIRAP, MyD88 et d’autres protéines aidant a
'assemblage de complexes multi-protéiques. KBFrégule plusieurs aspects de la différentiation
cellulaire pendant le développement ainsi quedasitription de génes qui codent pour des protéines
impliguées dans les réponses immunitaires innélssqtie les peptides antimicrobiens et les cytakine

pro-inflammatoires des vertébre).

Chez D. melanogaster, I'activation de MB-par la voie Toll se réalise principalement en
réponse aux champignons et bactéries pathogéenes @asitive 46, 50, tandis qu’une voie paralléle
IMD (IM muneDeficiency) est activée principalement & I'encomteepathogénes Gram-négatifd)

La voie IMD de la drosophile correspond a la vogesignalisation TNFRTumor NecrosisFactor

Receptor) chez les mammiférek).
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4 L’immunité chez les vertébrés

a L'immunité chez les poissons

La majorité de nos connaissances sur la compositofonctionnement et la régulation des
deux branches immunitaires innée et adaptativeseegar des études réalisées chez ’'homme et la
souris. Récemment, de nouvelles découvertes cemaell'intérét de I'étude de 'immunologie des
poissons. Sans oublier la réalité économique auédaulture devient primordiale et ou l'infectiorsde

poissons d’'une ferme piscicole pourrait générersdesouts importants$6).

Le nombre de génes de I'immunité innée des poiss@s agrandi afin de permettre les
augmentations fonctionnelles de la flexibilité, ldediversité et de la redondance. Cela supporterait
I'apparente faiblesse de leur capacité d’adaptakan exemple le poisson zébre posséde environ 50%
de plus de TLR que les mammiféres ce qui lui peamaietde reconnaitre plus de PAMPs ou de

posséder une réponse plus spécifique pour chaeutre’eux $6).

Les poissons comprennent des membres dépourvusadeoire (agnathes) et ceux qui en
possédent (gnathostomes). Ces derniers peuventcé@tiitagineux (comme le requin) ou 0sseux

(comme le gardon).

i Les poissons sans mdchoire (52)

Les agnathes sont apparus au Cambrien il y a 50i@msid’années. Les seuls représentants
actuels sont les lamproies et les myxines. Avantlgnathes, les invertébrés et les chordés anm&rieu
utilisaient des molécules codées directement mgénes somatiques pour la détection de micro-

organismes et la phagocytose comme réponse priaesreellules effectrice$g).

Le sang des agnathes contient des cellules qui mamphologiquement similaires aux
lymphocytes, aux plasmocytes, aux monocytes etgaamulocytes des vertébrés supérieurs. Durant
les années 60 et début 70, une accumulation deedenmontrait que les agnathes possédaient un
systeme immunitaire adaptatif. L'immunisation denfeoies avec des antigeénes particulaires, tels des
bactéries tués a la chaleur, des bactériophagedesuérythrocytes de mammiféres induisait la
production d’agglutinines anticorps-like spécifiqu@4). L’identification des bases génétiques par
analyse transcriptomique montra la présence de sgémeliqués dans I'immunité adaptative.
Néanmoins les éléments cardinaux, immunoglobulif1 et RAG2, CMH1 et CHM2 étaient

absents. Des études génomiques récences ont cédiumabsence.
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En 2004, il fut injecté aux lamproies un mélangantigénes et de mitogenes qui induisent
une transformation lymphoblastoide des cellulegplyoeytes-like %5). Ces cellules activées du sang
furent triées et une étude des cDNA fut réalisé@erggport a des ceux d’érythrocytes. Sur les 1500
clones de cDNA étudiés, 239 contenaient une séquamique de LRR, uniqguement exprimée par les
lymphocytes. En raison de cette diversité et de Epression restreinte aux lymphocytes, ces
récepteurs furent appel&ariable LymphocyteReceptors (VLRs). Chaque VLR code un peptide
signal invariant (SP) suivi de modules LRR ordonméss trés variable$¥)

Ces observations et d’'autres permirent de condurene forme alternative d’immunité
adaptative comprenant des récepteurs antigénicasgs Isur des modules LRRs avait évoluée avant
notre systeme basé sur des limunalobulines). Contrairement aux segments V, D, Jidede
vertébrés a machoires, les cassettes LRRs ne apittopdées de séquence signal de recombinaison. Il
existe deux types de VLRs, VLRA et VLRB, exprimés pes populations de cellules lymphocytes-
like différentes. Des enzymes apparentées a lssiogadésaminase de I'ADN pourraient catalyser
'assemblage des deux génes en établissant desreaste 'ADN. Ces enzymes permettraient un
appariement par homologie de cassettes LRRs etvieteraient dans l'assemblage et la
diversification des VLRs.

La majorité des séquences variables dans un VLRRefame surface concave, ce qui suggéere
une liaison a l'antigene. Les VLR sont exprimésqueiment sur les cellules lymphoides. Celles-ci
réalisent le phénoméne d’exclusion allélique, qgmife que lorsque qu’une copie d’un géne a réussi
son réarrangement I'expression de la seconde gxcée.

- Les cellules VLRB produisent des anticorps solulsiesilaires aux réponses IgM des poissons
osseux et cartilagineux.

- Les cellules VLRA subissent une transformation Ijiplastoide et une prolifération consécutive
a I'immunisation par des virus, des bactéries sta#lules de mammiferes. Elles ne produisent
par de protéines VLRA solubles mais se différerticem cellules sécrétrices de cytokines qui
pourraient diriger la réponse immunitaire.

Ces deux populations de cellules lymphoides pamaisnctionnellement similaires aux

lymphocytes B et T des vertébrés a machoire.

Le systéme immunitaire adaptatif des vertébrés sa@thoire a beaucoup de similarités avec
celui des vertébrés a machoires, incluant la cotinpantalisation du développement des lymphocytes
B-like et T-like. En réponse a des antigenes, lesxdlignées proliferent et se différencient en
plasmocytes sécréteurs de VLR et en cellules sibagide cytokines pro-inflammatoires.

La séquence des modules LRR individuels assemtdés dn VLR est trés diverse. La

diversité combinatoire est comparable & celle aestinoglobulines (~10 combinaisons) 56)
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ii Les poissons a mdchoires (56)

Le systéme immunitaire adaptatif classique, cesurda reconnaissance de I'antigene par des
lymphocytes grace la recombinaison somatique gxiragl y a environ 450 millions d’annég7j. I
est commun & tous les gnathostomes, depuis lesopsisa machoires jusqu'aux mammiféres en
passant par les amphibiens, reptiles et oiseaux.

Deux événements macro-évolutifs y auraient congriblémergence du transposon RAG

(RecombinatiorActivatingGene) et deux séries de duplication compléte durgéno

Les gnathostomes actuels partagent un systéme iitanercomplexe qualifié d’anticipatoire.
Sommairement, il est préparé a répondre a toutetési@é de diversité organique. Ce répertoire trés
divers de récepteurs aux antigenes est généré paarrangement somatique de segments V, D, J des
genes des immunoglobulines grace a des recombifRas@spendant le développement clonale des
lymphocytes.

Les poissons a machoires sont les plus anciensyssrtl’un systeme adaptatif basé sur le trio
BCR-TCR-CMH. Les molécules de CMH permettent des@néer a la surface de toutes les cellules
d’'un héte une identité tissulaire basée sur ungguode protéines du soi. Les antigénes étrangens s
réduits a I'état de peptide et également prése@éscomplexe peptide/CMH est reconnu par les
récepteurs des cellules T (TCR;Cell Receptor) exprimés a la surface de lymphocytes regllgs
spécifiques. En théorie simplifiée, les moléculéswées du non-soi (micro-organismes, virus) ou du
soi modifié (tumorigénése, auto-immunité) activdas lymphocytes T qui vont par divers moyens,
notamment en activant des lymphocytes B, permeltrecombattre une situation potentiellement

délétere.

A la fin des années 1980, Sakano, Tonegawa emnaldécouvert la présence de séquences
signal de recombinaisons et ont remarqué leurstité®pé inversées semblables au transposon. Un
transposon est une séquence d’ADN capable de $acdépt de se multiplier de maniere autonome
dans les génome5§). La diversité des TCR et BCR vient du réarrangerde portions de génes par
des enzymes RAG. Les recombinaisons sont réalis#es de séquences signales conservées bornant

des segments variable (V), de diversité (D) ebdetjon (J).

b L'immunité chez les mammiféres

Leur immunité innée comprend pour une grandedqestrécepteurs et des voies de signalisation
retrouvés dans de nombreux autres organismes sivams mammiferes possédent I'immunité
adaptative sans doute la plus performante, notatnméwoilée par le succés indéniable de la
vaccination. Le détail des voies de signalisatiales)a relation et de communication entre innée et

acquis ne sera pas développer ici.
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5 L’immunité, I’évolution ou I'effort du carré jaune

Archaea Protists Metazoans Vertebrates Mammals
~3.5 billion ~1.5 billion ~600 million ~380 million ~70 million
years ago years ago years ago years ago years ago

— —— L

Pathogenic

Symbiotic

Time
Figure 3 | Le syndrome du carré jaune
Diagramme représentant en abscisse le temps a I'échelle géologique et en ordonnée la proportion restreinte de bactéries pathogéniques
par rapport aux symbiotiques. Le carré jaune en haut a droite concentre les efforts de la Recherche, a savoir 'effet des pathogénes sur les
mammifeéres. Plus de 99% des relations hotes/bactéries ne rentrent pas dans ce cadre et peuvent grandement atténuer notre
appréhension de I'immunité (4)

Evolution de 'immunité innée

Chez certains invertébrés comme I'ourd8)(il s’est produit une forte expansion du nombre de
PRRs, ce qui pourrait suggérer un mécanisme corapelasdéficience de I'immunité adaptatiaby,
Les plantes auraient encore plus de récepteursnttaunité innée que les invertébrés, ce qui serait
peut étre la conséquence du fait que les plantes s&ssiles, ont une durée de vie beaucoup plus
longue et qu'elles n'ont pas de cellules mobiles mpuvent se spécialiser dans la défense face aux
pathogénegq25). Les cellules des plantes sont fixées dans lewi gt chaque cellule est donc
responsable de sa propre déferisg. (

L'origine des domaines LRRs est trés ancienne, -celdtant retrouvés dans presque tout

'ensemble du vivant, incluant plantes et animaux.

L'immunité innée chez les vertébrés, les invertébeé les plantes a des caractéristiques
communes, parmi lesquelles la présence de réceptaur PAMPS, des cascades conservées de
protéines kinases (MAPK) et la production de peggtidntimicrobiensl{l). Il est généralement admis
que ces similarités de I'immunité innée chez cegamismes distants représentent un procédé
d’évolution divergente a partir d'un archétype @flidaire eucaryote qui date d’avant la divergence
entre les regnes animal et végétal.

Ausubel pense que I'étude des données disponildesrenque I'apparente analogie entre les
modules de I'immunité innée utilisés chez les manet les animaux est la conséquence d'une
évolution divergente et refleterait la présenceagtraintes inhérentes a la construction d’'un systé
immunitaire (1). Il estime que I'idée répandue selon laquelleRBIRs, les voies de signalisation et
les effecteurs sont conservés chez les plantesnsestes et les vertébrés est peu recevalale.
similarité entre les récepteurs de la flagellin&SElde la plante et TLR5 des mammiféres comprend la

présence d'un domaine LRR en extracellulaire dilibation d’'une activité tyrosine/thréonine kinase
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pour la transduction. Cependant, élément importast,deux récepteurs répondent a des épitopes
différents de la flagelline6Q). Les régions LRR de FLS2 et TLR5 sont tres digatgs. A la
difference des TLRs, le récepteur FLS2 ne posséae ¢e domaine TIR-like intracellulaire.
aucun homologue des protéines adaptatrices cyfogslicontenant un domaine TIR, comme MyD88
n'a été identifié chez la plante.

Si ces récepteurs a la flagelline ont évolué airpdiine ancétre eucaryote, il est difficile
d’expliquer pourquoi la spécificité au ligand et ldomaines de signalisation intracellulaires sont
différents chez la plante et chez I'animal)

Les plantes ne possédent pas de facteurs de fmimsthomologue de la famille Rel-like,
incluant Dif chez la drosophile et NéB chez les mammiféres. A l'inverse, la famille deteurs de
transcription WRKY des plantes, activés par FLS2sthpas retrouvée chez les animald)(
L'implication commune des MAPKs ne permettrait @ga¢nt aucune hypothese de conservation. Les
MAPK réalisent des cascades d’activations en étsdnlit des ponts entre divers senseurs/récepteurs et
leurs génes cibles. Cela se retrouve chez desyatesraussi €loignés que les levures, les plale®s,
invertébrés et les vertébrés. Les MAPK seraientc dgpparemment apparues tét dans I'évolution,

avant méme I'émergence de la multi-cellularité)

En résumé, les structures globales des voies dal&gtions immunitaires innées enclenchées
par les PAMPs sont similaires chez les planteg®iahimaux. Toutes deux emploient un récepteur
transmembranaire avec un domaine LRR en extraaglilune cascade de signalisation comportant
des MAPK, la production de substances oxygénéagregénes, des flux de calcium, une activation
de facteurs de transcription et I'expression deatdfurs immunitaires inductibles. Ausubel estime qu
les similarités observées ne reflétent pas uneearsation phylogénétique d’une voie de signalisation

ancienne mais un mécanisme d’évolution convergence.

Evolution de I'immunité adaptative

Dans les années 1980, les TCRs furent découvents €bnsensus approuva l'idée gqu'ils
partageaient un ancétre commun avec les genes @& Bette attestation est basée sur une
organisation similaire de leurs domaines et suméganisme de base commun dans la génération de
la diversité. Le systeme immunitaire adaptatiféossr le trio BCR-TCR-CMH est présent a partir des
poissons cartilagineux mais absent des chordés ategens. Deux évenements macro-évolutifs
I'auraient permisg6) :

- linvasion du transposon RAG, fournissant la cajgadiinnovation

- la duplication totale du matériel génétique, fossant la base matérielle
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Les génes RAG sont des transposons qui ne proviemas originellement du génome de
I'néte. Les génes RAG1 et RAG2 sont retrouves dloezsin (échinoderme), ce qui implique que le
transposon RAG est entré 100 millions d’années mimis avant I'émergence d’'un systéme
immunitaire adaptatif et y est resté latent ou Igs'ést introduit plusieurs fois. Sans égard aux
modalités de cette invasion, l'arrivée du transpo$tAG a probablement fournie une capacité

d’innovation majeure puisque tous les génes BCRGR utilisent actuellement le méme mécanisme

de réarrangement VDJ.

L'idée d’'une duplication du matériel génétique agparue environ 40 années en arriére par
Susumu Ohno. Il proposa que les vertébrés ont sakitou deux fois une duplication totale de leur
génome. L’idée fut I'objet d’un intense débat dtraaintenant largement acceptée. Une duplication a
eu lieu apres 'apparition des urochordés (aninmaaxins primitifs) et avant la radiation des verésbr
a machoiresg6). Avec quelles exceptions, le systéme immunitaidaptatif des gnathostomes est

resté remarquablement uniforme pendant les derb@grsnillions d’année$HE).
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Figure 4 | Systémes immunitaires chez les deutérostomes
Ce diagramme d’évolution phylogénétique montre bien la présence ubiquitaire des PRRs (TLR, NLR et SR (scavenger receptor)).

L'immunité adaptative est apparue chez les poissons par des deux systémes différents : le systéme VLR chez les agnathes et le systéme
TCR-BCR-CMH chez les gnathostomes. Les étoiles jaunes représentent les étapes de duplication compléte du matériel génétique (56)

Les cellules lymphoides (le coeur de I'immunité aatiye) les plus anciennes au niveau

phylogénétique sont retrouvées chez les prévegd@wéa division des deutérostomg6)( c’est a dire
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par exemple chez étoile de mer mais pas chez feacalDe plus I'observation que les agnathes
possedent des cellules B- et T-like indique que &gparition a eu lieu avant la divergence entre

vertébrés sans/avec machoire.

Les VLRs des agnathes et les BCRs/TCRs des gnathestsont basées sur une diversité
combinatoire générant un répertoire de liaisonsiptes trés vaste. Cependant, les génes des VLRs
n'ont pas de similarités avec ceux des BCRs/TCRa atachinerie de recombinaison est différente
car seuls les derniers possédent RAG. Ces obsmrsatuggérent que les deux branches de récepteurs
ont évolué indépendamment. L'ancétre des vertéwéait les précurseurs a la fois des BCR/TCR

mais aussi des VLRs.

Quelles pressions sélectives ont conduit a I'éamerg d’'un systéme immunitaire adaptatif ?
Il ne semble pas indispensable puisque les invedébt les plantes, deux grand succes évolutif, se
contentent de mécanismes de défense innée. Tatdés systemes adaptatifs primitifs ont été décrit
chez plusieurs taxons d'invertébrél)( et I'utilisation d’un mécanisme RNAi-like four@it des

réponses adaptatives chez un grand nombre d’esfes

Certains chercheurs estiment qu'un systeme densi&fanticipatoire pourrait a terme causer
plus de problémes qu’il n’en résout. Il nécessitanécanisme de tolérance au soi pendant I'ontogénie
des lymphocytes et son échec peut mener a l'autmsimité 63). En outre, le systeme immunitaire
adaptatif ne semble se maintenir que sous de fpriessions sélectives. Les organismes comme la
morue, I'hippocampe ou I'axolotl, qui ne seraieasontraient a de fortes pressions sélectives par
des pathogénes, semblent avoir perdu leur capdeitdonter des réponses adaptatisés. (

Selon Flajnik et Kasahara, Le systétme BCR-TCR-MigQévéle toutefois trés performant
(56). lIs avancent I'idée que I'apparition de ce sysé&qui s’est réalisée avec les vertébrés a machoire
refléte probablement leur caractére prédateure©ptédateurs ont souvent une progeéniture resreint
maintenant un ratio prédateur/proie satu quo(56). Ces chercheurs estiment qu’avec I'apparition
des machoires le matériel a digérer pouvait cadesrlésions de l'intestin et présenter un risque
d’'infection massive36). Par ailleurs, il est établi que les premiers tnes de cette superclasse, les

placodermes, furent également les premiers a e¢ddidertilisation internegd).

Conclusions

Bien qu'il soit généralement accepté que les régmimamunitaires des plantes et des animaux
partagent au moins quelques origines évolutiveshuames, 'examen des données disponibles échoue
a supporter cette conclusion, en dépit des sin@kardans la «logique » globale des réponses

immunitaires innées chez les eucaryotes multicaties (1).
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Les plantes et les animaux utilisent des famillesfatteurs de transcription différents pour leurs
réponses immunitaires innées. La famille WKRY chez plantes est absente chez les animaux. La
famille NF«B utilisée chez les insectes et les vertébrés rpast présente chez les plantes et C.
elegans n’en possede aucune des deux.

Bien que des composants des voies de signalisggéidimmunité innée chez les plantes et les
animaux partagent certains motifs protéiquesuamd TIR, NBS et LRR, il semble aussi probable
que ces motifs aient été recrutés indépendammen$ das lignages évolutifs différents pour
fonctionner dans la signalisation immunitaire qes ootifs aient évolué a partir des protéines de
signalisation immunitaire innée ancestrale. Lesi@&phylogénétiques de familles de genes impliqués
dans limmunité innée supportent cette conclusisnggérant que d’autres composants de la
signalisation immunitaire chez les insectes ewtatebrés, incluant TLRs et N&B, représentent des
protéines de signalisation hautement conservéesfugant sélectionnées indépendamment pour
fonctionner dans la signalisation immunitaire inr{@®, 6§. Ce n’est pas nécessairement inattendu.
Les LRRs par exemple sont utilisés en tant queptéoes pour une large variété de ligands par de
nombreuses protéines eucaryotes. L'idée d'un psocesl’évolution convergente est également
supportée par le systtme immunitaire combinato&® ldmproies (vertébrés sans machoire), lequel
impligue des LRRs tres divers a la place de segndatgénes des immunoglobulines chez les
vertébrés a machoiréj).

Certaines revues admettent la conclusion que Iléeo convergente expligue mieux les
similarités dans les réponses immunitaires desqdagt des animaud g) mais cela n’est pas établi
explicitement. Pourquoi I'évolution a telle choisin nombre limité de modules régulateurs
apparemment analogues au sein de lignage évoligtnds ? Cela reflete-il des contraintes
biochimiques inhérentes qui résultent de la manilenet un systéme immunitaire effectif peut étre
construit?

Par exemple les protéines possédant des domaifesorit impliquées dans trois voies de
signalisations immunitaires innées apparemmenamtiss : les protéines TIR-NBS-LRR des plantes,
la TIR-(p38) MAPK du nématode (et peut étre d’asifpbylum) et la signalisation TLRs des insectes
et des vertébrés. De plus, au moins chez les arintesl protéines a domaines TIR semblent étre
utilisées exclusivement par les voies de signadisammunitaire. Il est concevable que les domaines
TIR, tout autant que d'autres domaines tels LRRs lesl kinases type Pelle-like, trouvés
communément dans les voies de signalisation imm@ivejt possédent de propriétés biochimiques
intrinséques qui les rendent particulierement laigéaptés a ces signalisations ou soit particulieneéme

résistants aux attaques de contre-défense degpatwll).
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B. L'immunité et les Hommes

« On ne connait pas complétement une science tant qu’on n’en sait

pas 'histoire»

Auguste Comte
Philosophe Frangais. Son systeme positiviste contribua a établir
des criteres de rationalité des savoirs et a I'élimination des spéculations
métaphysiques abstraites

1 Résumé historique de I'immunologie jusqu’au XX°™ siécle

Les premiéres occurrences connues de la maladie & pestilence apparaissent dans les
premieres ceuvres écrites de I'humanisd).( Rédigée en cunéiforme sur des tablettes d’argile
I'épopée de Gilgamesh est un récit Iégendaire atecienne Mésopotamie. Elle s'inspire de plusieurs
récits, en particulier sumériens, dont la premiesion compléte connue fut en akkadien dans la
Babylonie du XVIIF™ou XVII*™siécle av. J.C. Dans la tablette VII, “La mort dkitlu”, on lit «Un
mal le (Enkidu)saisit aux entrailles. La maladie s’installe.) se prolonge et s’aggrave chaque jour.
Au douziéme jour il reproche a Gilgamesh son inganse. || meurt». La tablette suivante, la
VIII®™ “Les funérailles d'Enkidu”, continue :Un mauvais démon a surgi pour me dépouiller (...)
Enkidu, 6 mon ami, mulet impétueux, ane sauvada admntagne, |éopard de la steppe (...) Quel est
le sommeil qui t'a saisi, toi, Que tu te sois assorat que tu ne m’entendes plus

Des descriptions plus précises de la peste sorsepi@s dans les écrits des anciennes
dynasties d’Egypte. Selon les croyances de I'épotjapparition de la maladie résultait d’une
punition divine consécutive a des péchés ou desé@esnmpures. Cependant certains anciens avaient
déja noté qu'une personne qui survivait une premifilis a une maladie n'y succomberait
probablement pas lors d’épisodes futurs. L'histodgeec Thucydides rapporta ce phénomeéne étrange
dans son récit de la peste qui ravagea AthenesAd&rsav. J.C., épidémie qui arracha notamment la
vie a Péricles. Le mot immunologie vient du latilm@nunitas» qui désignait I'exemption de charges
accordée aux sénateurs romains, soustraits aucdraihun. Thucydides lui donna un sens appliqué a
la médecine ou il désigne, comme il I'a observé lde cet épisode dramatique, I'état de protection
spécifiqgue d'une maladie conféré aux survivantsed@pidémie.

En France, au VT siécle, Grégoire de Tours écrivit dans son Histales Francs en
compta, un dimanche, dans une basiligue de Saimtred?itrois cents corps morts. La mort était
subite ; il naissait dans I'aine ou dans l'aisseliee plaie semblable a la morsure d’un serpentgeet
venin agissait tellement sur les hommes qu'il rénidsprit le lendemain ou le troisiéme jour ; let
force du venin leur 6tait entierement le se{&régoire de Tours, Vieme siécle

#808}.

Dix siecles plus tard, Nicolas de Nancel appoede grécisions sur sa propagation da «

peste est une fievre continue, aigué et maligneygarant d'une certaine corruption de l'air extérieu
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en un corps prédisposédaquelle étant prise par contagion se rend pammémoyen communicable
contagieuse résidente aux trois parties nob; accompagnée de tres mauvais et tdangereux
accidents, et tendamte tout son pouvoir, a faire mourihomme, voire tout le genre hum » (68).

Une telle description, ramenéaix connaissances et aux croyances de I'époqueraippml’une

brillante lucidité.

e~ ovo - . Ordoncques laPefte eft vne fieure continue, ai-
D I S\ GO V\R S - gue, &ma,l(ilgnc, proucnante d'vne certaine corru-

TRESAMPLE DE ption de ['air exterieur, en vn corps predifpofé : la-
LA PEsTE, Drvise /. - Qquelleeftantprifepar cdtagion, ferend parmefme
en trois liures;adreffanc & © - Moyen,comunicable & contagieule : relidente aux
Meffieurs de Tours: trois parties nobles ; accompagnee de tre{manuais

PAR - & trefdangereux accidents,& tendante de tout fon

M. NIC. DE NANCEL, - pouuoir,a faire mourir, & exterminer I’héme,voire
Ngyonnois;medecin audit Tours. | tout le genre humain .- Galien comment.3.in lib.3.

Figure 5 | Couverte et sélection du « Discours trés ample de la peste », écrit par Nicolas de Nancel en 1581
Remarquer la clairvoyance et peut étre la témérité de I'auteur en cette période d'inquisition

La peste n'egpas la seule maladie largemétudiéeet documentée dans ['histc. La variole
est une maladie contagieusause parun virus de la famille des orthopoxvirus. Elle #eapparue i
y a plus de trois millénaires en Inde ou en EgylLes cicatrices présentes sur la momie du phe
Ramses V, mort au XI®siécle av. J.(, sont considérées comme ayété causes par la variole. Le
virus sévit @rtout en Europe et fut appc en Amérgue par les conquistadorstua plus d'azteques
et d’indiens nordaméricains gu le firent les colons blanc®ans certaines cultures, lariole était
tellement dévoreuse d’enfants que la coutume paithile prénommer le nouve-né jusqu’a ce qu'il
en soit touché&t prouvé qu'il pourrait y survivre

La variole, ou petite vérole, toucha toutes lescbes de la société, tuant des rois, des reir
des empereurs tout autant daglébet. Ce fut une des maladies les ptagamiteuse pour I'hnumanité.
Pendant des siécles, des épidémies répétées @yé les continents, décant la population et
influengant le cours de I'Higire. Le petite vérole emporta la reine Mary |l d’Angleterfempereut
Joseph ¥ d’Autriche, le roi Louis ® d’Espagne, le tsar Peter Il de Reasst le roi Louis XVle bien
aimé. Elisabeth®® Mozart, Geore Washington, Abraham Lincoln ou encdmseph Staline I'ont
contractées. Au XVIf™siécle, la variole était la maladie la plus craietda plus dévastatrice. E
tuait environ 10% de la population en Angleterrgustu’a 20% en ville ou la disséminati se
trouvait favorisée Chez les enfants, la variole était la cause dhort sur trois.Selon 'OMS, la
variole tuaitenviron 30% des personnes infectées. Entre 65 %t 86s survivants portaient
profondes marques et cicatrices, proémirs sur le visage. La cécité était une autre compboathu
XVIIl ®™ siécle, un tiers de tolss cas rappcés de cécité furent consécutif$a variole Une enquéte
au Vietram en 1898 indiqua q 95% des adolescents étaient marqués et neuf dixdenbeus les ce

de cécité furent attribués a la vari
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Les médecins de I'Inde ancienne avaient remarque lgsi malades ayant survécu a une
premiere atteinte de variole résistaient, partiediet ou totalement, a une deuxiéme expositiorerls
congurent une méthode de prévention, la varioisatjui consistait a inoculer une faible quanti¢éé d
pus varioligue a des sujets sains pour les protégsr attaques ultérieures. Cette pratique de
variolisation fut adoptée aux®R-X1°™ siécles par des médecins chindésla dynastie Ming qui la
modifierent. lls insufflaient des croltes variokguréduites en poudre dans les narines des jeunes
enfants, en espérant que les sujets développeraierforme atténuée de cette pestilence. Ce procédé
de variolisation suivi la route de la soie, se ngfiladans tout le Moyen-Orient et en particuliensla
I'empire ottoman, surtout & Constantinople ou éthdt pratiquée par « inoculation ».

La premiére véritable description de la varioledohnée par un scientifique perse, Al-Razi.
Mort vers 930 av. J.C., Al-Razi est considéré corame&les plus grands alchimistes de tous les temps.
Il fut le premier a établir une distinction entaugeole et variole, écrivit le premier article carsur
l'allergie et I'immunité et découvrit 'asthme altgque. Il fut aussi la premiére personne a réatise
la fievre était un mécanisme de défense naturelleodps qui était produit pour combattre la maladie
Il est possible qu'Al-Razi fit le premier & envisagimmunité acquise. Peu aprés, ai"™Rkiécle, le
grand philosophe et médecin perse, Avicenne, peopgalement une théorie de I'immunité acquise.
Il est considéré par beaucoup comme « le péere e@decine moderne ». En Europe, Averroés (1126-
1198), praticien célebre et philosophe de Cordoaty également que la variole ne récidivait jamais.
Ainsi, contrairement a la génétique médicale qua sestée longtemps une science tres théorique,
'immunologie s’est depuis I'origine appuyée sus geatiques empiriques telle que la variolisation.

Nous savons que c’est Lady Wortley Montagu, femman cambassadeur anglais, qui
introduisit cette technique en Angleterre au débwtXVIII®™ siécle d'ou elle gagna le reste de
I'Europe. Cette pratique fut plus largement acoepbésque que le prince et la princesse de Galles
autoriserent leurs enfants & étre inoculés en 18{22s cependant avoir été testée sur des prissnnie
condamnés. La variolisation était efficace mais eliésentait de réels dangers. Prélevés vivants sur
des croltes de victimes de la variole, les virogués pouvaient provoquer d’authentiques varietes
entretenaient I'épidémie. Des études quantitatpesJames Jurin en 1722 et Zabdiel Boylston en
1726 établirent que la mortalité parmi les perssnineculées était de un sur cinquante, tandis que
celle des personnes contractant naturellement ladmaétait de une sur six. L'amélioration des
techniques d'injection du virus et le changemeist g&traitements des patients ont permis de réduire
la mortalité en 1765 a moins de un sur cing celnds.variolisation par inoculation de pustules
varioliques était connue et pratiquée largemenfgir, en Afrique et dans I'Europe de I'ouest, bien
gque les méthodes d’administration du matériel téfeariaient grandement.

Restant en Angleterre sur la question du « prétrant », continuons avec le brillant William
Watson. Il fut médecin a I'hépital pour laMaintenance and Education of Exposed and Deserted
Children» établit a Londres en 1739. En 1767, Watson dédiai son temps pour le soin des enfants

acceptés dans cet établissement de charité. Rémfitincette époque la cause principale de meartalit
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chez les enfants londoniens était la variole. IEation était endémique et tuait environ un enfant s
guatre né dans la ville. Il fut admis qu'un tel bdgsement ou les enfants résidaient en dortoir
favorisait la propagation de la maladie. Il fut@ndé que tous les enfants n'ayant pas déja fat dac

la variole soient inoculés. Introduite en 1721xante-quinze ans avant les expériences de vacminati
(Cf. infra), I'inoculation consistait & infecter yratient avec une faible dose de fluide contenws dan
une pustule variolique au sein d’'une petite incigggénéralement pratiquée en haut du bras. Bien que
celle-ci ait été largement utilisée et relativemefite, de nombreuses interrogations demeuraient.
Watson se posa en particulier les deux questiomgarges: Quelle est la meilleure source
d’inoculum ? Est-ce que le mercure, utilisé enirmuen prétraitement, est bénéfique ? La plupat de
médecins de I'’époque préparaient les patientsiksaat une combinaison de régime sans viande et de
purgatifs pour vider I'estomac et les intestinslele contenu. Beaucoup y rajoutait une prescription
d’'antimoine et de mercure, mixture suggérée en igrefieu par Hermann Boerhaave comme un
antidote contre le « poison variolique » qui édnsé causer la variole. Watson doutait que le
mercure puisse étre bénéfique, mais puisque legeemdles plus en vue l'utilisaient des preuves
convaincantes étaient nécessaires avant de I'exdlun’y avait pas non plus de consensus a propos
de la meilleure source d’inoculum. Certains utisa des pustules jeunes, d’autres matures et les
derniers, celles qui étaient quasiment résorbées.

Watson réalisa des expériences novatrices pouroexpkes deux questions. Il reconnut la
nécessité d'étudier de larges groupes d’enfantse(@ret 20) d’age similaire et des deux sexesdplu
qgu'un ou deux enfants a la fois. Il prit la peinétee certain que tous les enfants avaient le méme
régime alimentaire, les mémes vétements, jouaignim@mes endroits et dormaient dans les mémes
dortoirs. Il inclut également un groupe contrble subissant ni régime particulier ni addition de
métaux «t was proper to also to be informed of what natunassisted, not to say undisturbed, would
do for herself> (69). La premiere expérience, réalisée le 12 octoli@7 1sur les trois au total,
comptait 31 enfants répartis en trois groupes :

- 10 enfants (5 de chaque sexe) recevant avant & &pwariolisation un mélange de mercure

et de jalap (laxatif)

- 10 enfants (5 de chaque sexe) recevant une infagionsenna » et du sirop de rose (laxatif

|éger) par trois occasions

- 11 garcons ne recevant aucun traitement suppléimenta
Le matériel inoculé provenait pour cette expérietiedésion précoce et fut le méme utilisé pour les
trois groupes. Il nota scrupuleusement, a l'aidessistants a I'hopital, le nombre de pustules sur
chacun des individus. Depuis longtemps déja, lédatins reconnaissaient une corrélation entre le
nombre de pustules et le pronostique du patientiséiit la moyenne pour outil statistique, aucun
n'autre n'étant disponible en 1767, il conclut lariiment au terme des trois expériences que le

mercure ou le prétraitement au laxatif avait unaotpégligeable sur les résultats de la variobsadi
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'aide de pustules jeunes. Il s’agit ici, datant tesque 250 ans, du premier cas avéré de science

clinique, ayant pour cadre la variole.

Autre meédecin anglais, Edward Jenner est un pes ptinnu. Sa démonstration la plus
frappante fut menée en 1798. Il montra que I'inattah d’une souche proche mais nettement moins
dangereuse que la variole, la vaccine, pouvaitégest un individu contre la premiere. L’histoire
raconte que, comme de nombreux confréres, Edwartedecalisait la variolisation pour protéger ses
patients contre la variole. Cependant, il s’esériegsé trés tét dans sa carriere a la rumeur qui
prétendait que les personnes contaminées parvdaanes a la vaccine ne pouvaient pas étre atteintes
de la variole. Cette rumeur, sa propre expérieredadvariolisation et des risques encourus I'on
conduit a mener la plus importante recherche déesa

La vaccine est une infection modérée chez les wachie cause des pustules sur leurs
mamelles. Les laitieres pouvaient contracter laisvibccasionnellement. Elles en gardaient des
pustules sur les mains qui ne les handicapaientipaentage. En Mars 1796, Sarah Nelmes consulta
Jenner pour une éruption cutanée apparue sur la maimédecin diagnostiqua la vaccine et Sarah lui
confirma qu'une de ses vaches, appelée Blossort, rédeamment été atteinte de la vaccine. Jenner
réalisa que c'était lIa I'occasion de tester legtsefjprotecteurs de la vaccine en 'administranna u
individu qui n'avait jamais souffert de la variolechoisit James Phipps, le fils de son jardirdigé de
huit ans. Le 14 mai il réalisa quelques égratigaa@ I'un des bras de James et y frotta le contenu
d’'une des pustules présentes sur la main de Saegjeune garcon fut atteint d’une fievre modérée
guelques jours plus tard puis guérit dans la seendienner sut alors que la vaccine était trandolessi
non seulement de la vache a 'homme mais aussimditma homme. La prochaine étape fut de tester
si la vaccine pouvait protéger I'enfant de la viariet le £’ juillet, Jenner le contamina. Il éprouva sans
doute un grand réconfort lorsqu’il vit que Jamesdieeloppait pas la variole. On peut penser que
James lui méme n’en fut que plus heureux. Jenséa t@usieurs fois 'immunité de James avec les
mémes résultats. Il fit d’autres expériences etyessle publier ses recherches mais rencontra une
forte résistance. Finalement il les publia en 1d%#&s propres frais dans le livrdr inquiry into the
causes and effects of the variolea vaccinae, aadesdiscovered in some western counties of England,
particularly Gloucestershire, and known by the naofighe cow pox. Ce ne fut que lorsque ses
expériences furent confirmées que la « vaccinatifut acceptée. La vaccine vient du lataccaqui
signifie vache en latin. Jenner n’a jamais essagétiquer comment la vaccination fonctionnait. La
vaccination fut progressivement adoptée partous damonde et deux cents ans apres son invention
elle permit d’éradiquer la variole. L'OMS lanca &867 une intensification de sa lutte et grace au
succés de cette campagne globale d'éradicationariale fut finalement éliminée de la corne de
I'Afrique ou le dernier cas naturel fut identifié@ &omalie en 1977. Un cas d’infection mortelle dans

un laboratoire anglais fut a déplorer au Royaumeddrl978. L’élimination de la variole fut certi§é
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sur la base d'intenses vérifications sur le termaém une commission d'experts scientifiques en

décembre 1979. En 1980, 'OMS a pu annoncer I'égdidin planétaire de la variole.

Alors que le sang du « touche-a-tout » Lavoisierao sous la France de la terreur, 'année
1794 vit la publication d’un livre de Hunter intiéu«A treatise on the blood, inflammation and gun
shot wounds. Ce fut le premier apport scientifiqgue sur Famhmation. Il souligne I'importance de
I'inflammation dans I'élimination de I'infection n@suggére également qu’elle pourrait causer d’elle
méme des maladies.

La deuxiéme moitié du XIX™ siécle commenca en Immunologie par la découvestéad
phagocytose (Haeckel, 1862) et des mastocytesi¢ghtl877). Puis vint I'aire Pasteur.

2 Pasteur et Koch (1880-1890) « Immunologie microbiologique »

Le jurassien Louis Pasteur (1822-1895) fut chimistephysicien de formation. Il obtint
notamment la médaille Rumford en 1856 pour sesatrasur la chiralité (dissymétrie moléculaire).
Grace a l'intervention de Jean-Baptiste Biot ih8ressa par hasard a la fermentation, lorsqueliiot
dit que certains composeés présents lors de la featien avaient la propriété de dévier la lumiéere
polarisée. Il dépensa alors beaucoup d’énergiémbga un scrupuleux travail d’observation.

Pasteur publia en 1861 ses travaux réfutant larithé@®e la génération spontanée, alors en
plein débat. L'Académie des sciences lui décerngrie Jecker pour ses recherches sur les
fermentations. Nombreux sont ceux qui lutterentrpmantredire Pasteur et valider la théorie de la
génération spontanée. Ainsi par exemple Georgasdliéeau, jeune journaliste mais aussi médecin,
mit en cause les compétences de Pasteur en tahtajogiste.

Les intéréts de Pasteur se dirigerent progressivensur des maladies animales
économiquement préjudiciables. Il étudia une malai ver a soie qui handicapait sérieusement son
industrie et I'anthrax qui causait de lourds dégais les animaux domestiques. Il démontra la
présence de microorganismes dans les vers affeictésssit & mettre en évidence que le transfert de
microbes d’un organisme atteint vers un organisaie suffisait & ce dernier pour devenir lui aussi
malade.

En 1878, il se pencha que le cholera des poulesisLPasteur et ses collaborateurs
constaterent que lorsque les bactéries responsdblda maladie sont mises en culture pendant
plusieurs semaines ou exposées a des conditioasadables, elles sont modifiées et perdent leur
virulence. Des animaux inoculés avec ces bactédgggnérées ne développent pas la maladie. Cette
observation fortuite lui a permis de découvrir Iprincipe d’atténuation » des germes pathogénes. En
collaboration avec Emile Roux (1853-1933), Pastéémontra en 1880 que I'immunité acquise
pouvait étre induite chez le poulet en utilisane Uorme de pathogéne atténué. Autrement dit,

I'utilisation d’'une forme atténuée du pathogenetgme le receveur contre une infection ultérieure
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avec I'agent infectieux virulent. Le vaccin étaét nPasteur mis alors au point des vaccins corne d
autres maladies animales, le rouget du porc didebon du mouton.

Il procédait en domestiquant les microbes en miliéfavorable en vue d’'une immunisation par
ces germes atténués. L’agent infectieux responsblanthrax, la bactérie GraBacillus anthracis
fut isolé en 1876 par Robert Koch. Pasteur ré@isd881 une tres célebre expérience de terrain sur
cinquante moutons ou furent conviés sceptique®w@nalistes. Malgré la présence de nombreux
détracteurs, ce fut un triomphe. Il y démontra tgge moutons vaccinés résistaient parfaitement a
I'inoculation ultérieure d’'une souche de charbodstrirulente. Toutefois n’étant pas médecin, il

aborda le probleme de la vaccination chez I'homwee deaucoup de prudence.

La rage faisait a I'’époque des milliers de victingeg an, notamment en France. Pasteur
s'attacha d’abord a protéger le chien qui représeatl’époque le principal vecteur de la rage pour
’homme. Il utilisa comme matériel expérimental l&pin dont la moelle épiniere devenait apres
inoculation trés virulente. Le virus rabique estr&ement fragile, il ne survit pas dans le milieu
extérieur. Il atténuait la virulence en desséclhesmoelles dont il se servait pour vacciner ldsreh
Sans l'avoir identifié, Pasteur inactivait le virde la rage lors du processus de dessiccation de la
moelle épiniere de lapin. Il n'envisageait pas eade vacciner ’'homme.

En 1885, l'arrivée en catastrophe a Paris d’'ungdugrger alsacien tres gravement mordu par
un chien enragé, Joseph Meister (1876-1940), ptédip décision. Pasteur lui appliqgua, non sans
angoisse, le méme traitement que celui qui avassiechez le chien : l'inoculation de moelles de
moins en moins desséchées, c’est a dire de plpkusrvirulentes. Il réussit a stopper la marcheelen
mais inexorable de cette maladie et sauva I'erdarfd ans d’une mort atroce. Le principe pasteurien
de vaccination était établi. On ne savait pas pal mécanisme la protection vaccinale était obtenue

L’avant derniére décennie du XI% siécle ne fut pas en reste de découvertes dait all
fortement bénéficier la santé humaine. En 1882,eRakoch (1843-1910) découviycobacterium
tuberculosisEn 1884, I'agent étiologique de la diphtérie, entgatralors de trés nombreux enfants, le

bacille diphtérique, fut isolé et cultivé par lecnaibiologiste allemand Edwin Klebs (1834-1913).

3 Immunité cellulaire contre immunité humorale

Une bataille épique de la fin du XIX™siécle au compte de la seconde

a Metchnikoff (« cellulariste »)

Découverte de la phagocytose et théorie phagoeydail’ Immunité

Le zoologiste d'origine ukrainienne Elie Metchnik@§l845-1916) a découvert en 1884 un

phénomeéne biologique original : la phagocytose. lanee d'étoile de mer blessée par une épine de
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rosier réagit en mobilisant contre l'intruse debubes particulieres « amiboides » qui I'ingérentae
digérent. Les cellules responsables, les « phageeyt proviennent du mésoderme de l'invertébre.
Metchnikoff rejoignit l'institut Pasteur en 1888pd il constata que la phagocytose existe auss che
les animaux supérieurs et chez I'hnomme. Certaiolsules blancs, les grands monocytes, pouvaient se
muer en phagocytes et ces « éboueurs » celluliremaient bactéries et débris divers. Il langade

gue la phagocytose était un phénomene trés géstegal’elle constituait un mécanisme essentiel de
défense contre les infections.

Les tenants de I'immunité cellulaire comme lui, sidéraient que la défense de l'organisme
était due a des cellules ayant la capacité de pgtgodes corps étrangers. L’importance de
limmunité cellulaire fut longtemps dénigré et dliu longtemps avant qu’elle acquiert ses lettres d
noblesse.

b Von Behring et Kitasato (« humoraliste »)

Découverte de I'immunité humorale et ascendance

Le concept d'une immunité cellulaire prédomindintecombattu par la plupart des biologistes
de I'époque. En particulier Paul Ehrlich (1854-1918 pere de la chimiothérapie, pour lequel les
défenses anti-infectieuses relevaient presque amiguat de facteurs humoraux, les anticorps. Des
objections a la théorie de limmunité cellulairentsapparues en constatant que des actions
immunitaires pouvaient se produire en absence lildese

En 1888 Jules Héricourt (1850-1933) et Charles &i¢h850-1935) montrérent la possibilité
de transmettre passivement par injection de séiommunité d’un animal vacciné a un animal vierge.
La méme année deux disciples de Pasteur, Emile R@538-1933) et Alexandre Yersin (1863-1943),
démontraient que le pouvoir pathogéne du bacilfhtérique était di a un poison plutét qu'a la
bactérie elle-méme. lls isolerent et caractérigérergu’ils appelérent la toxine diphtérique. Uiseint
devanceés dans leur recherche deux ans plus taedia Bar deux disciples de Robert Koch, Emil von
Behring (1854-1917) et Shibasaburo Kitasato (1852t]. Ceux-ci montrérent que le sang de sujets
immunisés contre la diphtérie ou le tétanos coiitteles substances capables de neutraliser la toxine
Ces substances furent alors appelées antitoxiBasns antitoxiques a la fois contre la diphtérie et
contre le tétanos. En 1890 la sérothérapie, otaietent des maladies infectieuses par des immun-
sérums, était née. Dés 1893 fut préparé chez dmsck des immuns sérums antitoxines a usage
thérapeutique. Cette découverte contrastait foneragec les tenants de I'immunité cellulaire qui
pronaient le réle des phagocytes. Les antitoxingerg un immense retentissement et enchantérent
tellement le monde médical de I'époque que Von iBgmecu le premier prix Nobel en 1901.

Le nom d’antitoxines resta jusqu'a ce que Pauliéhréen 1897 leur attribue le terme
générique danticorps, définissant en retour leSBgemes comme les molécules reconnues et

neutralisées par les anticorps. L'identificatios deticorps circulant dans le sang devait permattre
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Jules Bordet, en 1899, de définir le complémennéde molécules également circulantes qui aident

les anticorps a détruire les cellules ou microlesesquels ils se fixent.

En cette fin de XIX™ siécle, la théorie humorale explique simultanénemeconnaissance de
I'antigene (anticorps) et la destruction de lautelteconnue par un effecteur (complément), toux de
de nature moléculaire. Elle rend accessoire le dée phagocytes. Pourtant la méme année il est
établit que des facteurs sériqgues, nommées opsonam@mentent l'action des phagocytes chez
l'animal immunisé. Grace a l'opsonisation le phgtgocparticipe avec le complément a la
compréhension de I'action antimicrobienne.

En 1908, le prix Nobel de médecine sera attribugoimtement a Metchnikoff et Erlich, sans
que cela parvienne a réconcilier leur point de @lest finalement la théorie humorale de I'immunité

qui retiendra I'attention des biologistes penddns ple 60 ans, tout en évoluant.

4 Les théories de la formation des anticorps : instruction contre
sélection

Durant cette période qui donnait la part belle théories sur les anticorps, un des sujets en
vogue concernait l'origine de la spécificité facaura grand nombre de pathogenes. Deux théories
principales furent énoncées, l'«instruction » @u d sélection » des anticorps. Dans le modele
instructif, I'anticorps adopte une structure compéditaire a I'antigéne a la maniere d’un moule et de
son empreinte. Dans le modéle sélectif, 'exposiioun antigene induit le recrutement de certains

anticorps provenant d’'un pool aux spécificités ésri

a Ehrlich et théorie de la sélection (1897-1900)
Les anticorps les plus affins sont utilisés

Ehrlich élabora une théorie dite sélective (189@Q) sur l'apparition des anticorps. Elle est
également désignée par « théorie des chainesldatésa Ces entités seraient présentes dans le
protoplasme cellulaire. En réponse a leur liaisates toxines bactériennes elles seraient libérges e
conduiraient a I'élaboration d'un excés de chasigslaires, «n the course of immunisatigh./ the
cells become, so to say, educated or trained toode the necessary side-chains in ever increasing
guantity» (70).

Les cellules formant les anticorps comporteraiégdélement des constituants membranaires
capables de fixer spécifiguement des antigénesaisan d’'un antigéne a son récepteur membranaire
provoguerait une synthese abondante de ce récepiede ces chaines qui seraient ensuite libérées
dans la circulation et constitueraient les antisopour expliquer la spécificité de cette fixation,
Ehrlich I'a comparée a l'adaptation d'une clé ¢game) & une serrure (anticorps), et a admis qu'il

s'agirait d'une réaction chimique covalente.
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Malgré la nouveauté de sa théorie, elle n'expitgpas la diversité du répertoire. La théorie
sélective postulait que les cellules sécrétricemtitorps, les lymphocytes, possédaient une réserve
d’anticorps prédéterminée parmi lesquels chaquigeare sélectionnait celui qui lui était le mieux
adapté. Aprés avoir été longtemps dénigrée, cetieeption finira par triompher, non sans subir de

nombreux aménagements.

b Pauling et théorie instructionniste (1940)
Les anticorps se forment au contact des antigenes

La théorie basée sur l'instruction des anticoqmsasait autour de la période des découvertes de
Karl Landsteiner and Merrill Chase, étalée sur quiezaine d’années. lls surent générer des anscorp
contre presque n’'importe quelle structure chimigméme synthétique7{). Fritz Breinl et Felix
Haurowitz suivirent cette découverte avec intététaterent déja en 1930We can now generate an
almost infinite number of artificial antigens whichnnot be found in nature. It is not feasible tiegt
organism is constantly producing antibodies forubands of artificially generated antigeng72). lls
proposerent en conséquence la premiere théorimugtishniste ou informatrice qui stipulait que
I'antigéne imprimait a I'anticorps sa spécificité &gissant sur lui comme un moule. L'anticorps iaura
une structure suffisamment malléable pour adapteosfiguration spatiale & ce moule. Cette théorie
fut reprise par le grand biochimiste américain kirBauling (1901-1994) en 1940. Aprés avoir
appligué la mécanique quantique aux liaisons chiggcet définit les liaisons faibles, Linus Pauleg
consacra a I'étude des protéines. Il établit awae\Cle modele des structures protéiques primaire e
secondaire, configuration en hélieeet en feuilletp. Concernant la réaction antigene/anticorps il
considérait que I'antigéne réagissait avec I'amfiscet lui imposait une forme complémentaire.

La théorie instructionniste fut désapprouvée endl@Bsque fut montré que des anticorps

peuvent étre dénaturés puis se reformer en absémuggéne. Pauling recu néanmoins le prix Nobel

de chimie en 1954 pour sa contribution a la cosaaise des liaisons biochimiques.

5 Les modeéles de I'immunité des années 50 a nos jours

a Les 30 glorieuses du modele SNS (self-nonself)

i Sélection clonale selon Burnet (1956)

En 1941, Sir Frank Macfarlane Burnet* et ses golé&s firent paraitre la premiere édition de
« The Production of Antibodies (73) dans laquelle ils acceptent la théorie instruntiste de Breinl
et Haurowitz au dépend de la théorie sélective di€h Ils durent cependant faire face a plusieurs
probléemes en adoptant ce modele. L'un deux étaibsence d’explication de l'augmentation

exponentielle de la production d’anticorps danpHase précoce de la réponse immunitaire. Or sans
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une augmentation des moules, la production desaapti devraient étre linéaire. Burnet propose une
version révisée, dans laquelle les anticorps symhétisés a l'intérieur des cellules en adoptar u
configuration complémentaire a I'antigene mais sargsi capable d’autoréplication. Il existerait des
enzymes cellulaires adaptatives formant uantbody-producing mechanisrfwhich/ can be

transmitted to descendent cells by some herediagess replications (73).

En 1948, Burnet et son compatriote australien k-raaenner publierent une courte revue
intitulée «Genetics and Immunology (74). lls y conservérent l'idée générale du mécanistae
formation des anticorps. L'année suivante paraitdéuxieme édition de &he Production of
Antibodies» dans laquelle les auteurs s’intéressent a kehbioe a I'échelle cellulaire. Un embarras
majeur pour Burnet fut que I'antigene paraissaie §hagocyté par les macrophages tandis que
'anticorps correspondant était produit par leslubes plasmatiques. Il nota We feel that a
clarification of the function of the lymphocyte Wbyprobably throw a great deal of light on the
general problem of immunity (75).

En outre, le mode de réplication des protéines awe action adaptative d’enzymes était a
I'encontre des grandes avancées récentes de ltquend orsque Francis Crick publia sorentral
dogma» sur l'orchestration du triumvirat ADN, ARN, pébe, il cita directement Burnet comme
supportant des idées opposées aux sief@sRurnet reconsidéra sa vision et proposa notarhmen
gue le transfert de la capacité de sécréter desogrg spécifiques d’une cellule a ses descendastes
réalisait par hérédité nucléaifé7). En 1957, il apparait avoir changé d’avis concerteformation
des anticorps et réhabilite la théorie de la siéeatlonale supportée par Niels Jerne. Il intitaéa
nouvelle théorie de la sélection clonale des lynegtes «a modification of Jerne’s theory of antibody
production» (78).

Jerne réfutait I'idée que les structures des argf soient « infinies ». Il montra que sur les
quelques milliers étudiés jusqu’alors beaucoup téggissent entre euX9d). Jerne proposa que seule
une petite quantité d’anticorps parmi tous cewsitbss est produite et sécrétée spontanément edans |
sang, générant un pool naturel. Ces anticorpsesgrapumis a une forte réplication aprés leurdiais
a l'antigene. Pour rester en ligne avec les donirgkguant son origine cellulaire, Jerne postula qu
suite a la liaison a l'antigene, I'anticorps étaansféré dans les cellules appropriées pour y étre
reproduit. Trois points principaux sont abordésie®¥ment, la production précoce localisée des
anticorps «Possibly aspecialised lymphoid tissue, such as that of thentls /.../ is engaged in this
function», un mécanisme d’induction de la tolérancie<early removal of a specific fraction of
molecules> et un mécanisme sur la maturation d’affinitéopying mistakes will be harmless, and
may occasionally produce an improvedif79). Jerne réalisa lui méme les deux points faibesal
théorie. A I'encontre des résultats expérimentdiinjection d’un anticorps spécifique d’un antigene
particulier devait engendrer la production masgee réplication d’anticorps dirigé contre lui. Le

deuxiéme probléme rejoignait celui de Burnet ou pestéines n’agiraient pas comme des unités
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réplicatives, mais dont les structures seraienéesghar le génome.

La premiere version de la théorie de sélectionalde Burnet est condensée en deux pages.
Deux ans plus tard, notamment apres avoir appfépi@ion de David Talmage80) et pris la mesure
des travaux de Peter Medawar, il publiera en 185arheux ouvrage ¥heClonal Selection Theory

of Acquired Immunity (81), pilier de I'histoire de I'immunologie et repri@ns le paragraphe suivant.

* Sir Frank Macfarlane Burnet, virologiste austrafi (1899-1985) réalisa des études d’importanceslassir
bactériophages et les virus. Il fit des découvesigsificatives sur les mécanismes de réplicaticrses puis
contribua grandement a la théorie de la sélectidonale. Burnet recut en compagnie du britanniquéePe
Medawar le prix Nobel de médecine en récompensesléravaux sur la tolérance immunologique qui perm

de mieux appréhender la transplantation d’organe.

ii Actualisations du modele SNS

Le modéle que Burnet proposa est actuellementfgudk modéle de distinction soi/non-soi
ou SNS &elf / Non Self). Chaque lymphocyte exprime a sa surface des réceptfun type
particulier. L'interaction entre I'antigene et sgitepteur entraine la prolifération du lymphocgten
« expansion clonale », en méme temps que leur atatar Cette expansion clonale se trouve relancée
et amplifiée lors d’'un deuxiéme contact avec I'gétie, quelques « lymphocytes mémoires » ayant
conservé entre temps le souvenir du premier cantact

Le modéle SNS tenu le haut du pavé de la communsaightifigue pendant plusieurs
décennies et connu plusieurs actualisations adegé&écouvertes devant y trouver place. Ce modéle
est considéré comme un point d'ancrage dans linéstte I'évolution des idées de I'immunologie. Il
présume que la discrimination entre le soi et le-sa est un élément critique dans la décision
d’initier une réponse immunitaire. Les différentegsions du modéle SNS incluent ce principe et

suggere que la réponse immunitaire est généréguadthdte rencontre quelque chose d’étranger.

La théorie de la sélection clonale suggérait fpoisits cruciaux, le troisi€me incorporé par laesuit
(i) chaque lymphocyte exprime un grand nombre dpieso d'un récepteur de surface
particulier et spécifique d’une entité étrangére.reconnaissance de I'antigene sera appelée
« signal 1 ».
(i) la signalisation engagée par cet anticorpsutéace initie la réponse immunitaire

(iii) les lymphocytes auto-réactifs sont éligsnprécocement au cours de la vie.

a) 1959, original SNS model

Eaglpgun said that lymphocytes are
activated by recognition of
\/ fareign things
Sig1
(Stimulation)

8 gel

Figure 6a | Premier modéle de distinction soi/non soi
Les lymphocytes sont directement activés par la présence d’antigénes étrangers (33)
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Le point (iii) est fondamental pour la crédibildé modele et permis son acceptation par le plus
grand nombre. Sir Peter Medawar (1915-1987) déragnie les cellules auto-réactives sont éliminées
précocement durant I'ontogéni#. expliqua expérimentalement avec ces collegusite ctolérance
immune chez 'animal en 19582). Leurs résultats montrent que le rejet des atlibgs (greffes de
tissus provenant d'un individu de la méme especH) dorigine immunologique. Cependant
l'injection de cellules allogéniques a un souriceguveau-né est parfaitement tolérée. De plus, ce
premier contact rend I'animal incapable de rejetee greffe ultérieure de tissus provenant du méme
donneur que celui qui avait fourni les cellulesogdéiniques.Les souris adultes sont en mesure
d’accepter une allogreffe de peau si elles ont texgjjeunes des cellules du méme donr@ir&3.

Burnet et Medawar incorporérent les résultats destix de ce dernier au modéle SN3)(

Les deux hommes se partagérent le prix Nobel decaoméel en 1960. Leurs travaux, avec ceux de
Jerne, conduisirent & la notion essentielle dadterce d’'un fossé biologique séparant le « sai» d

« non-soi ». Les succés de la théorie clonale ddférer de quelques temps encore le renouveau de
I'immunologie cellulaire, vers 1970. L'attentionrige a limmunité adaptative va conduire & sous

estimer globalement I'importance de l'immunité ampsque vers 1990.

Cependant a partir de 1960 le « tout humoral »raneencé a subir de sérieux coups durs.
L'importance des mécanismes cellulaires de I'imrurétait largement sous-estimée. Auparavant
déja, les indices commencerent a s’accumuler. Aiasisteiner, découvreur des groupes sanguins et
récompensé par le prix Nobel 1930, chercha a gfalis transfert passif d'immunité4). Ces
expériences prirent une tournure inattendue loilsqbserva que le transfert de sérum n’avait pas
d’'effet sur la sensibilité de la réponse d’'un adiman traité. Il a ensuite fortuitement isolé des
leucocytes et les a transférés au sein d'un recegeucette fois devenait aussi sensible que le
donneur.

En 1967, Mosier établit que les lymphocytes ddiveteragir avec des cellules non myéloides,
tels les macrophages, pour générer une réponsenitaine productrices d'anticorp8%). Deux ans
plus tard, Forsdyke proposa qu'a lintérieur du t8yse immunitaire &wo separable and
distinguishable signals [were] required to separatactivation by self from activation to nonself
(86).

Suivant ce travail, Bretscher, Cohn publierentl®i0 une théorie & deux signaux permettant
une discrimination soi/non-so8T). Deux mois plus tard, Weigert et Cohn montrerg wariabilité
des séquences protéiques de la partie variablee dtbaine légére d'immunoglobuline. Il déduisent
gue des mutations somatiques sont a l'origine deplo&gnoméne 88). Leur découverte de
I'hypermutation somatique des lymphocytes B actia@senait la création de nouvelles cellules
potentiellement auto-réactives tout au long deda @& I'encontre des points (i) et (iii).

La forte probabilité d’apparition d’auto-immunittant en fort désaccord avec les données

empiriques, les protagonistes de cette théorierfracérent au systeme un nouveau parametre, un
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second signal plus tard appelé « helper ». lls &dggnt que la reconnaissance d’un antigene (signal
1) pourrait mener a la mort de la cellule B @ malesrecevoir a temps un signal approprié d’'une

cellule « helper ». Les lymphocytes B devaient éttevable que sous certaines conditions afin de ne
pas engager de réponse contre le soi. Les lympd®aythelpers » allaient devenir plus tard les

Lymphocytes T helpers (Th). Leur addition au mod&NS stipulait que les lymphocytes B

reconnaissant un antigéne mourraient en 'abseas@daux générés par les « helpers ».

En résumé, Bretscher et Cohn ajouterent un noutyge cellulaire et un nouveau signal connu
sous le nom de « modeéle a deux signaux »

b) 1969, 1st modification: B
cells die when they see antigen
(signal one) unless rescued by
help (signal two)

Sig1 = 3
(Stimulation)
B cel\

?1|.|v

(Help)

Figure 6b | Modéle « helper » a deux signaux (33)
La réponse des lymphocytes B nécessite I'aval de lymphocytes T

En 1975, Lafferty et Cunningham ont d0 composeicdear découverte que les cellules T
répondaient plus fortement contre des cellulegéres de leur propre espece que contre des sellule
d’'une espece différent89). Autrement dit, I'alloréactivité et souvent plizgte que la xénoréactivité.
lls proposerent, toujours en accord avec le mo88&I8, que les cellules T-helper ne sont pas actives
de facon constitutive mais qu'elles nécessitentmentes cellules B une signalisation venant d’un
autre type cellulaire. Les lymphocytes T nécessit@nsecond signal appelé « costimulation » exercé
par les cellules « accessoires », les celluleseptésices d’antigenes (APCAntigen Presenting
Cells). Suivant I'idée de Bretscher et Cohn, ilp@grent que le signal 1 seul conduirait a la totée

de la cellule T.

PeterDoberty etRolf Zinkernagel collaborérent sur un projet visantudi@r les mécanismes
par lesquels les lymphocytes T cytotoxiques (CTdas)sent des dommages au sein de souris infectées
par le LCMV (Lymphocytic Chorimenigitis Virus) (90). lls conclurent que les CTLs devaient
reconnaitre deux choses séparées. Le premier vénastus dans la cellule infectée et I'autre de so
CMH. Cette double reconnaissance (CMH et dérivévidus ici) sera appelée la « restriction au
CMH » (91). Ces résultats et les autres qui suivirent chemgda maniere dont les scientifiques

percevaient la spécificité de la réponse immurdtdn résumé, I'antigéne doit étre présenté par la

41



cellule dendritique en association avec une modéédulCMH. La cellule dendritique saisit et découpe

I'antigéne en peptides, comme I'ont montré Zinkgeiaet Doherty, en 19792).

c) 1975, 2nd modification: T helper
cells die when they see antigen
unless rescued by co-stimulation
(signal two) from APCs

"
>

Figure 6¢ | Modéle « costimulation » par les APCs (33)
Les APCs et non plus les lymphocytes sont les tenants de la décision de réponse adaptative

En 1976, Tonegawa et Hozumi proposérent qu’'envirolie pieces de matériel génétique
dans la portion variable d’'une cellule B peuventreeombiner en différentes séquenc@s).(ll
découvrit le mécanisme de réarrangement somatigugegmet la production d’anticorps spécifiques
pour plus d'un milliard d’antigenes différents. lggoupe de Tonegawa révéla l'existence des
séquences jonctionnelles J au sein des chainegesddg @4) tandis que Weigert montrera plus tard
leur role dans le remaniement des séquences98)J EEn 1980, le segment D (diversité) dans les

chaines lourdes fut découvert par une autre éqgetp@nsi le réarrangement complet V-D98)(

A noter que durant plus de 10 ans le modele decBegsLangman et Cohn (helper) a retenu
I'attention et fut largement étudié tandis que cele Lafferty et Cunningham (costimulation) fut
ignoré. Il fallu attendre 1987, lorsque JenkinSewartz découvrirent (inopinément*) que les APCs
fixées au glutaraldéhyde étaient incapables deutgindes clones de cellules 37j. Ainsi, la seule
reconnaissance par les lymphocytes d’'un complexélkptide présenté par un APC ne suffit pas a
I'activation. Les preuves en faveur de ce modeléangerent pas a s’accumuler, notamment avec la
découverte des molécules de costimulation.

Selon Polly Matzinger9g), la raison principale pour laquelle le modéleeftute helper et
signal help » fut bien accueilli et celui « APCoeaistimulation » désapprouvé est que ce dernier ne
peut guére s’inclure au modéle SNS de base. Tobievesi le signahelp provient de la cellul@elper
qui elle-méme reconnait spécifiquement un antigérngeut étre éliminée si elle est autoréactive. En
revanche la costimulation provient des APCs, lelbegi@e peuvent pas distinguer le soi du non-soi a
défaut de récepteurs antigene spécifique clonafiedistribué. lls peuvent présenter tout ce quseas
alentour. Si les réponses immunitaires sont irstjger les signaux provenant des APCs, il deviést tr
difficile de comprendre comment le systeme immundtgpeut se focaliser uniquement sur les

antigénes étrangers. Jusqu’au milieu des annélesc@@timulation fut négligé®9) ou ignorée 100.
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* Cette histoire fut un bel exemple de « serenéipien science, soit d’'une découverte inattendue.
Jenkins et Schwartz n’étudiait pas la costimulatiboherchait la nature des complexes peptide/CMH
auxquels répondent les cellules T. Essayant deilise&ab ces complexes, ils utiliserent du
glutaraldéhyde pour fixer les APCs chargés en amgyet découvrirent que ces APCs n’étaient plus
en mesure de stimuler des clones de cellules EnHgLill, travaillant dans le méme laboratoire, mis
des complexes peptide/CMH au sein de bicouchespidied synthétiques et ne découvrit aucune

activation des cellules T. Il semblait donc quelque chose d’autre que I'antigéne était nécessaire.

b Du « Dirty little secret » au modele INS (infectious
nonself)

Devenu empiriguement incontestable, la nécessitgodegmulation posa un probleme majeur
au modele SNS. Si comme estimé précédemment laiaiéade répondre ou non est détenue par des
cellules antigene-spécifique et que celles autotidss sont éliminées, alors I'immunité peut étre
dirigée contre le non-soi. Mais si les réponsed gutiées par des APCs, non antigene-spécifique,
capturant toutes sortes de substances du soi calmmen-soi, alors I'immunité ne peut étre dirigée
uniqguement contre le non-soi. Souffrant de cettdigunité, Janeway offrit en 1989 une solution
ingénieuse qui provoqua la chute d’'un mur pour ufieeinfranchissable. Ce tremblement de la
communauté scientifique eut lieu dans I'état de Newk lors de la 54™ édition du «Cold spring
harbor symposium.

Auparavant, Janeway s’intéressa a presque touaslescts des cellules T. A la téte de la
section immunologie de l'université de Yale, il gia la publication de plus de trois cents articles
Certains n’hésitaient pas a parler de « préscienpmur qualifier la capacité de Janeway a percdeoir
fonctionnement global du systeme immunitait®1). Il aimait & utiliser des expressions aux formes
imagées pour étayer un fond autrement plus sérfgngi, il aurait mentionné the good, the bad and
the ugly» pour décrire le développement des lymphocytdars le thymuslQ1). « The bad» dévolu
aux cellules éliminées qui portent des récepteuts-@actifs et« the ulgy» a celles dont les
récepteurs ne remplissent pas toutes les condipons étre positivement sélectionnées. La plus
fameuse de ses expressions fut celle qui résomsad® I'introduction au 54*° cold spring harbor
symposium. Deux membres organisateurs, Watsongés Iravaient demandé a Janeway d’écrire le
texte de son choix sur le sujet de son choixt Béinsation avec sordity little secret», renvoyant au
besoin incompris d’adjuvants pour enclencher de bvemses réponses immunitaires. Cette
introduction donna lieu au fameuxApproaching the asymptote : Revolution and Evotutio
Immunology» (102) dont Janeway lui-méme avouera étthecbest paper I've never published).

Il'y prédit qu’il devait exister des protéines cedéar la lignée germinale reconnaissant la présenc
de molécules produites par de larges classes Hegeates, qu'il appela PRIRgthogenRecognition

Receptors). Il y postula que les PRRs auraient pa@# de reconnaitre ce qui maintenant est connu
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sous le nom de PAMP®dthogerAssociatedV olecularPatterns). Il ne m’'a toutefois pas été possible
d’avoir directement acces a cet article.

Pour arriver a cette réflexion, Charles Janewatitpde I'idée que le systéeme immunitaire ne
peut pas reconnaitre tous les pathogénes indivéeht. La quantité d’information nécessaire serait
énorme et deviendrait rapidement obsoléte. De phsspathogenes évoluent constamment, rendant
délicat la capacité du systéme immunitaire a lesmeaitre. Les PAMPs sont des motifs simples en
comparaison de la complexité d’'un pathogéne. Ileprennent des structures moléculaires trouvées
chez les micro-organismes et sont essentiels asleure ou leur pathogénicité. La liaison de PAMPs
aux PRRs des APCs induirait I'expression de mo&scabntrélant la décision des lymphocytes naifs a
répondre a I'antigene. Ces molécules seraientscdites de costimulation dont I'induction avait été
montrée essentielle a I'initiation de la réponsepaative.

Au dela de fournir le principe général de recorsmise par I'immunité innée, Janeway
apporta une ossature conceptuelle d'intégratiofiimenunité innée et acquise. Ces idées élaborent
des principes qui servent toujours de guide potrenmompréhension actuelle du fonctionnement de
limmunité innée et sa connexion a I'immunité addipe. Les APCs digerent les antigenes bactériens,
les présentent aux lymphocytes T circulants etleégypositivement des molécules costimulatrices.

Le modéle proposé par Janeway était révolutionnaitencontre du concept prévalent d'une
surveillance perpétuellement active du systéme initawe inné. Pour maintenir une forme de
discrimination SNS, Janeway suggéra que le systdmeinitaire possédait la capacité de distinction
entre le « non-soi infectieux » et le « soi noreatieux » £03). Il baptisa son modéle IN$nfectious
Non Self).

d) 1989, 3rd modification (INS): APCs:
do not co-stimulate unless activated
via PRRs (receptors for evolutionarily

i distant infectious non-self).
Bacterium N\
. ¥ N
. >
PRR ‘\_. 2 -

Figure 6d | Modéle « Infectious nonself » (33)
Des récepteurs, les PRRs, reconnaissent des PAMPs, signatures de I'étranger infectieux

Bien que I'essence du modéle de reconnaissancef(8N@mporairement préservée, le modéle
INS créait de nouvelles complexités plutdét que ésoudre les anciens problémes. Il ne pouvait
expliquer pourquoi les virus stimulent 'immunitgéourquoi les greffes sont rejetées, comment est
induite I'auto-immunité, pourquoi les tumeurs spatfois spontanément rejetées ou encore comment
les adjuvants non bactériens tel I'hydroxyde d’ahiom fonctionnent. Bien que trés novatrice, cette
théorie s’essouffla rapidement et n'attira que geuwetour concret au début.

La situation changea environ une décennie plas larsque de nouvelles études apporterent de
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nombreux éclaircissements. Le modeéle original INSJdneway évolua, clarifiant certaines zones
d’ombres. Par exemple concernant I'immunité ardieir il fut suggéré que I'ARNm double brin
constituait une signature de I'étrang@&04). Cependant Janeway avait lui-méme écrit aupatayam
I'addition des PRRs au modele ne pouvait expligasrréponse immunitaires face aux greffes ou
tumeurs, ni les dysfonctionnements a l'origine geshologies auto-immuneddd). Il éluda ces
considérations, arguant que les transplantatioméerdt une invention moderne pour laquelle
I'évolution du systéme immunitaire n’avait pas étdfrontée. Il pensait par ailleurs que les tumeurs
et les maladies auto-immunes avaient toutes dexdatees a apparaitre suffisamment tard au cours
de la vie pour ne pas empécher la procréation et danfluaient pas les mécanismes de sélection

évolutive.

A linverse et malgré ces apparentes imperfecti@estains immunologistes pensaient que
notre connaissance des mécanismes de reconnaighasysteme immunitaire proche de la réalité.
Ainsi il y encore seulement 20 a3aniel E. Koshland Jr., éditeur du journal Scieperadant 10 ans,
n’hésita pas a écrire all the mysteries in modern science, the mechanidhself versus nonself
recognition in the immune system ranks at or nbartop,the immune system is designed to recognize
foreign invaders> et «when the immune system is working well it neves gattivated by

selfsubstances, but unerringly responds to the&lbegbstances:(106).

C Des pommes a la grammaire

Polly Matzinger opposa une vue différente, signalgme les modifications des modéles
SNS/INS ne suffisaient pas a rendre compte d'ungnfasatisfaisante plusieurs mécanismes
fondamentaux de I'immunité. En 1994, elle écriwiEor many years immunologists have been well
served by the viewpoint that the immune systenrsapy goal is to discriminate between self and
non-self. | believe that it is time to change vieimnts » « the immune system does not care abdut sel
and non-self, that its primary driving force is theed to detect and protect against dangétG).

Dans cette revue novatrice d'une cinquantaine dgep Polly étaye sa vision du
fonctionnement du systeme immunitaire. Elle discessentiellement des bases fondamentales a
I'origine de la tolérance au soi, des mécanismastivation des lymphocytes et de la costimulation
(207). Il n’y a aucun détail sur les signaux de danglerdimmunité innée. Matzinger cherche avant
tout ici a intégrer sa vision du fonctionnementsysteme immunitaire dans le cadre de la mise en
place de 'immunité adaptative.

Tout se bouscula lorsque Charles Janeway lui demdeadfaire un paralléle qu’elle n’avait
pour I'heure pas appréhendé. Polly Matzinger raedb®8) qu'intéressé par le sujet, Janeway lui
demanda d’écrire un article sur les difféerenceseelimmunité innée et le modéle de danger. Elle
écrit avoir été tres surprise par la requétewas stumped, se demandant comment comparer un

systeme de cellules et de molécules qui fabriglzeptemiére ligne de défense contre les pathogénes
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et un modéle qui essaient de composer avec lesnisgees d'immunité et de tolérance de I'immunité
adaptative. Polly était désemparédt seemed like a request to compare apples andules of
grammar» (108).

Elle réalisa ensuite qu'il existait une intersectpour laquelle une comparaison pouvait étre
établie. C'est de cette démarche que découle larithéu danger telle quelle est présentée
actuellementDes indices s’étaient accumulés pour désigneydeese immunitaire inné comme le
contréleur ultime des réponses adaptatives parréggulation des molécules de costimulation. Cela
avait conduit a I'extension du modéle SNS vers$IMvec celui-ci, la définition du non-soi incluait
non seulement les molécules étrangeres reconnuekepaellules B et T, mais également celles
reconnues par le systeme immunitaire inné, quitear des cellules comme les macrophages et les
cellules dendritiques mais aussi par des moléchlamorales comme celles de la cascade du
complément. Polly termine khis new, expanded view of self and non-self lemdemewhat different
predictions from the older versions and this | khia what Charlie wanted me to compare with the
Danger modeb (108).

d De la critique du SNS a la théorie du danger

i Transplantation, tumeurs et auto-immunité

La version originale du SNS prédisait que les phngations et les tumeurs doivent étre
rejetées parce que les antigenes du non-soi psédentaient initier la réponse. Sa version étendue
INS prédisait que ni 'une ni l'autre ne seraieajetées car elles ne possédaient pas de ligand a
reconnaitre par les PRRs. L'auto-immunité n’estdipeeni par le SNS, ni par le INS puisque les
lymphocytes B et T auto-réactifs ne devraient péster (L08).

Or, il est indéniable que les greffes sont courammgjetées tandis que les tumeurs ne le sont
pas et que l'auto-immunité existe. Ainsi, bien deemodele INS crée un contexte favorable a la
costimulation et expliqgue pourquoi les tumeurs peivne pas étre rejetées, elle enleve également
I'ancienne explication quant au rejet de greffefée peu pour expliquer I'auto-immunité.

La théorie du danger englobe une explication deéroesphénoménes, avec I'avantage certain
de ne pas avoir a ajouter d’autres croyances. @est moi une théorie trés élégante, partant de
postulats simples pour appréhender des phénoménieerément complexes. Je m’aligne sur la

pensée d’Antoine de Saint-Exupéry citée ci-dessous.
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ii Les bases de la théorie du danger

« La vérité, ce n’est point ce qui se démontre, c’est ce qui simplifie ».

Antoine de Saint-Exupéry
Terre des Hommes

La théorie INS se basait toujours sur la dichotosti#gnon-soi ou le soi était défini, fixe et
inaltérable. Polly Matzinger s'interroge : qu'aeivt-il lorsque le soi change ? Comment les
organismes réussissent-ils a s’adapter a la pybbenéétamorphose et au vieillissement sans attaque
aux changements des tissus. Lors de la grossesseupi les meres de mammiferes ne rejettent
t'elles pas leur feetus et n'attaquent t'elles pas tissu mammaire, lequel produit des protéindaitie
completement nouvelles ne faisant pas parti du = sutial ? Pourquoi échouons nous a créer des
réponses immunes a des vaccins composés de psotdiamgeres inertes sans ajouter d’adjuvant ?
Pourquoi la plupart d’entre nous possédent des hypmytes auto-réactifs sans aucun signe d’auto-
immunité, alors que quelques individus y succomBepburquoi faillions nous a rejeter des tumeurs,
alors que la plupart expriment clairement des pre&emutées ou nouvelle33j ?

Loin dignorer ces questions embarrassantes, laritiédu danger est incroyablement
puissante par sa portée prédictive. Elle abandtmnencept selon lequel le systéme immunitaire est
avant tout concerné par le non-soi et regarde il dgs éléments contrélant 'immunité. Le modéle
de danger est basé sur l'idée selon laquelle tpgask ultimes contr6lant I'immunité ne sont pas
exogeénes mais endogenes. Ce sont des signaux ditsdlanger » émanant de cellules stressées ou
lésées. Elle propose que de telles cellules entdies signaux de danger ou d’alarme qui servent a
activer les APCs environnant. Le non-soi qui nevpgue pas de lésion ne générera aucune réponse,
sans égard a sa dissémination chez I'héte. Le ramviepant d’une expression génique, causant un

stress ou une lésion, peut étre immunogénique gmab d'intervention de tout élément étranger.

e) 1994, 4th modification (Dang.
model : major change) APCs
are activated by endogenous
>» Sig 1 cellular alarm signals from
distressed or injured cells.

er

Figure 6e | Modéle de « danger » (33)
L'immunité est avant tout concernée par l'intégrité de I'h6te

Le modéle de danger conserve l'idée de Janewayn daljuelle les APCs ne sont pas

constitutivement capable d’offrir des signaux desticoulation mais doivent en premier lieu étre
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Cette idée selon laquelle les APCs sont inactitslzase et que les réponses immunitaires ne peuvent
apparaitre sans leur préalable activation est umt frés important, seule véritable similarité enlt
INS de Janeway et le Danger Model de MatzingersiGia écart consistant par rapport au concept de
la suffisance du caractére étranger d’'un antigene.

Cependant, a la différence du modele INS qui suppadée d’'un antigene étranger obligatoire,
le modele de danger suggére que l'état d’activatiom APC dépend de I'état des cellules
avoisinantes. Les cellules saines n’émettent pasigieaux de danger & contrario pourraient
réprimer les APCs109). Les cellules Iésées, anormalement stressées;antod’lune maniere non
physiologique doivent activer les APCs préser89) A linverse les cellules qui meurent par
apoptose envoient des signaux ditscavengers pour étre digérées. Par exemple, le thymuseest |
siege d’'une intense activité de sélection des houptes qui ne laisse que trés peu dentre se
développer. L'apoptose massive de centaines déemiltle cellules se réalise en absence de toute
inflammation visible. A noter que dans d’autres, das cellules apoptotiques ne sont pas éliminées

assez rapidement par I'environnement et dérivem&enose secondaire, laquelle est immunogénique.

La base de la théorie du danger, ou les APCs siiveas par des signaux d’alarmes de
cellules Iésées telles celles exposées a des paib®gdes toxines ou encore des lésions mécaniques,
fut purement théorique au début. Dans ['histoirel'demunologie, ce n’est pas la premiére fois
gu’une telle situation se produit. Rappelons lesBiretscher/CohrB{) et Lafferty/Cunningham8Q)
qui se baserent sur le comportement d’'un systeme gustuler I'existence de types cellulaires ou de
signaux. Et que dire de Janeway qui, partant déffet’ed’adjuvant, déduit la nature non
constitutivement active des APC et I'existence BRPB (L02).

De nombreux signaux de dangers ont été identiféss dernieres années. lls peuvent étre
notamment constitutifs ou inductibles, intracelitda, sécrétés ou dérivés de la matrice
extracellulaire. Les cellules en mort cellulairegnammée sont habituellement phagocytées avant de
se désintégrer, tandis que les cellules en nédilmsent leur contenu, chaque produit intracelhglai
pouvant étre potentiellement un signal de dangérdiScussion). Les signaux inductibles sont des
substances créées ou modifiées par des celluesséas ou Iésées. Dans le cadre de cette étude, deu
signaux ont été étudiés, 'ATRA¢@enosineTri-Phosphate) extracellulaire et I'acide urique. Cesxde
molécules sont évidemment présentes en physioketgepparaissent indispensables. Ce qui, on le
verra plus tard, va faire d’eux des signaux d'alesd joue en terme de présence de extracellutkre,

gquantité émise, de cinétique, d’environnement modée et cellulaire.

Cette vision nouvelle peut apparaitre comme un Isingas de plus sur le chemin de
'appréhension des mécanismes immunitaires et mtegactions cellulaires. Polly Matzinger y voit,
moi aussi dans une bien moindre mesure, une avanagire, une rupture d’avec I'ancien modéle,

une chute vers un terrain nouveau a explorer daneelle le caractere étranger d’un pathogéne n’est
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plus une caractéristique importante quant a I'émisd’'une réponse et une composante du soi n'est
plus une garantie de tolérance. Rappelons le popvédictif de cette vision, permettant une meiéeu
compréhension théoriqgue de nombreux points chaaddndmunité. L'allergie, par exemple, ou de
nombreux allergénes seraient des substances dasgsmeconnues comme potentiellement délétéres.
Der-p1, l'allergéne principal contenu dans leBowse dust mites est une protéase qui attaque la
surface des cellules B et de I'épithélium pulmosalren va de méme du venin d’abeille, lequeltn’es
pas sans innocuité. La réponse aux allergénesgtetait dans la théorie du danger, bien qu'il
demeure obscur pourquoi certains individus fabrigoiedes 1gG tandis que d'autres feront des IgE,

I'anticorps associé a 'allergie.

Auparavant la doxa scientifique voyait le contrééel'immunité gouverné par les cellules B et
T. Puis la découverte du réle des APCs et de ldncolsition mena a I'idée que le contréle initial de
limmunité était dévolu au systeme immunitaire inhée modéle de danger suggere que ni les
systémes immunitaires inné ou acquis en sont reghtes. Cette fonction appartiendrait aux tissus
eux mémes, compréhensible au sens ou « l'immunitée » serait bien antérieure au « systeme

immunitaire innée ».

Qui mieux que Polly elle-méme pour résumer en gued mots que the Danger model
assumes that what really matters, from an evolatiprpoint of view, is whether that entity causes
damage or nob (108).

6 Nouvelles du front ; innate immunity : quo vadis

«If you don’t know where you are going, you will diup somewhere else
YogiBerra, joueur de baseball américain
Cité par Ruslan Medzhito\1 {0

Chris Sharp

Figure 7 | Immunité innée : quel devenir? (220)
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Je crois fermement a la théorie du danger, dameylstre de ce qui pourrait s’apparenter a une
conviction et qui ne tient pas de scientifique.I€el devra sans conteste subir de nombreuses
modifications et arrangements, voire servir de saba une autre théorie qui appréhendera mieux les
découvertes récentes. Il arrive souvent que la ddmaantellectuelle d’'une théorie soit globalement
correcte mais que certaines descriptions, certaisennements ou certaines explications de résultat
se révelent incorrectes. Il me semble que j'ai teoplance a parfois schématiser a I'excés et ramene
la théorie du danger a son détecteur cytosoliquamgue, I'inflammasome Nlirp3.

Prenons I'exemple de I'effet de I'alurm vitro, il fut montré que cet adjuvant permettait la
production de IL-§ par linfammasome NIrp3 1(11). La présence de cet adjuvant lors de
'administration d’'un antigéne génere un environaatrpro-inflammatoire qui permet d’amalgamer
'antigene comme potentiellement nuisibtel®). Deux études plus aboutiemt récemment remis
sérieusement en question le role prépondérantimiiathmasome Nirp3 et de I'IlLfl dans I'effet
adjuvant de l'alumin vivo. Une étude montre le rble critique de la prostadjlle E2 dans la
I'établissement de la réponse Th2 et ceci en alesdadNIrp3 {13. Une autre équipe propose que
l'effet de l'alum passe par la production endogediacide urigue mais que celui-ci agit
indépendamment de NIrp3 pour aider a la créatiomel’'réponse Th2L{4). De quoi brouiller les
cartes! Oui et non. L'acide urique produit est mEéme un signal de danger endogéne. Son
indépendance apparente vis a vis de l'inflammasoongplexifie la régulation de la mise en ceuvre de

I'immunité et ne fait que rendre cette étude phiéressante.

Avant de rentrer plus en avant dans le vif dutsdg cette these, centralisée sur I'immunité
innée et la théorie du danger, méditons quelqustsrits sur une meétaphore de James Travis qui
s'interroge : «Did the innate and adaptive arms truly evolve tegkeut harmful organisms? Or
instead, are one or both more like bouncers atghtuiub, honed for the more subtle task of allowing

the right microbes in and kicking the less desieatnhes out? $12)

C. Nalp3, découverte et parallélisme. Désordres inflammatoires,
apoptosome, inflammasome

1 Préambule

Dans la recherche des découvertes qui menérenidéntification de I'inflammasome,
I'attention se porte sur la période couvrant la¢tassement du millénaire. Les avancées conjodges
la biologie moléculaire et de l'informatique ontrmés I'identification et la localisation massive de
génes, leur clonage, l'utilisation de cDNA, le séagage de protéines, le tout compilé dans
d'immenses banques de données souvent libre d'dcedmlyse des séquences protéiques permit de
caractériser des domaines structuraux ou fonctlende réaliser 'assemblage en famille et d’obteni

des informations permettant une meilleure comprgiberdes voies de signalisation.
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Au revers de la médaille, il n'est pas rare guu@me gene, une méme protéine ou I'un de ses
domaines portent des noms différents, plusieurdpéqubaptisant ce qu’ils croyaient étre une
découverte. Apparait aussi la volonté de classeuren nomenclature propre et nouvelle, censée
clarifier. Parfois I'un de ces noms a supplantéaleses, parfois plusieurs restent, dont les atitisis
propres restent affectées au domaine de recherchd’babitude. Souvent maintenant les chercheurs
établissent de grandes listes épurées appeléesiraghfication mais non a la mémorisation. L’étude
de ce langage scientifique, au travers de sonitdstde son évolution, de son devenir, rehaussée
d’anecdotes cocasses, serait de la méme trempeal’qogeprendre l'assainissement des écuries
d’Augias. La suite va en donner une illustratioanslle cadre de la découverte de I'inflammasome ou

je m'excuse par avance de I'opacité et I'enchewétrg d’acronymes.

2 Découvertes des génes de pathologies auto-inflammatoires

Comme souvent en science, des étuaegriori éloignées peuvent se voir regrouper aux
lumiéres de I'amélioration des connaissances, aayems des technologies disponibles ou d’'une
synthése des résultats. La maladie appelBamilial cold urticaria» (FCU) ou «amilial cold
autoinflammatory syndrome (FCAS) est une maladie inflammatoire autosomaimidante rare
caractérisée par des épisodes intermittents deescréavec fiévre, arthralgie, conjonctivite et
leucocytose. Ces symptdmes apparaissent apres xpusiton générale au froid et persistent
généralement de 24 a 48H.6). Les composantes génétiques et environnememtalestte pathologie
sont connues depuis longtemps. Il paraissait eB I8dicle «Familial Urticaria due to cold» (116).

Un demi-siecle plus tard, une équipe allemanddsatila cartographie par microsatellites pour
identifier la région chromosomique touchée sur dieuges familles atteintes de FCAELY. Une
liaison fut établie entre la pathologie et la régichromosomique 1g44. En outre I'une des deux
familles de I'étude présentait les symptémes dulyme de Muckle-Wells (MWS). Le MWS est une
maladie également autosomale dominante générarfiedess périodiques d’'un phénotype similaire
exceptée la non association a I'exposition au fedith présence fréquente d’'une perte de I'audition
(118. Dans d'autres cas, certains individus souffrdet FCAS développent tardivement une
amyloidose rénale, ce qui renvoie au MWS. Seloalgsurs< the similarity of clinical symptoms and
the location in the same interval suggest that lasitities/.../ could be caused by the mutations in the
same locus (115). Bien que leur antériorité n’est pas contestablele raisonnement, leur travaux ne
semble avoir donné lieu qu'a la présentation d'wster dont I'abstract est disponible dans les
suppléments du volume 59 d’octobre 1996 American Journal of Human Geneti¢$17). Il ne m'a
pas été possible de trouver un article completi@ldiméme année ou un peu plus tard.

Le méme journal vit la publication ultérieure deuxerticles positionnant MWS et FCAS
effectivement liés au chromosome 1g44. En 1999s<&taet al. étudierent 35 personnes réparties en

trois familles et localiserent le MWS3.19) et en 2000, I'analyse de 69 individus apparte@aaing
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familles atteintes de FCAS permis a Hoffman eteatiblage de la méme zone génétique 1444%)(
Cherchant a caractériser les genes affectés lorka gmthologie au sein du chromosome 1944,
Hoffman publia en 2001 une étude des exons codésqige région a la recherche de mutations
présentes chez les sujets affectés. Il identifiatrgumutations distinctes dans le géne qui ségrégai
avec la pathologie dans trois familles atteinte=@AS et une de MWS qu'il appela CIASCdd-

I nducedAutoinflammatorySyndromel) (118).

De nombreuses autres études ont été realiséest anameées a l'identification d’autres
mutations au sein de ce géne. Citons un articldigplilannée suivante qui identifie 5 nouvelles
mutations localisées dans I'exon 3 de CIAS1 au deih2 familles atteintes de MWS ou FC120).

La méme année, une troisitme et derniere pathofagialentifiée comme causée par des
mutations dans le méme géne CIAS21) chez 7 individus non apparentés. Il s’agit dudsgme
CINCA (Chronic Infantile Neurological Cutaneous and\rticular syndrome), encore connu sous le
nom de NOMID NeonatalOnset M ultisystemicInflammatory Disease). Désordre congénital rare
mais plus grave que MWS et FCAS, il se caractfme des symptdmes cutanés néonataux, des
méningites chroniques et des manifestations aaliad associées a de la fievre et de l'inflammation
(122-124. Les membres sont plus courts et un retard desanoce s'installe, suivis de déficits visuel
et auditif. Des cas familiaux ont été rapportéssntiaucoup plus rare que I'apparition sporadigge, ¢
qui avait auparavant permis de suggérer un mécarasttosomale dominant.

Au total, ce sont donc trois pathologies qui apigaemt étre liees a la méme déficience du
géne CIAS1. D’autres génes causant d’autres typesordres auto-inflammatoires ont été identifiés
durant la méme période, étendant la possibilitérolever des similarités dans les protéines ou les
voies de signalisations associées. Parmi ces pailks| la FMF Familial M editerranearFever) est
une maladie autosomique récessive trés fréquenteesu de plusieurs populations du pourtour
méditerranéen, avec un maximum d’'une personne isupaair les juifs nord-africains 125. Un
regroupement d’équipes francgaises, auto-baptiée«drench FMF consortium, identifia une région
minimale de 60kb qui ségrége avec la maladie, leueermet la synthése d’au moins quatre
transcrits. Le candidat le plus probable code umtéme que le groupe baptisa Marenostrraie
nostrumen latin signifiant bassin méditerranéen). A uniandintervalle, un autre regroupement
d’équipes internationales &he International FMF Consortium, identifia une protéine qu'ils
nommerent Pyrin, to connote its relationship to fever comme responsable de la patholofze).

Ainsi, les désordres de la méme protéine appelém By Marenostrin furent directement
associés a la FMF, Fievre Méditerranéenne Famil@liest sur la base d’'un domaine protéigue de la

Pyrin, confusément appelé PYRIN, que la découdetiinflammasome s’appuiera.
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3 Les « death domains »

a Quelques mots sur I'apoptose

L'apoptose, du grec signifiant « feuilles tombarg tlarbre », est une mort cellulaire
programmée commune a tous les métazoair2g.(Elle maintient 'homéostasie en permettant aux
cellules a éliminer d’enclencher leur propre modtiveement, sans causer de dommage ni
d’inflammation tissulaires. Sans apoptose pas dgtsiformé, un humain de 80 ans cumulerait une
masse de cellules de la moelle osseuse et des mymplstiques d’environ deux tonnes et l'intestin
serait long de 16 kml@7). Une cellule entre en apoptose suite a l'intégnatie signaux extra- ou
intra-cellulaires. Les situations sont Iégionsa@tlde I'ontogénése au renouvellement cellulaire en
passant par la sélection thymique ou encore dedecasllules infectées, incapables de maintenir leu
métabolisme ou de franchir correctement les étapéisues du cycle cellulaire. Pres de 60 000
articles référencés sur Pubmed ont le mapeptosis» dans leur titre, le premier datant de 1972.

Les premiéres études apparaissent trées empirigqappprtant les nombreuses situations ou
I'apoptose est observée sans pouvoir y adressesignalisation moléculaire. Beaucoup de ces études
de la premiére heure ont trait au cancer, a lastoamation cellulaire et aux effets cliniques des
radiations. On y apprend aussi a reconnaitre leggaistiques ultra-structurales de I'apoptosie te
la condensation de la chromatirdi2®. Il est intrigant pour moi de voir qu'une étude TO91 montre
que I'ATP extracellulaire est pro-apoptotique etegle mécanisme mis en jeu dépend d'une
augmentation rapide la concentration cytoplasmaquealcium {29.

L’animal modele de choix dans I'étude des mécaess moléculaires a é@aenorhabditis
Elegans En plus détre transparent, ce nématode a lacpkatité de présenter une croissance
cellulaire depuis la cellule ceuf extrémement biéfind Le jeune C. elegans possédera un maximum
de 1030 cellules pendant son développement etrelngpieés exactement 131 pour n’en posséder plus
que 959 une fois adulte. Ce déficit cellulaire éalise par apoptose comme I'ont montré les peres
fondateurs de ce modele, Sydney Brenner, JohndBuktt Bob Horvitz, lauréat du prix Nobel en
2002.

La compréhension de mécanismes de bases de kmeopst fondamentale en ce sens que le
modéle principal présenté dans les résultats dmamuscrit utilise un inducteur de I'apoptose, la

bléomycine {30.

b Découverte du death domain CARD

Simplifiant au maximum le champ trés vaste d’étudesdisées sur I'apoptose, notre regard
s'arréte sur deux études publiées en 1992/93 antifient deux genes, ced-3 et ced-4, comme
essentiels pour I'exécution de la mort cellulairegpammeée chez C. elegaris3(, 132. En 1997,

I’'hnomologue de ced-4 chez les mammiferes, Apafsdit, identifié (33). Les diverses protéines
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connues impliquées dans l'apoptose comprenaienddemines protéiques dit « de mort » appelés
DD «Death Domain » ou DED ®eath Effector Domain » essentiels pour la communication
protéine-protéine.

En 1997, Tschopp et al. font paraitre un courglarbu ils annoncent la découverte d’'un
nouveau domaine de mort. Etudiant sur des basdsrdeées la signalisation pro-apoptotique entre les
récepteurs TNFR1 et TNFRZ ymor NecrosisFactorReceptor) en amont et I'activation de caspases
en aval, ils ont identifié un nouveau module d’assion homotypique gu’ils baptisérent CARD pour
CAspaserecruitmentDomain (34). lls rapportent que toutes les protéines idexggiavec un CARD
ont un lien avec I'apoptose. Bien que non référerd#ns cet article comme protéine possédant un

domaine CARD, Apaf-1 le sera par la suite.

c Découverte de NOD1

En mai 1999, outre le cas particulier de CIITA (Mi€lassll TransactivatiorFactor), deux
équipes identifient pour la premiéere fois NODNu¢leotide-bindingOligomerizationDomain4) un

membre de la superfamille de ce qui deviendra lRNNod- ike Receptors).

i Par son domaine CARD

Une premier groupe dirigé par Peter DiStephanatifie par homologie et alignement de
séquences, sur la base de CED-4 (C. elegans) &pafel (mammifére), une protéine de la méme
famille des protéines de mort3Y). lls la baptisent CARD4 et montrent qu’elle caamde a la fois
I'activation de NKB et I'apoptose, ce qui pourrait en faire un bondidat impliqué dans la réponse
immunitaire innée. CARD4 posséde 3 domaines straoi) deux communs avec Apafl et CED-4,
CARD et NBS NucleotideBinding Site), et un domaine LRRs propre.

ii Par son domaine d’oligomérisation

La deuxiéme équipe, dirigée par Gabriel Nufiez, tifieia méme protéine en la baptisant Nod1
(136). lls la nomment ainsi eu égard a la publicatitundarticle ou était présenté un mécanisme
conservé permettant a CED-4 d’activer CED-3 aptgmmérisation d’'un domaine putatif ATPase,
NBS (NucleotideBinding Site)(137). Ce deuxieme article de mai 1999 montre que Nédlle a la
fois l'activation de NF<B en se liant & Rick et I'apoptose.

Toutefois, la terminologie NOD pour rentre comgte ce domaine d’oligomérisation fut trés
vite remplacée par celle de NACHT, encore utilisdgourd’hui. Outre CARD4/Nodl, NAIP
(Neuronal Apoptosis|Inhibitor Protein) et CIITA (MHC Class Il T ranscription Activator) (138
d’autres protéines présentent un domaine centraPase, telle la protéine de mammiféere TP1

(Telomerase-associat@otein-1) et celle d’'un champignon, HET-E. Ce domaine fuytedé NACHT
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comme acronyme des protéinealP, CIIA, HET-E etTP1 en 2000139).

4 Découverte du death domain PYRIN

Une équipe nippone identifia une protéine par [@acdé qu’elle présente apres lyse cellulaire
au triton X-100 de s’agréger et d’apparaitre cornme « tdche » (gpeck») lors de I'apoptose induite
par des drogues anti-tumoralelt@). Le clonage et le séquencage du cDNA permis direnen
évidence la présence de deux domaines. Le domakiRDCaida a nommer la protéine ASC
(Apoptosis-associate@peck-like protein containing £ARD). L’autre domaine qu’ils appellent
pyrin-like domainest homologue a la partie N-term de la protéingnPyont rappelons que le

dysfonctionnement est associé a la Familial Mediteran Feverl@6).

En 2000, trois domaines structuraux sont connusekds aux voies de signalisation de
'apoptose : les modules DIDéathDomain), DED Death Effector Domain) et CARD Caspase-
Activating Recruitment Domain). lls sont connus pour réaliser des intewasti homotypiques
permettant en aval I'activation d’effecteurs enamge a des signaux de stress ou des stimuli de
développement. Souhaitant aller plus loin dansudlétde I'enchevétrement de protéines liées a
I'apoptose et de leurs signalisations, Bertin é3tBiano {41) ont fait preuve d’'une démarche simple
et élégante. lls sont partis de la protéine noawaint découverte CARD4/Nod1, membre de la méme
famille que Apaf-1, et ont réalisé une rechercladighement de séquence BLASTP. Leur attention fut
soulevée par le fait que parmi les trois domaimesposant Nodl, deux se retrouvent chez les plantes
dans une famille de protéines connue pour étreigu@é dans la mort cellulaire et le changement
d’expression génique en réponse a l'infection. Neathprend, en plus de CARD, un domaine central
d’activation et I'oligomérisation NBS et un domai@eterm LRR qu'’ils prédisaient pouvoir recevoir
des signaux en amont.

Or la famille protéique NBS/LRR des plantes netieon pas de CARD en N-term, mais soit un
«leucine zipper motif, soit un «Toll/interleukin-1 receptor (TIR)-homology domaipermettant les
interactions en aval. Les auteurs ont alors suggées des membres de la famille des protéines
contenant NBS/LRR chez les animaux pourraientsetilid’autres modules que CARD en N-term.
Partant de la séquence de NBS de Nodl, une reeh&cASTP permit d'identifier deux autres
protéines aux structures et fonctions inconnues.ndmmeérent ces protéines NBSdu¢leotide-
Binding Site proteinl) (futur NALP2) et CARD7 (futur NALP1). Un domair@ARD fut trouvé sur
CARD7 mais pas sur NBS1.

Afin d'identifier les régions N-term de ces deuotéines, ils firent de nouveaux des BLASTP
en partant cette fois de divers fragments situéd-rm des deux protéines. Aucun module référencé
ne fut identifié. Cependant, les parties N-term desx protéines CARD7 et NBS1 présentaient une

tres forte similarité avec la région N-term d’urmetgine Pyrin. Bien que la fonction précise deecett
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protéine fOt encore inconnue, sa relation avedM& permet de supposer un lien avec la régulation de
la signalisation inflammatoire dans les cellulesétoides. lIs nommérent cette région N-Term
commune entre les protéines NBS1, CARD7 et Pyeinldmaine PYRIN. Sachant que les régions N-
term des membres de la famille NBS/LRR précédemndemtifiés sont des domaines d’interactions
protéiques, ils supposérent de méme pour le donia¥kIN. Ils rapportérent également la présence
du domaine PYRIN sur les protéines ASC humaibé0) et caspase-13 du poisson zébre. ASC
présente une structure bipartite avec PYRIN enrM-tet CARD en C-term, ce qui leur permit de
supposer qu’elle fonctionne comme une protéine FAIRE protéine adaptatrice dans la voie de
I'apoptose extrinséque.

Des recherches similaires ont été effectuées gax dutres équipes, qui identifiérent toutes
deux le motif PYRIN au sein de plusieurs protéigas entretiennent un lien avec I'apoptose. Une
équipe I'avait nommé DAPINOomain in APoptosis andNterferon responsell42 et la seconde
PAAD (renvoyant aux noms des protéines identifiéesc ce domainalyrin, AIM, ASC, CARD)
(142.

Le nom PYRIN est aujourd’hui le mieux reconnu, @weutefois des contre-exemples comme
sur base de donnée suiss&x®ASy Proteomics Serverou c’est encore DAPIN qui prévaut.
L'appartenance du domaine PYRIN au domaine de & mest résolument fixée cette méme année
2001, d’abord de facon prudente par Tchopp etldB)(puis catégorique par Dixit et all44) qui en
outre y ajoute comme membrédM2 (Absentin Melanoma2), MNDA (Myeloid cell Nuclear
Differentiation Antigen) et IFI16 I(ntef~eroninductible protein-16)Partant du domaine PYRIN de
CARD7, ces derniers ont construit un modele decgsiras en 3D en comparant avec les domaines DD
et CARD. La conclusion de leurs expériences acteddppartenance du domaine PYRIN a la famille

des domaines de mort.

5 Découverte des NALPs

La recherche de protéines impliquées dans l'inflation et I'apoptose par le domaine
PYRIN a permis la découverte ce qui deviendra bicles NALPs. Dans une lettre courte adressée
aux éditeurs d€ell Death and Differentiatioen 2000, Bertin et DiStefano présentent leur tétsuet
identifient deux protéines, CARD7 et NBS1 qui se¢res futurs NALP1 et NALP2141). lls sont les
premiers a les avoir identifiés. Rappelons quead’gar homologie de séquence et non par étude
fonctionnelle. La premiére réelle étude sur NALRé&ndra I'année suivante ou la protéine qu'ils
découvrent est appelée NAC pdiucleotide-bindingAnd Card (145). Les auteurs montrent que le
domaine CARD de NAC interagit sélectivement aveadenaine CARD d’Apafl. Il était connu
gu’Apaf-1 active la procaspase-9 apres liaison ytoahrome C libéré par les mitochondries. Or ici
cette activation de caspases par le cytochromet @uegnentée en surexprimant NAC et diminuée

lorsque celle-ci est atténuée. Aux vues de lewsgltads, les auteurs estiment que NAC/Nalpl joterai
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un roéle important dans la régulation de l'activité I'apoptosome mais n’interviendrait pas dans la
régulation de la voie NkB.

Une autre étude de la méme année suggere égalgueMALP1 serait un nouveau membre
de la famille Ced4/Apaf-1. La protéine identifiést @ppelé DEFCAPDeath Effector Filament-
forming Ced-4-like ApoptosisProtein) (146). Les auteurs notent que tout comme Apaf-1 et Nodl,
DEFCAP contient un domaine CARD et un domaine NRjue comme Nod1, mais a la différence de
Apaf-1, DEFCAP contient de nombreux LRRs. Une daréstique particuliére est la présence en N-
term d’'un domaine Pyrin-like. Les deux isoformeadétes de la protéine DEFCAP interagissent
fortement avec la Casp-2 et plus faiblement ave€dap-9, ce qui suggere que DEFCAP est un
nouveau membre de la famille Ced-4/Apaf-1, capdtfeluire I'apoptose.

La découverte de CIAS1/NALP3 en tant que protéissociée aux désordres auto-
inflammatoires FCAS est attribuée selon moi au geode Hal Hoffman et de Richard Kolodner
(115. lIs identifient le gene CIAS1 qui code pour Itgine Cryopyrin et montrent qu’elle contient
plusieurs domaines prédictifs connus. En N-terndamaine PYRIN 141, 143, 14), un domaine
central NB (NACHT) dans I'exon 389 et un domaine C-term contenant plusieurs LRR$)( Les
auteurs mentionnent bien que deux autres protéisP1/CARD7/DEFCAP et NALP2/NBS1 ont
été réecemment identifiées comme possédant lesni@ises domaines. lls font remarquer que NALP2
partagent la plus grande homologie avec cryopyrin.

Il existe plusieurs autres protéines impliquéessdbBapoptose ou lI'immunité innée qui
partagent des similarités de structures avec |&ipe cryopyrin, incluant NOD1 (CARD4), NOD2
(CARD15), ASC ainsi que des protéines de génessistance telles RPS2. Des mutations dans le
géne codant pour NOD2 sont corrélées avec deuxlpgiks inflammatoires, le syndrome de BLAU
et la maladie de Crohri49-15). Toutes ces données suggéraient que cryopyiinuéia protéine de
signalisation impliquée dans la régulation de lanfmation et de I'apoptose, bien que cela restait a

démontrer expérimentalement.

6 Premiers pas vers la découverte de I'inflammasome

La revue précédemment citée par Tschopp etldB) (montre pour la premiére fois que le
domaine Pyrin (PYD) de NALP1 est capable d'interayiec PYD de ASC (ici baptisé PYCARD).
C’est également dans cette revue qu’est introdait®menclature NALPNACHT-, LRR- andPYD-
containing proteins) avec comme seuls membreseréfés Nalpl et Nalp2.

Le nom de NALP3 a la place de Cryopyrin/PYPAFL1 ¢ifdessous) apparaitra en septembre
2002 dans un papier de Aganna et H2. Les auteurs retiennent la terminologie NALP cdésant
I’'homologie de NALP3 avec les autres NALP identfidl s'agit d’'un article étudiant des familles

portant des mutations de NALP3 en lien avec soAEGoit MWS, soit les deux.
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En janvier 2002, une équipe annonce avoir découwagt protéine qu’il nomme PYPAF1
(PYRIN-containing A°AF1-like proteinl) membre de la famille des protéines de signatisati
NBS/LRR (@53. Il s’agit en réalité de la protéine NALP3, nollement décrite par Hofman et al.
sous le nom de Cryopyrin et impliquée dans les FCO&&quipe localise leur découverte comme
codée par un gene situé en 1g44 et cite le papigdaffman et al. {18, mais ne mentionne pas
I'hypothése qu'il pourrait s’agir de la méme prai Cependant, leur découverte réellement nouvelle
a été d'identifier le domaine PYD de PYPAF1/NALP&bable de s’associer spécifiquement avec le
domaine PYD de ASC. Leurs données supportent I'giée PYPAF1/NALP3 et ASC fonctionnent
comme des activateurs situés en amont de la sigtialn NB.

La nouvelle de la découverte d’'un inflammasomerisndra en ao(t 2002 par Martinon et al.
dansMolecular Cell (154) Les auteurs rapportent que la formation d’Lriature nécessite I'activité
de la caspase-1 mais que le mécanisme mis en aesteevague. Or ils rappellent que I'lB-gst la
premiére cause de l'inflammation aigué et chronifilEd) et que son activité est finement régulée a
plusieurs niveaux166). Il sera important pour la suite de mentionneg tputes les expériences ont
été réalisées, soit par surexpression dans ladigmfiulaire 293T, soit par incubation d’extraits
cellulaires de monocytes humains THP1. lls idesmtifi I'inflammasome comme un complexe
moléculaire capable d'activer des caspases et derend’IL-1p. L'inflammasome est découvert sur
cellules humaines comme comprenant les Casp-1Sg, ét Nalpl. D'autres activateurs de la Casp-1
étaient déja connus. La kinase RIP18%) et Ipaf/CARD12 {58 mais le mécanisme mis en jeu pour
former de I'lL-18 n’avait pas été rapporté.

Il existait également des données indirectes guildient & montrer que les membres de la
famille NALP sont impliqués dans la maturation te-1 B. Les auteurs, ainsi que d’autres groupes
(152 (118 ont recemment identifié que des patients souffd@nMWS portaient des mutations dans
le domaine NBS (NACHT). Or cette pathologie autoalmdominante est caractérisée par des
épisodes intermittents de fiévres, souvent provegaé une augmentation de la production d’fi.-1
En se basant sur les données présentées ici,tgaproposent que les mutations apparaissant dans
NALP3 pourraient conduire a la dérégulation depasss pro-inflammatoires causant les épisodes

spontanés de fiévre.

7 De I'apoptosome a I'inflammasome

En prenant comme référence la maniere dont Apafdalise la formation d’'un complexe
appelé apoptosoméq9, 160, Tschopp proposa que NALP1 permet la formatiamdomplexe qu'il
appela inflammasome. L’inflammasome est un compheréculaire qui en s’activant conduit a la
maturation par coupure protéolytique de la proriatkine 1 beta (prolL{l), cytokine fortement pro-
inflammatoire.

Pour Apaf-1, il a été montré que la libérationcgochrome C par les mitochondries permet le
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recrutement et I'activation de la procaspaset99). Il restait a définir quels mécanismes sont a
I'origine de la liaison NALP1/ASC ainsi que du ret@ment et de I'activation de la procaspase-1 et
probablement de la procaspase-5. Leurs auteursmrggque le domaine LRR de Nalpl, domaine
également présent sur les TLRs et les NODs, pougednnaitre des PAMP4q1)(162, 163 et/ou
des alarmines3@, 109, 164, 165t pourrait étre a l'origine de la formation deflammasome. Le
fait que la rupture de l'intégrité cellulaire, pedidement résultant de signaux de dangers endogenes,
est suffisante pour activer la maturation de fLsbipporte I'idée que les LRRs agissent comme unités
régulatrices des NALPs. NALP1 fait partie de laiferdes protéines contenant les domaines PYRIN,
NBS et LRR qui comprend 14 membres chez 'hommasdeie NALP2 et NALP3 interagissent
également avec ASQ%3), différents NALPs pourraient avoir évolués poecannaitre un large panel
de pathogenes et de molécules endogenes.

Rappelons par ailleurs que Nalpl fut auparavaemtiié comme interagissant avec Apafl et

capable de réguler I'apoptose en prenant parfariaation de I'apoptosomd45).

8 La découverte de l'inflammasome NALP3

Si I'inflammasome a été découvert en étudiant NALPfessort de la littérature actuelle que
c’est I'étude de l'inflammasome NALP3 qui est maimint au centre des recherches. Le premier
article relatant l'intervention de NALP3 dans larf@tion d’'un inflammasome parait en 2004 par
Agostini et al. 166).

lls rapportent tout d’abord qu’en dehors de NALRA3), NALP2 et NALP3 s’associent aussi
avec ASC et la caspase-1 (mais pas la caspasegbeda seule surexpression de I'une de ces trois
protéines n'est pas suffisance pour la maturat®Lelf. Il est important de préciser qu'il s'agit ici
encore d’expériences réalisées avec des extréitdages d’'une lignée de monocytes humains (THP-
1) ou avec des cellules 293T surexprimant artifexeent les différents membres de l'inflammasome.

Sans prétraitement particulier, lI'incubation dreiks cellulaires de THP1 permet la formation
spontanée de l'inflammasome NALP3. Le mécanismeemigeu est trés différent de celui nécessaire
pour engager une signalisation fonctionnelle an deine cellule entiére.

Les auteurs ont également testé I'hypothese cqueldsordres auto-inflammatoires associés a
NALP3 pourraient étre due a une suractivité deofané mutée. lls ont isolé des monocytes du sang
d’un patient souffrant du syndrome de Muckle-Welid'ont comparé aux mémes cellules d'un sujet
sain. lls notérent la présence d’lB-nature dans le surnageant de culture des monodytesijet
malade mais pas dans celui du sujet sain, pouel¢qaddition préalable de LPS étaient nécesséire.
est maintenant treés bien admis que cette stimulaioLPS appelée « priming » est nécessaire dans
bon nombre de cas pour doser de I'lLshature in vitro & partir de macrophages/cellulesdiitiques.
Nous aurons 'occasion de revenir amplement sie &épe qui n’est pas aussi trivial que le lagser

supposer la littérature.
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Enfin, comme pertinence clinique de leur découyde® auteurs rapportent que I'utilisation
de I'antagoniste endogene du récepteur a Ipl.{L-1Ra Receptorantagonist) s’est montrée tres

efficace pour soigner des patients souffrant dusyme de Muckle-Wells1E6).

9 La famille des Nod-like Receptors (NLRs)

Les NLRs comprennent 22 genes chez I'Homme et metie plus chez la souris par
duplications de genes survenues ultérieuremensé@paration d’avec leur ancétre commudi7y.

Les protéines NLR ont toutes un domaine central NACd' oligomérisation et de liaison aux
nucléotides. A I'exception de NIrp10, tous les NLRRssedent un domaine LRR en C-term. La région
N-term est un peu plus variable, souvent pourvua domaine dit de mort, CARD ou PYD.

La présence de LRRs est intrigante. Ce domainprésent chez de trés nombreux organismes,
végétaux ou animaux. Il est connu comme capableedtes ligands des TLRs. Malgré I'absence de
données irréfutables, il reste supposé que ce denfanctionne comme détecteur de ligand des
NLRs. En revanche, son role dans l'autorégulatietedprotéine est mieux connu. En dehors de toute
stimulation, la protéine est conformée de telle igr@nque le domaine d’oligomérisation NACHT est
caché par le repliement du domaine LRRs. Aprévatain, un changement de conformation expose
le domaine NACHT, ce qui initie la cascade de tiéact I'origine de la formation du complexe
inflammasome.

L’étude phylogénétique du domaine NACHT révélgtasence de 3 sous-familles distinctes,
les NODs, les NLRPs (anciennement NALPS) et caigraupant Nirc4 et NAIP. Pour mémoire la
protéine CIITA Class Il Transctivator) fut en 1993 le premier NLR décrit6@). CIITA appartient a
la famille des NODs 1(69. Son action nucléaire de régulation de la trapgon le distingue des
autres NLRs. Les autres NLRs surveillent majoetaient le cytoplasme quant a la présence de
PAMPs et de DAMPsOangerAssociatedV olecularPattern).

A noter gu'a I'état basal, les NLRs ont souverd éssociés avec des protéines qui les
maintiendraient dans un état inactif mais prétésré activables. HSP90 et SGT1 interagissent avec
NIrp3 (170, Nirc4, NOD1, NOD2 et Nirp121(71).

Les NOD

Les protéines Nodl et Nod2 répondent & la préseacs le cytoplasme de produit de
dégradation du peptidoglycane contenu dans ledsphaatériennes. Nodl répond a I'acidB-iso-
glutamyl diaminopimelique1(72) et Nod2 au muramyl dipeptidd43. La différence de structure
entre les deux protéines tient au fait que Nodserte un domaine CARD en N-terminal alors que
Nod2 en posséde deux. Nodl et Nod2 recrutent R#PZAnperaction CARD-CARD et conduisent

finalement a I'activation d&IF-kB et a la synthese de géne pro-inflammatoit&<)( Chez 'lhomme
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les mutations dans NOD2 sont associées notammannaladie de Crohn et au syndrome de BLAU
(151). Il existe d’autres NOD donc les fonctions exactestent & définir dont NOD5 qui serait

mitochondriale et servirait & la défense antiviales).

Les NLRPs

Il existe 14 NLRPs (anciennement Nalp) chez I'honghau moins 20 chez la souris. Certains
NLRP sont paralogues, c’est a dire qu'’il existelian évolutif entre des génes issus d’un événement
de duplication. C’est par exemple le cas pour NLRPRLRP7. Cependant d'autres NLRP ne se sont
diversifiés que chez la souris, comme pour NLRPHMI€RPR9 avec respectivement 7 et 3 équivalents
chez la souris169. Les NLRP7, 8, 11 et 13 sont absents chez lassdigs roles de la majorité des
NLRP ne sont pas bien documentés. Toutefois leesgjpns de NLRP4, 5, 7, 8, 10 et 11 sont quasi-

restreintes aux cellules de la lignée germinalesigtembryons avant implantatidt6g).
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Figure 8 | Mutations dans les NLRs et associations avec des désordres auto-inflammatoires
A gauche (276) : dysfonctionnement de NLR et localisations anatomiques de pathologies associées
a droite (277) : Mutations perte de fonction (en bleu) ou gain de fonction (en rouge) de NLR et pathologies associées

De trés nombreuses revues relatent plus en datgibhde famille des NLR, notamment le tres
exhaustif «Annual Review of Immunology(169, 171, 177, 178Le paragraphe suivant introduit les

membres connus pour réguler l'activité de la cagp-formant des inflammasomes.

10 Les inflammasomes

Parmi tous les NLRs décrits, cing ont été montr@roe pouvant étre a I'origine d’un complexe
moléculaire appelé inflammasome. Il s’agit desaiminasomes charpentés autour de protéines Nlrp1,
NIrp3, AIM2, Nlrc4 et tout récemment NIrp6. Un iafhmasome est un complexe protéique
cytoplasmique capable d’'activer des caspases flesamatoires et d’activer les cytokines IB-Et
IL-18.

Etant donné la similarité de structure d'autresRNLavec les précédents cités, il parait

raisonnable de spéculer sur la découverte futumatas inflammasomes. Par exemple, Jenny Ting
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rapporte que des études ont montré que les sussipne ectopiques de NLRP2, NLRP12 et NOD2
associées a celles d’ASC et de la caspase-1 cemi@id’activation de cette derniere et la produrcti
d’IL-18 mature 171). Ces expériences hautement artificielles néeggsitne validation fonctionnelle.
Les associations fortes entre la dérégulatioriadgiité des inflammasomes et des pathologies
héréditaires inflammatoires acquises mettent eriéier'importance de cette voie de signalisation

dans les réponses immunitairés9).

Inflammasome Nirc4 (IPAF)

La protéine NLRC4 est principalement exprimée [ear cellules hématopoiétiques. Son
domaine CARD permet le recrutement direct de lagaspase-1168), une sécrétion de ILBlet IL-
18 et une mort cellulaire rapide par pyroptdsel). Toutefois ASC semble jouer un role dans certains
cas, parfois nécessaire pour la production depll(dl79 mais pas pour la pyroptosé7(@). Cet
inflammasome protege I'héte contre des infectioas les bactéries GranSalmonella, Shigella,
Pseudomonas et Legionellbr@). Ces bactéries possédent un appareil de sécdaitype 11l ou IV et
sont flagellées. L’inflammasome NLRC4 reconnaitflégelline intracellulaire 180 dont I'entrée
dépendrait de l'intégrité des systemes de sécefi@i). Aucune preuve de liaison physique entre
NLRC4 et la flagelline n’est rapportée. A noter duieRC4 peut interagir avec NAIP5 pour un effet

coopératif.

Inflammasome Nirpl

NLRP1 fut initialement découverte pour son role dérecrutement des caspase-2 et -9 et
son aide a la formation de I'apoptosoifigl6). La protéine NLRP1 présente une expression large
incluant les cellules hématopoiétiques, les calladaptatives et des cellules non-hématopoiétiques
(182. Elle posséde a la fois un domaine PYD nécessaireecrutement de ASC mais également
CARD qui permet de s’en affranchir en recrutanediement la pro-caspase-1 et 154 pour les
maturations delL-1p/IL-18 et la pyroptose. ASC n’est pas requise maigmente I'activité
enzymatique du complexe NLRF183). A noter que les orthologues murins de NLRP1 osspdent
pas de domaine PYD et fonctionneraient indépendarhdeASC (67).

Aprés translocation dans le cytoplasme, la to¥ale deBacillus anthracis est considérée
comme I'activateur principal dénflammasome NIrp1171). Une étude a montré que la présence de
MDP et de NIrpl purifiés activait I'inflammasom&83 mais sa pertinende vivo n’est pas connue.

L’existence d’'un complexe NIrp1/Nod2 a égalemeétadtancéel84).

Inflammasome AIM2

AIM2 est la seule protéine non NLR connue pour éapable de former un inflammasome.
Elle appartient a la famille HIN-200. C’est la sewe cette famille qui possede un domaine PYD
(171. Son inflammasome est composé d'AlM2, ASC et €asplM2 reconnait I’ADN double brin
cytosolique et permet la maturation de k-4t IL-18 (185, 186. L'oligomérisation de AIM2 prend
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appuie, non sur un domaine de la protéine elle-ménes sur les liaisons de chaque protéine a
I’ADN double brin via le domaine HIN en C-terrh85, 186.

La provenance de I'’ADN importerait peu, qu'elletsarale, bactérienne ou de I'h6t&8g,
187). AIM2 fonctionnerait pour la surveillance cytosple contre l'infection mais aussi contribuerait

a des réponses auto-immunes dans le cas du lugbher@ateux systémiquéq?).

Inflammasome NLRP6

Récemment, trois articles sont parus sur le rol&lide6 dans la régulation de 'homéostasie
intestinale en utilisant le modele de colite indupar un sel de dextrari88-19Q. NIrp6 est
principalement exprimé dans l'intestin, le colamréin et le foie 89, 190 et en plus peut-étre dans
le poumon 188).

Un article montre que NIp6 régule positivement kparation tissulaire, supprimant
linflammation et la carcinogénése. NIrp6 agit pipalement sur les myofibroblastes et favorisent le
renouvellement cellulairel90). Une autre étude pointe également la suscepdildlila colite des
souris déficientes en NIrp6 puis a la tumorigéné&dle. montre aussi un role critique de NIrp6 aunsei
des cellules hématopoiétiques dans la protectiatredapparition de tumeur suite a lI'inflammation
(189. La troisieme accorde un réle important a la patidn de IL-18 a la modification de la flore
intestinale 188).

Inflammasome NLRP3

L’histoire de la découverte de l'inflammasome [Irpt ses relations avec des désordres
inflammatoires a été écrite précédemment. Rappeioesle complexe est inactif et nécessite le
recrutement de ASC et Casp-1 pour la maturationLde et IL18 (166). La formation de IL-i
active ne dépend pas de l'inflammasome mais sorégaw dépend de la Casp-1 sur laquelle la
cytokine se fixe 191).

NIrp3 serait peu ou pas exprimée sur les lymplesytes NKs et les éosinophiles ; faiblement
sur les neutrophiles et les macrophages. Son esipnesst tres forte sur les DC conventionnels et su
les monocytesl@2). Les macrophages résidents du systéme nervetrakeles cellules microgliales
expriment également NIrp3.93

Au sein des cellules non-hématopoiétiques, remaggoe I'activation de I'inflammasome
NIrp3 a été référencé au sein de kératinocytes msnfenais pas murin)194), d’hépatocytesi95),
de cellules épithéliales intestinald®9), des cellules des ilots de Langerhans pancrétit@7). La
production de IL-§ est modeste dans ce dernier cas, intervient ponsgé a I'hyperglycémie et
apparait essentielle a la régulation de son mésabel Il s’agit donc la d’un réle physiologique de

cette cytokine.
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L'inflammasome Nirp3 est capable de répondre aambre étonnamment élevé de molécules
endogénes ou exogénes et de situations différeitesnécanisme d’activation, en premier lieu le
dépliement du domaine LRR et I'exposition du doreaifpligomérisation NACHT, n’est pas connu
et fait I'objet d’intenses spéculations. Les prpaixscenariiseront présentés lors de la discussion. La
connaissance de son fonctionnement aiderait beputda meilleure compréhension des mécanismes

intervenant en phase avec la théorie du dangeoltieNPatzinger.

NLR

NBD LRR
- Pathogen activators
Caspase-1 ASC

—
Bacteria-derived

Pore-forming toxins

Lethal toxin

Flagellin/rod proteins

MDP

RNA

DNA

Sterile activators

Self-derived N
ATP
Cholesterol crystals
MSU/CPPD crystals
Glucose

am);h’id b Virus-derived
yaluronan RNA
Environment-derived M2 protein
Alum .
Asbestos Fungus-derived
- B-glucans
Silica Hyphae
Alloy particles yp

Mannan

UV radiation 2
ymosan

Skin irritants

L

Protozoa-derived
Hemozoin

IL-18 Pyroptosis
IL-18 Pyronecrosis

Figure g | Représentation théorique de I'inflammasome Nlirp3 et liste non exhaustive de ses activateurs (171)
Remarquer la présence non confirmée du complexe protéique charpenté autour d'un heptameére de Nirp3. La disposition physique des
protéines permet |'autoactivation de la caspase-1

D. Purines et signalisation

Nos résultats au laboratoire, autanvitro qu’in vivo, nous ont conduits a nous intéresser de
plus en plus au réle de la signalisation purinergiglans la régulation de I'immunité innée. Les
purines impliquées sont multiples, les réceptegedegnent et le tout pourrait permettre une adaptati

fine de la réponse immunitaire.

1 Les purines

a Purine et ATP, pour La vie

Les purines constituent une famille d’alcaloidessdéaquelle outre adénine et guanine on
retrouve notamment caféine et théobromine. Lesnparisont constituées de la fusion de cycles
pyrimidine et imidazole formant une molécule azdiégrocyclique.

Les bases azotées, guanine et adénine, lie urerfms former guanosine et adénosine. Le
ribose recoit des groupements phosphates pour foded’adénosine mono- di- ou tri-phosphate
(AMP, ADP, ATP) ou guanosine mono- di- ou tri-phbafe (GMP, GDP, GTP). Les plantes
synthétisent de I'ATP gréace a la photosynthese est drganismes anaérobiques utilisent la
fermentation. La source principale d’ATP des orgar@s aérobiques provient de la reconversion de

'ADP grace au gradient de proton généré par lefoatyomes de la chaine respiratoire
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Le catabolisme d'une molécule de glucose permetétgnération de 36 molécules d’ATP. Les
liaisons entres les groupements phosphates soriadeEss pyrophosphates trés riches en énergie de
trés grand intérét biologique. En effet, TATP este molécule pourvoyeuse d’énergie essentielle a
toute cellule vivante, procaryote ou eucaryote. Bgirolyse en ADP ou AMP permet la libération de
I'énergie contenue dans les liaisons pyrophosphetteson transfert pour former par exemple une
liaison anabolique ou une production mécanique. liaésons pyrophosphates de I'ATP et du GTP
permettent de stocker trés temporairement de Egmeindispensable au fonctionnement de tout
organisme mais 'ATP lui méme ne peut étre stoclkdbi étre en permanence régénérer.

Chaque molécule d’ATP est recyclée entre 1000 580 1fois par jour. L’hélicase est
nécessaire pour dérouler le double brin d’ADN avaraque duplication ou transcription. A chaque
nucléotide déroulé un ATP est consommé or le gérimmeain comporte autour de 3%Jaires de
bases. Un myocyte peut consommer (et régénéres) q#ul® ATP/sec. Pour courir un marathon
(42,3km) il a été établi qu'un homme de 55kg dgitteétiser environ 60 kg d’ATFLOS) !

Les purines autorisent également le transfert diwupement phosphate créant un composé
phosphorylé généralement peu stable mais fondateetidas bon nombre de voie de signalisation
cellulaire.

Outre ces fonctions essentielles mais assez indiges purines participent en tant que telle a
la signalisation intercellulaire en servant dedigigour toute une gamme de récepteurs purinergiques

objet de I'étude présente.
b Libération d’ATP

La capacité des cellules a retenir des concemisatiticro-(ou nano) molaires d’ATP en péri-
cellulaire est importante a mémoriser pour la cahpnsion des mécanismes de régulation des voies
de signalisations. Il en va de méme de la capaeitecellules a libérer d’autres composés proches,
adénosine, UTP, dinucléotides polyphosphates eésuc

La concentration intracellulaire en ATP est éleyé& mM) (199. Sa libération en
extracellulaire fut découverte en 1974 dans le c@0@). Jusqu'a récemment il était estimé que la
seule source d’ATP provenait de cellules mouraritadibération d’ATP par des cellules intactes fut
observée la premiere fois sur des neurones aumndeaynapses chimiquezo().

On sait aujourd’hui que cette excrétion a lieu ddasnombreux processus physiologiques

mais les mécanismes du transport font toujourgdiale débats.
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Figure 10 | Représentation des mécanismes permettant la libération d’ATP d’une cellule vers I'extérieur (202)
Une voie est passive et résulte de sa fuite suite a une lésion cellulaire. Trois voies sont actives et régulées : sortie de I'ATP par des
transporteurs, des canaux ou des vésicules. De plus, la capacité des cellules a conserver un halo d’ATP en péri-cellulaire ferait intervenir
d’autres mécanismes pas trés bien compris

La libération d’ATP serait principalement vésicutadans les cellules nerveus263). Au sein
des cellules non nerveuses, plusieurs mécanismépIPoses, incluant la présence de transporteurs
et des canaux voltage-dépendant, l'interventioncdenexines/pannexines mais aussi l'excrétion

vésiculaire.

i Excrétion vésiculaire

Outre les neurones, Les astrocytes peuvent lilagmucléotides en condition physiologique
par un mécanisme d’exocytos04§). L’inhibition de la sécrétion inhibe la libératioplusieurs
systemes 205(206). Selon certains chercheurs I'excrétion vésical@tATP serait un phénoméne

ubiquitaire, a I'exception des érythrocyt@87).

ii Présence de transporteur

0 Un pore anionique perméable aux nucléotides.

L’ATP est fortement excrété lors d’'une augmentatibnvolume de la cellule @welling»)
(208(209(210 et coincide avec I'augmentation de la conductamenique 211). Parmi les trois
types de canaux étudiés celui dénommé « large aexi*ranion chaneb ressemble fortement aux
canaux VDAC Yoltagedependentanion conductance) de la mitochondrie. Un variant altef okt
VDAC serait également exprimé au niveau de la mambiplasmique. Or VDAC forme un pore
mitochondriale perméable a I'ATP. Cependant et ndatgertaines informations contradictoires, les
données actuelles ne supportent pas cette hypq@t@3e

0 Le pore formé par P2X7

La stimulation de P2X7 par de forte concentration ATP (>100-300uM) entraine la
perméabilisation de la membrane et I'entrée de cotdéjusqu’a 900 Da2(l?). Il avait été avancé
gue ce récepteur pourrait étre directement respimgde la libération d’ATP mais les preuves

manquent. Cette hypothese parait maintenant pdsewrblable au regard du rble jouée par la
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pannexine-1 Z13. En outre, I'activation prolongée de P2X7 condait’induction de la mort
cellulaire @14 ce qui conduit a la libération massive du nudtEotindépendamment de ce
Cependant les preuves manquent et il reste posgiblen changement conformationnel du

récepteur P2X7 conduise a sa propre dilata@ds)(

i Intervention de connexines/pannexines

0 Les connexines

Fonctionnant en hexameres, les connexines (Cxs) sammues pour former des jonctions
communicantes, gap junction», fournissant une continuité entre cellules adjte Cette forme
directe de communication intercellulaire est fondatale dans la propagation de l'information au
travers d’ions et de petits métabolites pour I'Bsglement d’'une réponse physiologiques coordonnée.
Les molécules aqueuses d'une taille inférieure kD& peuvent franchir le pore formé par deux
connexons d'un diametre de 2n216).

Outre la formation de jonction communicantes ddutzla cellule, ces protéines pourraient
également former des hémicanaux entre une celluéerailieu extérieurZ16). Une fois formés, ces
hémicanaux permettraient la libération de petitesiéoules 217). La libération d’ATP et de
glutamate a été mise en évidence sur des astrogigda connexine 432(L8). Un article montre
également que la libération d’ATP par les neutrigshactivés se réalise par la connexine 43 (Cx43),
par utilisation d’inhibiteurs chimiques mais aussisupprimant ponctuellement le getkehoc(219).
Cependant, les preuves de la formation d’hémicapauies connexines restent a venir.

Malgré le phénotype clair des souris hétérozyg@e43”, pour lesquelles une diminution de
moitié du nombre de neutrophiles recrutés suitaciinfection pulmonaire est observeg(), il reste
difficile de distinguerin vivo la nature de cette signalisation (hémicanaux efjmctions
communicantes). La libération d’ATP par les cebudpithéliales pulmonaires seraient principalement

réalisées par la pannexineZ2().
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Figure 11 | Représentation classique des jonctions communicantes (222)
Une « gap junction » s'établit entre deux cellules adjacentes par formation et assemblage sur chacune d'un hexamére formant un
connexon
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Une revue atteste de la capacité par des Cxs s@wsulle former des hémicanaux entr
cytoplssme et le milieu extérieur. Les auteurs mentionnam@me que la Cx23 former:

préférentiellement des hémicane(223).

0 Les pannexines
Auparavant, seuls les vertébrés avaient été ns capables d'établir des jonctio
communicantes, cela au travers de deux conneiadjacenteslUne famille équivalente cheles
invertébrés a été découverte et mée innexine (Inx). Par la suitdes orthologues d’innexines ¢
été trouvé chez les vertébrés et bas pannexines (PanxpZ4). Les Panxsont des homologut
structuraux de connexines et capables de formempdess entre le cytoplasme d'une cellule €
milieu extérieur 225. Les Cxs et les Panxs ont évolué indépendammentésemtent une faib
homologie de séquenc22p).
Certans chercheurs estiment que lianx peuvent dans certains cas former des hémicastales
jonctions communicante223 alors que d'autres les réfutenatégoriqueme, estimant que le
manque criant de doées expérimentales convaincantes devraient prémuni pour I'heure

d’utiliser confusément ou abusivement certains ésradont celui d’hémican(227).

Dans sa faculté de former pore/canal transmembranaire, plusieurditisfont de la Panx-1 un
bon candidat dans la libération d’ATP cellula(228). Notamment, elle peut étre acie par une
dépolarisation physiologique de la membrg229 et par une augmentation de la concentre
intracellulaire en calcium2@0). Elle constituerait le pore longtemps associé a I'adtivate P2X7
(213. L’augmentation de la perméabilité membranairgoaige pour P2X2 et P2X<ourrait étre du
a un mécanisme similair@31,23z). Le role de la Pant-dans I'activation de I'inflammasome NiIr|
a été fortement remis en questi(233. Cependant son réle critiquans la libératioractive ATP
reste I'objet d’un consensull a notamment été impliqué dans l'activation desitrophiles(234) et
des lymphocytes2@5). Lors de mort cellulaire peapoptoseles cellules attirent les phagces en

libérant de I'ATP par la Panx{R236).
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Figure 12 | Représentation du canal formé par la pannexine. Adapté de (222)
L'ouverture du canal permet I'échange non spécifique de petites molécules
entre le cytoplasme d’une cellule et le milieu extérieur
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d Situations d’excrétion

i Libération constitutive

Une concentration non nulle (autour du nanomdjai&TP est présente autour des cellules en
culture. Puisque I'ATP exogéne est rapidement digrpar des ecto-ATPases présentes sur la
membrane plasmique (Cf. infra), la stabilité dprésence d’ATP doit refléter un état d’équilibréren
une libération tonique d’ATP balancée de sa dégimualans les mémes proportiord37)(239).
Cette libération spontanée et constitutive d’ATRmiske avoir des fonctions physiologiques
importantes. Par exemple les oscillations lentefCd&]; observées dans des cellules épithéliales sont

fortement diminuées en inhibant les récepteursiP@nadégradant 'ATF2@9).

ii Libération stimulée

La libération de nucléotides et en particulier dPATpeut étre stimulée et conduire a
'augmentation forte, rapide et transitoire de encentration extracellulaire. Deux principaux modes
sont connus :

0 La perturbation mécanique des cellules.

Elle peut résulter d'un stress important commepideier une cellule ou simplement de la faire
tourner doucement dans une boite de cult2d€)( L’'augmentation du flux sur une assise de cedlule
endothéliales provoque une forte libération de éuntales 241). Il est montré qu’'un astrocyte
mécaniquement stimulé envoie aux cellules avoisgsanne décharge de nucléotides résultant en une
vague d’augmentation de [€h (242).

Des liens entre stimulation mécanique par augmientadu débit, régulation du tonus
vasculaire 243 ou réponse rénal@44) ont été mis en évidence.

o0 La présence d’agonistes, dont les nucléotides émens.

De nombreuses études montrent un lien entre sttronl membranaire provoquant une
augmentation de [G§; et libération d’ATP. La plupart de ces récepteurstsles GPCR couplés a
l'augmentation de [C&]; via la génération de IP3 (inositol triphosphat&ctivation de la protéine G
serait un prérequis a la libération d’ATP4H). La suppression de la voie de I'lP3, par exenvide
l'inhibition de la phospholipase C par le U73122up bloquer la libération d’ATP205(245).
L'inhibition de la signalisation calcique intraadkire bloque fortement la libération d’ATRQDH
(245)(246). Par ailleurs 'augmentation de [€f sans intervention de récepteurs, comme avec la
ionomycine, provoque également la libération d’A[PR9). La libération d’ATP peut entrainer une
boucle de régulation positive et conduire a l'afigdtion de la réponse cellulaire. A noter que la

pannexine-1 est un pore sensible &{{;207).
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Une multitude de situations conduisent a la libérat’ ATP. Pour bien en apprécier la portée,
il est important de garder a I'esprit que ce nuitigoest activement métabolisé en extracellulaire e

gue chaque dérivé possede la capacité de signaleyute une gamme de récepteurs.

e ATP et conversion

L’ATP présent en dehors des cellules est rapidemiégtadé par des ecto-nucléotidases : les
E-NTPDases ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolases), les E-NPRctp-nucleotide
pyrophosphatases), les ecto-5'-nucleotidasesalitdline phosphatase (APR47).

@ 3 4 5
AT AP AMP = Ado = [Iho = Ryp

SELALEEEAA AL LERAEAALRLLALLL
1. E-NPP ATP - AMP + PP;
2. E-NTPDase ATP - ADP + P;; ADP -+ AMP + P;
3. Ecto-5-nucleotidase AMP - adenosine + P;
4. Adenosine deaminase Adenosine -+ Inosine
5. PNP Inosine =+ hypoxanthine

Figure 13 | Conversion de I’ATP par des enzymes membranaires
La présence des différentes formes de la purine est hautement dynamique et résulte de |'action conjointe d’ecto-nucléotidases (202)

i Famille des ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolases (E-NTDPase)

Plus connues sous les termes ectoATPase, CD39 wasap il existe 8 E-NTDPases
différentes dont 4 sont exprimées a la surfacecadlales (NTPDasel, 2, 3, et 8). Les autres sont
localisées en intracellulaire notamment dans laidwen d’'organites 202. Les ecto-enzymes
contiennent deux domaines transmembranaires etlarge boucle extracellulaire. Les NTDases
extracellulaires 2, 3 et 8 seraient de faibles ingwes dans les phénoménes immunitaires a la
différence de la NTDase 2Q2).

La NTPDasel fut identifiée en premier comme margu#activation des cellules B et
appelée CD39248). Deux ans plus tard une ATP-diphosphohydrolaseléntifiée chez la pomme de
terre et appelée apyras49). L’homologie CD39 et apyrase fut mise en évidelecenéme année
(250). L'abondance de I'expression de NTPDase-1 fublitasur de nombreux types cellulaires dont
les cellules dendritique®%1) et les lymphocyte262). Une étude récente montra que NTPDasel est
I'ectonucléotidase dominante sur les macrophagegopéaux et qu’elle y régule I'activité du
récepteur purinergique P2XZ53.
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Les NTPDases hydrolysent non seulement I'ATP eDPAen AMP 247) mais aussi d’autres
nucléotides ce qui rend trompeur le terme de Adase. Les ratios d'activités d’hydrolyse
ATP:ADP dépendent toutefois considérablement demeyme a 'autre. En particulier, le ratio pour
la NTPDasel est de ~1-1,5:1 contre 10-40:1 poiNTIRDase2 Z54). Certaines études montrent
méme que sur des cellules endothéliash)( ou des lymphocyte266) I'activité hydrolytique de
I’ADP par la NTPDases1 peut étre supérieure a cellRATP.

ii La famille Ecto-nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase (E-NPP)

Classés par ordre de découverte, 7 ecto-enzymeB1dMP sont membres de cette famille.
Selon ses membres, elle possede une trés large ggammsubstrats sur lesquelles elle hydrolyse les
liaisons pyrophosphate et phosphodiester. Seuld81Nd NPP3 sont capables d’hydrolyser des
nucléotides et ainsi peuvent jouer dans la modulatie la cascade de signalisation purinergique
(257). Ces enzymes agissent préférentiellement en cissant 'ATP directement en AMP  mais
certaines NPP peuvent également réaliser la dépbpgption en passant par I'intermédiaire ADP
d’'une maniere “NTPDase-like”.

Les membres mammaliens NPP1 et 3 sont des glyéwpest a un domaine
transmembranaire. NPP2 (autotaxine) est synth&tisg forme de pré-enzyme avant d’étre clivée puis
secrétéed58) et aurait un réle primordial dans le développemesculaire 259).

Malgré son implication démontrée dans différentérgmenes pathologiques, une recherche
non exhaustive ne m'a pas permis de lier directéntiectivité de cette enzyme au systéme

immunitaire.

iii La famille ecto-5"-nucleotidase

Chez I'homme 7 membres ont été caractérisé, 5 targytoplasme, 1 dans la matrice
mitochondriale et 1 sur la face externe de la mambrplasmique202. Cette derniére est plus
connue sous le nom de CD73. Elle est capable ditwakr 'AMP en adénosin€60) grace a deux
sous-unités glycoprotéiques liées par des liaiswms covalentes2@]) et attachées a la membrane
plasmique par une ancre GRB(Q).

CD73 est exprimé dans de nombreux organes doraum@n @62). L’enzyme présente une
forte expression sur les cellules épithélial263( et endothéliales264). Son expression sur les
lymphocytes B et T circulants est restreinte daiest sous types et est corrélée avec leur état de
maturité @65. Les érythrocytes, plaquettes, neutrophiles &kalcellules sanguines expriment peu
ou pas CD73 266). L'activité de CD73 apparait trés importante paertrafic, I'adhérence et
I'extravasation des leucocyte®6(). Elle intervient nettement dans la création @ubalance

régulatrice constitutive entre mécanismes prongtiaflammatoires 268).
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Elle est fortement exprimée sur de nombreux typescellules cancéreuses humaines et
murines. CD73 exprimée a la fois sur les celluled'libte et sur les cellules tumorales coopére pour
protéger la tumeur contre I'action des lymphocyitesti-tumoraux 269).

L’adénosine formée par CD73 protege l'intégrité ghumon dans des modeles de lésions

induite par ventilation mécaniqu2q0) ou par la bléomycine{7 ).

Outre son activité principale de régulation de d@oade de signalisation purinergique, des
fonctions non enzymatiques de CD73 ont été progosdans linduction de la signalisation

intercellulaire et la médiation de I'adhérenceuelcellule 265(272).

CD39 et CD73 sont co-exprimés sur la surface deégulatrices (CD4CD25 Foxp3) et
participent de facon importante a leur activitémepsive par la conversion d’ATP/ADP en AMP puis
en adénosine, laquelle est anti-inflammatoire leibim la sécrétion de cytokines et la prolifératit@s
cellules T 252(273.

L'accumulation de neutrophiles dans les poumonséponse au LPS est augmentée chez les
souris déficientes en CD39 ou CD73, particuliéranaams linterstitium et dans les alvéoles. Ce
recrutement est réduit par administration d'apyrdsesi, les actions conjointes de CD39 et CD73

permettent de réduire le recrutement de neutrapléas I'espace pulmonairz7d).

En résumé, I'expression des ecto-nucléotidases CIOEY3 (et CD38) sur les cellules
immunitaires et/ou endothéliales permet la régofatiasculaire et les réactions immunitaires awssit
de l'inflammation. En outre, I'expression de CD39C®73 chez la souris fait partie intégrante de la

suppression de la réponsel7§).

L’activité des ecto-enzymes peut étre reliée aatalbmeux phénoménes largement méconnus,
notamment cliniques. Par exemple les effets aflasimmatoires du méthotrexate et de la
sulfasalazine, largement utilisés dans le traitérder’arthrite rhumatoide, pourraient reposer wwur
mécanisme qui nécessite I'action de ecto-5'-nuiclase puis I'activation des récepteurs a I'adéreosin
(276, 277.

iv Alkaline phosphatases (AP)

Les alcalines phosphatases sont présentent chemrdbreux organismes, des bactéries a
I'Homme. Elles présentent une large spécificitésdbstrat envers différents phosphomonoesters et
autres composés phosphatés. Son action est mdioscefque celle de I'ecto-5'-nucleotidase pour
produire de l'adénosine a partir de 'AMP présentguantité physiologique. Cependant, elle peut
protéger la muqueuse pulmonaire lorsque que lesettrations en nucléotides s’élevent, jouant un

r6le non négligeable lors de périodes d’infectiardinflammation 202).
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v Formes solubles

Des 5'-nucleotidases solubles existent (ATPase, a&BPet AMPase)208, 278. Elles
pourraient constituer des auxiliaires pour l'ineation d'une concentration locale forte en

nucléotides, spécialement aux sites inflamn@g)(

vi Inactivation de I’adénosine et autres nucléosides par des ectoenzymes

Adenosine deaminase (ADA)

L’ADA est une enzyme importante dans linactivatiates purines. Elle catalyse la
déamination irréversible de I'adénosine en inoskike est fortement exprimée entre autres dans les
intestins, le thymus et la rat262. L’ADA est exprimée dans le cytoplasme et égalenmmmme
ecto-enzyme a la surface des lymphocy®@#&9)( et des cellules dendritique280. Une isozyme,
'ADA2, se trouve dans le foie, le sérum et surdeenocytes/macrophages mais possede une affinité
assez faible pour I'adénosine. Elle peut cepenétratactivée sur les sites inflammés par hypoxie et
autour des tumeurg81).

Etant donné l'action anti-inflammatoire puissantel’ddénosine, I'abondance de I'expression
de l'ecto-ADA dans les tissus lymphoides peut fouom moyen efficace de I'éliminer avec pour
conséquence une activation soutenue des celluledriigues et des lymphocytes T pendant

linflammation, en dépit de I'état général d'immusuppression280).

La déficience en ADA chez 'homme représente emvig®% des cas de SCIBefyere
combined immunodeficiencydisease) caractérisé par une lymphopénie et une moddficience
séveres. Les feetus déficients en ADA ne sont des, certainement par accumulation cytotoxique

de 2'-deoxyadenosine et d’adénosi?@.

Purine nucleoside phosphorylase (PNP)

La PNP est I'enzyme qui suit 'ADA dans la chainatabolique des purines. Elle est
principalement localisée dans le cytoplasme desapyotes et eucaryotes. Chez ces derniers, elte peu
également étre mitochondria26@) (283).

Le rble principale de la PNP mammalienne cytoseligast de phosphoryler la (déoxy)
guanosine et (déoxy)inosine et guanine et hypokamtHesquelles sont métabolisées ensuite en
xanthine et en acide urique. A noter que 'homméestautres primates ne possédent pas d'uricase
fonctionnelle 284) et ont ainsi tendance a I'hyper-uricémie. Cetidipularité ferait de I'acide urique
un bon signal de danger chez 'homn285), au regard de I'hypothése émise par Polly Mating
(33). Le suivi d'adénosine radiomarquée incubéesc asles cellules bronchique286 ou
leucémiques 438 (287 humaines a montré la capacité des PNP a la dimeerinosine puis en

hypoxanthine, sans assimilation significative del@oside par les cellules. Cela suggere que la PNP
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est également exprimée a la surface des celluledl®@wégule les niveaux locaux de nucléosides en
harmonie avec ADA.

Les humains pourvus d'une déficience de PNP saiffte dysfonctionnements immunitaires
notamment des cellules T et de problémes neuralegigLes patients meurent durant I'enfance

d’infection, d’auto-immunité ou de canc&8g).

vii Régénération de ’ATP en extracellulaire

Bien que peu connues, des enzymes extracellulamat capables de régénérer de I'ATP.
Adenylate kinase, nucléoside diphosphate kinas&Tét synthase peuvent étre co-exprimées a la

surface cellulaire256).

Adenylate kinase (AK)

L’AK catalyse de fagon réversible la réaction ATPAMP - 2ADP. Ses isoformes sont
principalement intracellulaires cytoplasmique, rditondriale ou nucléair89. Des activités ecto-
AK ont été rapporté sur de nombreuses lignées masanotamment endothéliae5g), épithéliale
pulmonaire 290, 29) et lymphocytaires256). Cela suggere un nouveau réle de cette enzyngldan

contrble des niveaux de nucléotides extracellidadtda propagation de signalisation purinergique.

Nucleotide diphosphate (NDP) kinase

La NDP kinase est une enzyme ubiquitaire qui catalg transfert de phosphate en gamma de
nucléosides triphosphates a des nucléosides ¢liphtes avec une large spécificité, purines comme
pyrimidines 292

Elle est principalement localisée dans la mitochiende cytoplasme et le noyau ou elle
participe notamment a la synthése protéique etphication de 'ADN 293). Plus récemment, il fut
montré que la NDP kinase participe a la signabisatkoutside-in» et «inside-out» par son
recrutement a la membrane plasmique ou son expresenstitutive comme ecto-enzyme et cela sur

de nombreux types cellulaires, incluant celluledotinéliales 255) et lymphocytesZ94).

ATP synthase

L'ATP synthase constitue un complexe enzymatiquearsel enchassé dans les membranes
cytoplasmiques des bactéries, internes des mitakciean et thylakoide des choloroplastes. Elle
transforme I'énergie issue d'un gradient électroifiie de protons en une liaison anhydre d'acide
phosphorique pour former de 'ATRY5.

Certains rapports font état d’une présence de ceamis de ce complexe enzymatique sur la
face externe de la membrane plasmique, confirméeealules endothéliale96) (211) et cellules
tumorales 297) notamment. Cependant, il n'y aurait pas de predivecte confirmant la présence

d’'un complexe catalytique acti?Q2).
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viii Contréle de la dégradation/synthese par les ectoenzymes

En principe, la durée et la magnitude de la sigatibn purinergique sont coordonnées par
deux voies opposées, I'une grace a la dégradaddA@P, I'autre par sa reformation. Cependant, il
est admis que la voie principale est celle qui odrélla libération d’un nucléotide et son inactiva
rapide par les réactions séquentielles des ectieatistasesZ02).

Les cellules a fortes activitts NTPDases et ectuibleotidase, telles I'endothélium
vasculaire, tendent a rapidement inactiver 'ATPFRADbéré et a produire de l'adénosine. Cela
représente un moyen d’achever les réponses paminihtoires et pro-thrombotiques dans le systéme

cardiovasculaire298, 299.

De méme, les expressions des enzymes CD39 et C&78etlules endothéliales peuvent étre
augmentées pendant les phases d’hypoxie et d'inftion afin d’accroitre la concentration
intravasculaire en adénosine et ainsi empécherrépense excessive en affectant 'adhésion et la
transmigration des cellules lymphoides, I'expraessie molécules impliquées dans la cascade
d’adhésion 300, 30) notamment dans le poumds0g).

En plus de 'augmentation de la production d’adémmdes réponses adaptatives a I'hypoxie
peuvent inclure une diminution de son internalsatellulaire par la diminution de I'expression des
transporteurs équilibratifs aux nucléosidd®3 et une induction de la transcription de réceteur
'adénosine 219, 304.

A linverse, la combinaison d’une activité ecto-léatidase relativement faible et forte en
ADA au sein des leucocytes et autres cellules h@po#dtigues pourraient permettre au systéme
immunitaire, soit de générer moins d’adénosinet dei I'éliminer plus efficacement et donc de
s'affranchir de ses effets inhibiteub@, 305.

La régulation des activités purinergiques intervéngendant la progression d'un cancer
permet aux tumeurs solides d’échapper aux effetsstatiques de I'ATP et en méme temps de
maintenir de fortes concentrations d’adénosine imBuppressive et favorisant la tumek06).

En plus activités faibles ecto-nucléotidases atefoADA, les cellules lymphoides sont
caractérisées par des activités relativement tt@téectoAK et de la NDP kinas@%6). Elles peuvent
maintenir un « halo » micromolaire en ATR38, 307. Ce phénotype «reformation d’ATP /
élimination d’adénosine » des cellules lymphoidasspciée a leur capacité de suppression de ecto-5'-
nucleotidase endothélial2g7, 308 peut représenter un forme de communication eétkilentre

leucocytes et endothélium pour faciliter leur migma du sang vers les tissus.
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f Cas d’autres nucléotides/nucléosides

La stimulation de neutrophiles humains avec du PddAdu fMLP (Nformyl-M etL euPhe)
est accompagnée de concentration micromolairesMR £63, 309. Il reste a savoir si 'AMP est
libéré directement ou apparait comme intermédiaiétabolique apres libération d’ATP/ADP. Cela
permet le chimiotactisme des neutrophiles, plubgibement grace a la conversion en adénosine par
CD73 et sa signalisation.

L’adénosine pourrait également apparaitre dansilieurextracellulaire soit par libération
directe soit par réactions séquentielles des eattentidases. Des mesures apres hypoxie ont montré
une libération en concentration micromolaire d'axdme par I'hippocampe ou des astrocytes en
culture 810, 31). Les données sur les niveaux tres faibles d’asldadibérés aprés stimulation de
souris ecto-5'-nucleotidase/CD73 déficiente lapseser que I'accumulation du nucléoside apparait

principalement grace a la libération et le cataivodi de I'ATP.

La capacité de plusieurs types cellulaires de dibéle faible concentration nanomolaires
d’'UTP a été confirmée3(L2-314 et est corroborée par l'identification des réeeps P2Y2, P2Y4 et
P2Y6 capable de reconnaitre I'UDP et/ou I'UTP. Di&tsdes chez I'homme ont révélé une
augmentation d’'UTP circulante lors d'infarctus dyamarde 815. Enfin, Il a été démontré que des
cellules épithéliales pulmonaires entres autresgieuat libérer de 'UDP-glucose (~5-10 nM) apres
stimulation mécanique3(6). A la différence des autres, 'UDP-glucose eb&dée beaucoup plus

lentement et reste stable au minimum 3h et sigrialP2Y14.

2 Les récepteurs

a Diversité et signalisation

L'action de I'ATP et de I'adénosine sur le coeutest vaisseaux sanguins fut décrit par deux
scientifiques en 1923817).

Le rble de 'ATP en tant que neurotransmetteupfulilié en 1972 par G. Burnstockl@. Cet
auteur extrémement prolifique comptabilise plusd @80 références bibliographiques sur Pubmed et a
certainement contribué a I'état des connaissarcteglies sur la signalisation purinergique. Selan |
sa découverte rencontra une forte résistance jasquonage de récepteurs purinergiques au début des
année 90319. L'existence de récepteurs purinergiques fut an@e par lui en 1976, toutefois dans
«the journal of theoritical biology (320). Deux ans plus tard, une premiére tentative déndtion
des récepteurs fut énonceé, identifiant les P1 déhasine et P2 a I'ATP/ADP321). Aprés de
nombreux ajustements au fil des découvertes, leenolature fait état aujourd’hui de :

- 4 récepteurs a I'adénosine (couplés a des prot&éin&PCR)

- 7 récepteurs P2X ionotropiques (récepteurs canaux)

- 8 récepteurs P2Y métabotropiques (couplés a désipes G, GPCR)
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P2X1.7 P2Y1,2.46,11,12,13,14 A12a.28B,3

Figure 14 | Représentation des récepteurs purinergiques et de leurs ligands associés
Noter que les ligands dérivés de l'uridine ne sa# indiqués202)

Ces récepteurs présentent un réle évident dansintlation neuronale et bien au dela.
Burnstock distingue3(19):

- Une signalisation « rapide » qui intervient notamtraans la sécrétion exo- et endo-crine,
dans l'agrégation plaquettaire, la vasomodulatipla éransduction nociceptive. Elle agit
en tant que co-transmetteur et immunorégulateus @aplupart, sinon tous les nerfs aussi
bien centraux que périphériques.

- Une signalisation « lente » qui est impliguée dangnouvellement, la prolifération et la
migration cellulaire, le développement embryonnaita réparation tissulaire, la
neuroprotection ainsi que l'athérosclérose, la diala’Alzheimer et certains cancers.
Cette signalisation purinergique intervient en pegnplan dans l'immunité innée et

adaptative et sera I'objet principal de I'étudedrifiure exposée ici.

i Les récepteurs P1

Les récepteurs P1 a I'adénosine comprennent 4 nesmizl, A2A, A2B et A3. Ce sont des
récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) menderés famille «(Rhodopsin-like>. Les P1R sont
principalement couplés a I'adénylate cyclase,

- positivement par une protéine Gs pour A2a et A2b

- négativement par Gi/o pour Al et ARQ).
Les divers effets physiologiques de I'activaticgs décepteurs apparaissent dans la modulation des
systémes cardiovasculaire, nerveux et immunitaies. récepteurs P1 et P2Y sont souvent exprimés

sur la méme cellule.
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D’une maniére générale, la signalisation par legpteurs A2A et A2B inhibe les réponses
cellulaires en augmentant les taux intracellulali@MPc. A linverse, les récepteurs Al et A3

favorisent I'activation cellulaire323).

L’adénosine extracellulaire peut étre transporté@msdla cellule par des transporteurs
équilibratifs 824) ou étre directement inactivée a la surface disles en inosine par la ADA (ecto-

adenosine deaminase) et en hypoxanthine par |la(PNe nucleoside phosphorylasa?$, 326.

L’adénosine possede souvent la capacité de canteedes effets des nucléotides en atténuant
linflammation et réalisent diverses réponses imanuppressive 3R7), cardioprotectrice,
neuroprotectrice et angiogénique. Son action skiseéaouvent en association avec les activités de
CD39 et CD73.

Receptor Ligands 57 Ligand Desengtization Main downsream  Expresson in different immune cell types 7

binding  rate or sgnalling events ¢

. . i 85
affinities  G-protein Neutro- Mono- Macro- Dendritic Tcells Bcells NK

EC, (1M) coupling % phils>  cytes phages cells cells®
P1 adenosine receptors
Al adenosne 02-05 G, CAMPinhibition + + + + ND ND ND
A2A adenosine 0.6-0.9 G, CcAMP production + + + + + + +
A2B adenosine 16-64 G, CAMP production + + + + ND +
A3 adenosne 02-05 G, G CcAMPinhibition, + + + + + ND +

/o’ ~g/11 -
Ins|33 generation

Tableau 1a | Caractéristiques principales des récepteurs a I’Adénosine (323)

ii Les récepteurs P2X

Le premier cDNA codant pour un récepteur P2X $alé en 1994328). Les 7 récepteurs de
cette famille sont codés par des genes difféereiss P2XR possédent deux régions
transmembranaires et une large boucle extracelutaiec 10 cystéines conservées formant des ponts
disulfures, des sites de N-glycosylation et un dédiaison a I'ATP. Les régions N- et C-terminales
sont intracellulaires et possedent des motifs amge de liaison a des protéines kinases. L'ATP
constitue I'agoniste naturel des P2X et de nombneanants ont été produits. Tous possedent des

affinités et des cinétiques de désensibilisatiofiérdntes selon les sous-typ&29, 330.

Les P2X fonctionnent comme récepteurs canal ligahB-dépendant. lls facilitent I'influx de
cations dont le C4 avec des perméabilités trés différentes selosdes-types. Des deux sous-types
principaux en immunologie, P2X4 posséde une coldeet calcique bien supérieure au P2X7
(communication personnelle avec Frangois Rassendren

La stoechiométrie impliquerait trois sous-unitésmi@ant une trimere ou un hexamere par
association de deux triméres pour la formation gdone perméable aux ion21@). Il est toutefois
important de considérer que I'expression recombaate P2XR est souvent différente de la

pharmacologie naturelle881). Il existe des homo et hétéro-multimeres dan®imation des pores
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(332. Des associations P2X1/2, P2X1/4, P2X1/5, P2XRRBX2/6, P2X4/6 ont été montrées. P2X6
ne fonctionne pas en homomultimére et P2X7 ne fopae d’hétéromultimére. En outre il existe

différents variants de P2R qui peuvent grandemméhigncer leur fonctionnemer2Z9).

Il n'existe pas de séquences homologues chez lestébrés malgré de fortes évidences

fonctionnelles que I'ATP et les autres nucléotigesvent directement générer des courants ioniques

(333.

Receptor Ligands 57 Ligand Desengtization  Main downsream  Expresson in different immune cell types 7
binding  rate or sgnalling events 16

. . i 85
affinities  G-protein Neutro- Mono- Macro- Dendritic Tcells Bcells NK

EC, (1M) coupling % phils>  cytes phages cells cells®

P2X ATPreceptors

P2X1 ATP 0.05-1 <ls Ca?*and Na'influx ~ + + + + + + +
P2X2 ATP 1-30 >20s Cainflux ND ND ND ND ND + ND
P2X3 ATP 0.3-1 <1ls Cation influx ND ND ND ND ND + +
P2X4 ATP 1-10 >20s Ca? influx + + + + + + +
P2X5 ATP 1-10 >20s loninflux + + + + + + ND
P2X6 ATP 112 - loninflux ND ND ND ND ND i +
P2X7 ATP >100 >20s Cationinfluxand + + + + + + +

pore formation

Tableau 1b | Caractéristiques principales des récepteurs canaux P2X (323)

Parmi les récepteurs P2X, le sous type P2X7 mtéenotre attention particuliere de part sa
capacité bien connu a activer un complexe moléeulpio-inflammatoire, I'inflammasome NIirp3
(334), et sous de forte concentration en ATP a indiairlormation d’'un pore de large conductance
impliqué dans I'apoptose&23).

En réalité le mode d’activation de P2X7 et sa capadirecte ou non, d’induire I'entrée de
colorant 213 par la formation d’'un pore reste mal compris.tiéation principale s’est focalisée sur
la pannexine-1 (Panx-1), protéine apparentée anestme formant des jonctions communicantes de
cellule a cellule. Les toxines bactériennes nigieicet maitotoxine s’insérent dans la membrane
plasmique et induisent un efflux de potassium, cenR2X7 835. Toutes trois ont été montrées
comme activant I'inflammasome NIrp3 et cela d’'unanmre dépendante de la Panx3BYg. Or
I'entrée de colorant n'est pas présente lors daiaulation par la nigéricine, supposant des moyens
alternatifs indépendants de la panxX3B5). En outre, une forte augmentation de la permigalzil été
mise en évidence apres stimulation prolongée de2R2¥2X4 231, 232. Enfin, le rdle de la panx-1
elle méme a été fortement remise en question phsdnce de phénotype quant a I'activation de
linflammasome sur des cellules issues de soufisidates en Panx-1283).

Un modeéle synthétigue d’hypothése d’activatiomtli#2X7 a linfammasome récemment
repris par Pablo Pelegrir2l5. Il se base notamment sur un modéle mathémakqueécessite
I'approfondissement des données empiriques. Dansnagéle, 'homotrimére formé par I'ATP
fonctionne différemment lors de la liaison d’'uneur ou trois molécules d’ATP, réalisée sous des

concentrations de plus en plus élevées en ATP.
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A noter que P2X7 peut étre activé par modificatamvalente post-traductionnelle. Elle se
réalise par une ecto-enzyme, ARTRDP+ibosyltransferase), laquelle greffe un groupe ADP-
ribosyl formé & partir de NADNicotinamideAdénine Dinucléotide). Le NAD est libéré par les
cellules et agit comme signal de danger. Au seisydteme immunitaire, ART2 est principalement
exprimeé sur les cellules T régulatrices (Treg) #tresponsable d’'une mort cellulaire appelée NICD
(NAD-inducedcell death) 836). Le rdle du NAD dans I'activation irréversible 82X7 ne sera pas
développé plus en détail dans ce manuscrit. Il i@peependant fondamental dans la modulation de
la réponse immunitaire adaptativen vivo, une injection de NAD est suffisante pour induire
efficacement un rejet tumoral en détruisant parDNfincipalement les Treg inhibitrice de la réponse
anti-tumorale 837).

ART2 ne serait pas exprimé par les cellules immaingis innées types macrophages ou cellules

dendritiques.

iii Les récepteurs P2Y

Le premier P2YR fut cloné en 19933@. Chez I'homme les 8 membres sont P2Y1, P2Y2,
P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 et P2Y1339. Les nombres manquant correspondent soit a
des orthologues non mammaliens, soit des récepagard bien une homologie de séquence mais pas
d’évidence d’'une réponse fonctionnelle aux nuctksti Par exemple, P2Y7 est le récepteur au LTB4,

impligué dans le chimiotactisma40).

Il existence une divergence assez nette entre P2Y4, 6, 11 et P2Y12, 13, 1823. D'un
point de vue pharmacologique, les récepteurs P2ivgre étre subdivisés selon leurs affinités pour
ATP, ADP, UTP, UDP et UDP-glucosg29):

Les P2YR sont souvent exprimés sur les mémede®llues différences d’affinités aux ligands

et le couplage a différentes protéines G permetteatmodulation fine de la réponse.

Receptor Ligands 57 Ligand Desengtization Main downsream  Expresson in different immune cell types 7
binding  rate or sgnalling events 16

. . i 85
affinities  G-protein Neutro- Mono- Macro- Dendritic Tcells Bcells NK

EC. (M) coupling 645 phils>  cytes phages cells cells®
50
P2Y nucleotide receptors*
P2Y1 ADP 8 Gy PLCB activation + + + + + +
P2Y2 ATRUTP 0.1 (ATP), GGy PLCB activation, + + + + + + +
02 (UTP) cAMPinhibition
P2Y4 UTP(ATR 25 Gy G PLCB activation, ND + + + + + ND
UDP) cAMPinhibition
P2Y6 UDRUTP  03(UDP), G, PLCB activation + + + + + 4 ND
6(UTP)
P2Y11 ATP 17 GG, CAMPproduction,  ND + + + + + ND
PLCB activation
P2Y12 ADP 007 G, CcAMPinhibition + + + ND + + ND
P2Y13 ADRATP  0.06 G, cAMPinhibition + + ND + + + ND
(ADP),
0.26 (ATP)
P2Y14 UDP- 01-05 G, PLCB activation + ND ND + + + +
glucose

Tableau 1c | Caractéristiques principales des récepteurs métabotropiques P2Y (323)
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b Focus sur le systeme immunitaire

La libération d’ATP par les cellules et sa sigratisn peuvent provenir de deux mécanis|
trés différents qu'il est ingrtant de considére

D'un coté, il y a la détection d'un stimulus pareucellule etl'utilisation de la voie
purinergique pour une régulation et/ou une amplifan du signal qui va conduire a son activatid
s’agit d'un mode d’action en autocrine ¢ 'y vais ».

De l'autre, 'ATP est libéré par des cellules Ié&séri mourantes. S s’agit d’une voie
d’apoptose, I'environnememte développera pas de réponse-inflammatoire. Si la mort cellulair
est nécrotiqueil y aura alors établissement d'une inflammatioe@vecrutement de leucocytes
synthéses de nombreux médiateurs. Ici, la libérgtiarinergique constitue un signe trouve moi »
afin de maitriser au plus vite la source et lesarmé de I'émissiones signaux de dangers. B

gqu’assez caricaturale ce modéle s’inspire de nonmsieredécouvertes récent

i “l'act” signals, signalisation autocrine

Afin d’appuyer la réalité mais aussi la complexi€la signalisation purinergique, notons
les macrphages péritonéaux sont connus pour exprP2X1, P2X4, P2X7P2Y1, P2Y2, P2Y¢
P2Y12, A2a, A2b et A3 mais aussi les ectonuclésddCD39 et CD73, le tout permettant au Is
neuf boucles d’autorégulatigrossibles(341).

Dans ce modéle les cellulrecoivent et intéegrent desformations de nature divel qui
permettent leur activation. La signalisation purgigue est princialement autocrine, la cellule libe
de I'ATP qui va engager les récepteurs placés &ustace. Ce feedback> est un mécanisn

essentiel des réponses immunita

« J'y vais »

//.,

~ '

P2XR P2YR P1R

VNN

ATP<— ADP/AMP/adénosine

Figure 15 | Représentation de la signalisation purinergique autocrine
Les cellules immunitaires recoivent des signaux activateurs qu’elles intégrent et amplifient au moyen d’une libération de purines et leur
signalisation autocrine
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- Immunité innée

Exemple des neutrophiles (234)(342

Les neutrophiles quiescents sont des celluleslaimtulans le sang. Lors d’une inflammation
tissulaire ces cellules migrent sur le site ousedirercent leur fonction avant de mourir rapidement

En réponse a un agent chimio-attractant, le nebilipa libérer de I'ATP via la pannexine-1
de facon polarisée du c6té de la stimulation. gaaisation autocrine focalisée va d’abord engager
les récepteurs P2Y2 adjacents qui vont amplifiesitgal introduit par le chimio-attractant. Cela
induit la translocation de récepteurs A3. En patalll ATP extracellulaire est dégradé notamment en
adénosine, ligand des récepteurs A3. Ceux ci vamgc d’autres mécanismes, induire le

chimiotactisme du neutrophile, c’est a dire sa atign dans le sens du gradient.

Exemple des macrophages (341

P2Y, <—,7A*F’
P2X,, ol ‘L
P2Y,, «<—— ADP
A2a-A3 A&P
Chemotactic navigation system AdenJ;Sine

Figure 16 | Représentation de la signalisation purinergique autocrine aprés détection d'un facteur chimio-attractant (Csa)
par un macrophage (341)

Les macrophages sont attirés notamment par unegrade la protéine du complément Cba.
Cette protéine chimio-attractrice se fixe sur segepteur et induit la libération d’ATP. Le mécanésm
d’excrétion n'a pas été élucidé mais n'est pau@rité par 'absence de la pannexine-1. L'ATP va
agir en autocrine sur P2Y2, son dérive ADP sur P2¥1 adénosine via A2a, A2b et A3. Le
chimiotactisme n’est pas inhibé en absence simplpathnexine-1, P2Y2 ou P2Y12 mais se trouve
bloqué par un traitement a I'apyrase ou une inbibitarge des récepteurs purinergiques. L'apyrase
influence également négativement le recrutememhaieocytes dans un modele de péritonite induite
par le C5a.

Les auteurs mettent ainsi en lumiére un mécanismsighalisation purinergique autocrine
complexe qui permet d’amplifier la perception dadjent chimiotactique et d’induire une motilité

directionnelle.

- Immunité adaptative

En 1990 fut établie pour la premiére fois unerkitién d’ATP par les cellules T et son influence

possible sur ses fonctions effectricas3).
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L'activation des cellules T nécessite la reconmmaise par le TCR de l'antigene présenté sur une
molécule de CMH des APCs au sein d'un espace desedeux cellules appelé synapse
immunologique. La signalisation intracellulaire edépendante de laugmentation de {Ga
indispensable pour l'activation du facteur de tcaipsion NFAT et la synthése du facteur de
croissance IL-2.

Il est établi que l'activation des cellules T iitda libération d’ATP par la pannexine235),
laquelle est transloquée avec différents P2XR aeani de la synapse immunulogique. Les récepteurs
P2X1, P2X4 B44) et P2X7 845 sont des canaux qui permettent I'augmentatioriadfCe]; et

I'activation du lymphocyte.

Role for P2 receptor expression
and ATF release by APC?

Y ‘
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Figure 17 | Intervention de la signalisation purinergique dans la synapse immunologique (323)

La signalisation calcique est en réalité beaucplus complexe. Grassk85 propose que
I'association CMH/TCR conduit en premier lieu anteée de C# via des canaux CRAC localisés
dans la membrane plasmique. Cette premiére vagaegutientation de [C§; est suivi de son
stockage dans la mitochondrie. L’augmentation de{da’*] dans la mitochondrie favorise la
production d’ATP qui est ensuite libéré par la paane-1. La signalisation purinergique autocriree vi

au minimum P2X7 viendrait ensuite pour amplifiesignal.

En outre, P2X7 pourrait étre activé non pas eociute mais par des fortes teneurs en ATP
dans I'environnement immédiaBZ3 et influencer la « pertinence d’activation ». fioate teneur en
ATP dans I'environnement a également été montréneménératrice d’'une différentiation Th1l7 au
niveau de la lamina propria intestinale. Toutefaissignalisation de I'ATP semble principalement

dépendante d'un sous type particulier d’ARBG64).

D’autres études ont mis en évidence que les lymps® liberent également de I'ATP et

gue celui-ci favorise leur prolifératio847)
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ii La libération d’ATP par une cellule en active une autre

L'ATP libéré par les cellules stressées, endomnmgéecn apoptose sert de signal important
dans l'induction de la réponse immunitaire. Cet Aiiféré agit comme un signalfind me» qui
guident les phagocytes au site inflammatoire ebrigent la clairance des cellules atteint®48|.
L'ATP libéré dans le milieu ne peut pas diffuser da longues distances et est rapidement métabolisé
Son action directe est locale par au moins deusractistinctes qui vont conduire a la productien d
messager type cytokines et chimiokines qui vonpager I'information et promouvoir I'établissement
d’'une inflammation

- I'ATP libéré, en synergie avec d'autres molécules dhnger (HMGB1, HSP70...), va
permettre I'activation de I'inflammasome Nirp3 $e&s phagocytes résidents et la production
de IL-18. D’autres signalisations sont induites, notamntiexpression de molécules de co-
stimulation sur les cellules dendritiques. La pithn locale de cytokines et chimiokines va
induire des gradients chimioattractant qui vonfudér en empruntant notamment la voie
sanguine Cas numéro )

- Les cellules apoptotiques libérent de I'ATP qui stitne un signal €ind me» pour les
cellules immunitaires alentours. Les phagocytesrivalisent et digérent la cellule

apoptotique sans création d’un environnement inflatoire Cas numéro 2

Cas numéro 1 : Activation locale et production proinflammatoire

Les exemplesn vitro du réle du couple ATP/P2X7 dans l'activation dmflammasome
NIrp3 et la maturation de ILBLpar les cellules types macrophages ou dendritigaeslégions. Des
exemples de la pertinence de ce phénonrerizo dans des cas d'inflammation stérile existent.

Un article élégant montre que lors d'une nécrogeatigue localisée, I'ATP libéré par les
cellules nécrotiqgues va signaler sur P2X7 exprime Iss macrophages résidents, les cellules de
Klpfer, qui activent alors leur inflammasome Nlgi3produisent de I'lL-f (349. L'IL-1 B produite
va notamment agir sur les cellules endothélialésaut alors favoriser le recrutement de neutragshil
au niveau de l'inflammation349. L’ATP libéré n’attire donc pas directement lesutrophiles. De
plus, la phase ultime du recrutement des neutreghihécrotactisme, n'est la encore pas réalisé
principalement par 'ATP mais par des peptides amtmdriaux 849).

Une autre étude a montré que la réponse inflamreappovoquée par l'injection de cellules
nécrotiques est dépendante de I'inflammasome N(g3B). C’'est principalement I'ATP issue des
mitochondries des cellules nécrotiques qui corestit principal signal de danger conduisant a
I'activation de NIrp3, la production de ILBlet le recrutement de neutrophil@&5@). L’ATP signale
en partie via P2X7 mais sa déficience ne modifie Ipaecrutement de neutrophiles, excluant un role

prépondérant de celui-c3%0).
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Dans ces deux études, I'ATP libéré en forte comatinh suite a une mort cellulaire agi
courte distance dans l'initiation de l'inflammati La signalisation purinergique via par le cou
ATP/P2X7 est importante pollactivation de I'inflammasome Nlirp3 et la libérati de I'lL-1p.

Les greffes sont associées a des lésions et unwlitdocellulaire importante. Une étu
montra que la libération de signaux de dangers @eeatune des causes de la réponse immunite
du rejet du greffon351). lls ont montré une augmentation de la conceotratin ATP de plusieu
maniéres et que cell®-est importante pour favoriser I'activation deslldes dendritiques €
conduisant a 'augmentation de I'expression de madéde c-stimulation. Les auteurs monnt une
dépendance de ce systemeR2X7. Sa déficiencaliminue la réponse immunitaire et favorise
survie des animaux. keauteurs montrent bien une dintion dela production de I-1f mais le lien
avec la libération d’ATP et I'activation de l'inflamasome n’a pas été directement prés(351). La
découverte est centrée sur le role de I'ATP datisadion des cellules dendritiques qui vont ens
activer plus efficacement les lymphocytes CD4 audd L. Des expériences d'irtiation montrent

I'intérét de ces recherches dans ledes sur les effets et les conséquences de laladipie

Recrutement i T
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Figure 18 | ATP pro-inflammatoire
Les cellules stressées liberent de I’ATP qui va activer localement les macrophages, notamment au travers de leur inflammasome Nlrp3 et
la production d’IL-1f. L’environnement cytokinique favorise le recrutement de cellules sanguines au site inflammatoire.

Cas numéro 2 : «~ind me »

Les cellules apoptotiques ar traitements aux UV ou anfias libérent précocement en quar
équivalente de I'ATP et de 'UTP qui agissent comsignaux - find me» sur les phagocyte(3498).
L’inhibition des connexine®u de I'excrétion vésiculaire r aucun effet significatifPar contre, la
pannexinet est identifiée comme essentie(236). Cette protéine sergirésentesous forme inactive
a I'état basal et ne deviendrait active gqu’en capaptos, devenant un substrat des caspases <
qui la clivent de maniere spécifique. Son clivagednd compétente pour former un pcerméable

aux nucléotides jouant le role de signifind-me» (236). Une inhibition des caspases empé
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totalement la fuite de nucléotides suite a l'indluctde 'apoptose. La libération préce de signaux
par la cellule apoptotique se réalise sans augtiemtde la permrabilité membranaire ou fuite «

marqueurs cytoplasmique34@). Le site de coupure est conservé chez I'hommenuais et le poissc

zebre, suggérant un mécanismainteni de régulation de I'apoptose via la panne-1.

Sur les phagocytes, le principal récepteur impliest P2Y2,sensible a 'ATP/UTF(348). In
vivo, le recrutement de monocytes est sensiblemennd#érliorsque les nucléotides sont digérés
I'apyrase ou chez desouris déficientes en P2Y(348). Par ailleursL’élimination efficace des tré
nombreux thymocytes apoptotiques est égalementndépée de la libération de nucléotide de
I'activation conjointes des phagocytes présent$2¥2 etest bloquée par I'adn de I'apyras(348).
En défaveur d'un mécanisme pléiotropigle recrutement des phagocytesréponse a la chimiokir
CCL2 (MCP1) apparait totalement indiffnte a I'action de I'apyrase ou lanhibition des P2R:
(suramine) 48).

Apoptose

l « Find me »

Phagocyte

Figure 19 | Représentation de la voie « find me »
Les cellules apoptotiques attirent les phagocytes par la libération d’ATP

L’ajout exogéne d’'une quanti< uM d’ATP ou d’'UTP, dans une moindre mesure d’ADP
d’'UDP, mais pas d’adénosine, induit le recrutententonocytes TH-1. L'inhibition des récepteul
a I'adénosine n'affecte pas la migration des motescgn direction des cellules apoptotiques etut
d’adénosine exogéne n’'induit pas leur migra(348).

Des concentrations extracellulaires fortes €TP, au dela de M, sont consiérées comme
proinflammatoire comme dans le cas de mort cellulpae nécros¢352. Il apparait ici que de
concentrations moindres en ATP sont -inflammatoires 853 et favorisent la clairance des cellu
apoptotiques.

Les nuances, parfois tenues, entre apoptose etsget leur implication sur la promotion d'L
réponse immunitairgeront vues dans la pa discussion. On peut s'inteiger sur laguantité et la
cinétique de nucléotides libérés et la présenceamitante ou non d’autres naux de dangers
endogenes, ILdou HMGB1 notammen
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i Distinction chimiotactisme / chimiocinétique : cas de I’ATP

Le role de I'ATP, dans le chimiotactisn et/ou la chimiocinétique, manque de cla
Rappelons :
- Chimiotactisme migration d'une cellule vers une source définiandagent qu
I'attire
- Chimiocinétiqu:: variation de la vitesse de déplacement d’unailgeians notion d

direction

Chimiotactisme

@ e Chimiocinétique

—ll @ =

Figure 20 | Représentation de la différence entre chimiotactisme et chimiocinétique

Certaines expériences tendent a montrer que cdéotides exercent non pas une acti
chiomiocinétique 342 mais chimiotactiqu (341), ce qui est différentdes données sur les
neutrophiles montrant que I'ATP est chil-cinétique et induit leurs migrations aléatoi(342).

Il est important de considérer que les nhombreuspériences de migraticin vitro réalisées
en transwell peuvent apporter des conclusions biaisées. En dans ce systemon observe la
capacité de cellule a se rendfen compartiment a I'autr le déplacement peut étre la conséquu
d'un véritable gradient attracteur (chimictisme) ou de la promotion de la motilité (chimiodigée,
migration au hasard).

La somme non exhaustive des informations a digposét a connassance de la labilité «

'ATP sont endéfaveur d’'un pouvoir chimiotactiquin vivo. Des expérienceconvaincantes ont
montré dans un modéle de nécrose hépatiquel’administration d’apyrase en systémique ré
fortement le nombre absolu de rrophiles recrutés au niveau proche de la zone lésée pas li
capacité de ses neutrophiles en nombre restremdéiger ensuite sur le site pré(349.
D’'une maniére similaire, l'utilisation de I'antagete oATP des récepteurs purinergiqou plus
spécifiguement I'emploide souris déficiens en P2X7montre une réduction du recrutement
neutrophiles vers la Iésion tissulaire sans altéependant le chimiotactisme de ceux parvenuse:
site 349.
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La Piéce Jouée : unité de lieu, d’action et de temps

« Science is like art and true scientists are like artists »
« Science is about describing nature, and so is art:
We're painting nature »

Polly Matzinger
New York Times, 16 juin 1998

A. Unité de Lieu : Architecture Pulmonaire et fibrose
1 Architecture pulmonaire
a Anatomique et physiologique

L'appareil respiratoire se compose des voies ageensupérieures (nez, bouche, fosses
nasales, pharynx et larynx), de la trachée, deaches puis des bronchioles débouchant sur les
alvéoles. Il a pour fonction I'apport d’oxygéne aarps et I'élimination du dioxyde de carbone
contenu dans le sang.

La trachée débute au niveau du larynx et se terpaindes bronches. Elle réalise la jonction
entre voie aérienne supérieure et poumons. Lacuifderne des bronches est recouverte par un tapis
de cils vibratiles et de mucus permettant de fileerejeter a I'extérieur poussiéres et débris e
bronches principales se subdivisent dans les posimomiveau du hile en bronches plus petites dites
lobaires, qui elles-mémes se subdivisent en brensbgmentaires puis en bronchioles. Les alvéoles
constituent la partie terminale des bronchiolesadtie alvéole établit des contacts avec un cagillair
sanguin, facilitant les échanges gazeux. En cordaett avec le milieu extérieur, I'épithélium
pulmonaire possédent des mécanismes de défensae des microorganismes et les particules
inhalées. Il combine notamment une fonction séoeétet une fonction ciliée afin de maintenir une

clairance mucociliaire efficace.

La fonction de barriere

Tout épithélium est une juxtaposition de celluletagsées reposant sur une lame basale. Les
jonctions cellulaires entres les cellules épithétiasont fermes, notamment au moyen de jonctions
serrées (tight junction), ce qui assure une bargnysique entre I'environnement et le milieu
intérieur. Rappelons que les alvéoles pulmonaitabliésent une liaison étroite entre les milieux

extérieur et intérieur.

La clairance mucociliaire

Le mucus forme un réseau gélifié riche en muciglgoprotéines de haut poids moléculaire
(>10° kDa) qui ont la propriété de capter de facon rmEétiique des particules environnementales. Le
mucus contient des substances antibiotiques (lg/so0zkme, complément, surfactant), des

antioxydants (lactoferrine, glutathion, catalasefextant) et des antiprotéases. Le mucus ass@e un
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protection des voies respiratoires. Une part ingtet des particules environnementales, virus ou
microorganismes inhalés se retrouvent pris au pégxpulsée par I'activité des cellules ciliéeget

la toux. L'importance de la clairance mucocilis@gparait lors des maladies pulmonaires obstructives
(asthme, bronchites chroniques...) avec dyskinédiairei primaire ou les cils ne battent plus

correctement et le mucus n’est pas évacué.

b Cellulaire

i Non myéloides

Large airways Small airways Alveoli

illllllb
-_—
| | [ | I ]
Ciliated | Secretory Ciliated Clara Typell Typel
Undifferentiated Basal Undifferentiated Basal

columnar columnar

Figure 21 | Représentation des types cellulaires dans les différentes parties du poumon (354

Les voies aériennes les plus larges d’'un hommeteachaint recouvertes d’'un épithélium
prismatique pseudostratifié. Il est constitué diules ciliées, de cellules sécrétrices de muces, d
cellules indifférenciées et de cellules basalesedeuvellement. Dans les voies aériennes plutepeti
les bronchioles, I'épithélium devient cubique awete présence accrue de cellules ciliées et une
diminution de cellules muqueuses. Il est & notatetgent I'apparition des cellules de Clara a farcti
seécrétrice. Les alvéoles sont quant a elles comgade pneumocytes de type | et de typéHigure
21)

Les pneumocytes

Les pneumocytes de type | couvrent au moins 90% dirface alvéolaire totale, bien que
moins nombreux que les pneumocytes de type |l.dDede trés fines cellules qui se développent en
une sorte de film souple et fragile permettantdebanges gazeux. Ces cellules sont étroitement
accolées aux capillaires sanguins dont elles ness&parées que par la membrane basale, la diffusion
de Q et du CQ se faisant ainsi aisément. Les pneumocytes deltgpat des cellules fragiles, sans
capacité de se dupliquer. Leur endommagement gapaliants ou des microorganismes conduit a

leur perte.

Les pneumocytes de type Il sont des cellules casigou arrondies sans extension
cytoplasmique. Elles possédent des microvillos@#éspdle apical. Leur cytoplasme est riche en
organites, témoin d’'un métabolisme actif. Ces ¢edlisont caractérisées par un organite spécifique
appelé corps lamellaire et composé de granulesémuietent un film phospholipidique, le surfactant.

Le surfactant est essentiel car il permet de dieiina tension superficielle en permettant ainsi une
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distension pulmonaire plus facile. Sans lui les mpons s’effondreraient lors de I'expiration et
I'organe perdrait sa fonction. Dans certains cdbgdagiques, les pneumocytes de type Il peuvent se
transformer en cellules intermédiaires. lls perdent corps lamellaire, modifient leur forme pour
acquérir des extensions cellulaires, augmententJelume et leur surface cellulaire, adoptant la

forme de pneumocytes de type3bp).

Alvéole

pulmonaire

Figure 22 | Représentation d'un alvéole (source : Wikipédia)

Les fibroblastes interstitiels

Les fibroblastes interstitiels représentent 30 % 4fes cellules d’un poumon humain adulte
sain. Ce sont les cellules productrices des conmpesde la matrice extracellulaire. Leur
différenciation en myofibroblastes contribue deofagnajeure au développement de pathologies
pulmonaires fibrosantes notamment via la synthés&MWA (alphasmoothmuscleactin). Le TGFB
(TransformingGrowth Factorbeta) est un des facteurs les plus connus agissatistivation et la

différenciation des fibroblastes en myofibroblagteégalement pour son action profibrotique.

ii Myéloides innées
Les macrophages alvéolaires

De nombreux organes possedent des phagocytesnmésatespécialisés. La peau contient les
cellules de Langerhans, le foie les cellules de f&uple cerveau les cellules microgliales. Les
poumons possédent les macrophages alvéold@ts}. Elles sont issues des monocytes sanguins et
jouent le réle de sentinelle. Elles protégent noirganisme de l'agression d'éléments extérieurs en
assurant une surveillance continue des alvéoleagndires. Elles phagocytent des dérivés endogénes
(débris cellulaires, surfactant) et exogenes (polls, particules minérales, micro-organismes) et

peuvent initier 'inflammation avec les pneumocytes
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Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques forment une populatiorétegéne dont la distinction, basée parfois
sur plus d'une dizaine de marqueurs, manque senslnit de clarté3g7). Toutefois, il est important
de faire la différence entre les cellules dendiit)localisées dans les voies aériennes largesled ¢
localisées dans le parenchyme pulmonaire. Ceseateménvoient des prolongements cytoplasmiques
dans la lumiére des alvéoles pour capter des aatigéCes cellules vont ensuite les présenter sur le
CMH, migrer vers les nceuds lymphatiques drainanteldés pourront stimuler I'activation et la

prolifération des lymphocytes patrticuliers.

2 La fibrose pulmonaire idiopathique (IPF)

a Description

La fibrose pulmonaire regroupe des maladies chumsiccaractérisées par une inflammation
plus ou moins importante, une cicatrisation pathiojoe des alvéoles et des tissus interstitiels. Sa
forme idiopathique (IPF]diopathic Pulmonary Fibrosis) est une des pathologies interstitielles
pulmonaires les plus fréquentes. Le terme «idligae » signifie 'absence d’'une causalité bien
définie. L'IPF constitue un probleme majeur de égmiblique. Le nombre de nouveaux cas par an
n'aurait cessé d'augmenter au cours de ces desnigmneées. Cela pourrait étre di a I'augmentation
réelle de l'incidence (nombre de nouveaux cas paroa a un meilleur diagnostic. L'incidence est
estimée en France autour de 5 pour 100 000. Lesnkeansont plus touchés que les femmes et I'age
médian du début de la maladie est de 66 ans. 88%atede pneumopathies interstitielles diffuses se
déclarent aprés 55 ans. Aux Etats-Unis, la préealénombre de cas totaux) est estimé de 4 pour 100
000 pour les 18/34 ans a 227 pour 100 0000 cheblesis et plug3sg).

En résumé, I'lPF associe un endommagement desleseliépithéliales alvéolaires, une
inflammation chronique et une dérégulation des gssas de réparation évoluant vers une fibrose

pulmonaire irréversible.

b Etat des causes

Les causes de fibroses pulmonaires sont |égions.d@ 140 ont été référencédsy).
- Exogenes
0 Inhalation de toxiques chimiques (tabagisme, mercehlore, ammoniac,
essence, gaz industriels)
o Inhalation de composés organiques (pneumopathigpeat'sensibilité dans la
maladie du poumon de fermier)
o Inhalation de poussieres minérales (pneumoconfesel silice, asbeste).

- latrogenes (radiothérapie pulmonaire, médicamentisifectieuses (bactéries, virus).
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- Intrinseques
o Pathologies pulmonaires prédisposantes (carcinompsglimonaires,
granulomatoses (sarcoidose, histiocytose a cellules Langerhans),
sclérodermie, maladie rhumatoide, Ilupus érythématedisséminé,
dermatomyosite, vascularites, maladie de Wegenengumpopathies
lipidiques)

o Maladies génétiques (sclérose tubéreuse, neurofdiase)

Dans la moitié des cas environ I'étiologie n'es$ pannue et sera renseignée comme fibrose
pulmonaire idiopathique. Elle peut évidemment éggociée a des causes mentionnées ci-dessus sans
que cela soit établi avec précision. Par exempteédedes récentes suggérent que 75% des patients
présentant une IPF serait des fumeurs ou d’an@iemsurs 860).

Plusieurs évidences dans la littérature pointentdle de l'auto-immunité comme un des
mécanismes de I'endommagement alvéolaire respandablIPF en parallele avec la récurrence des
agressions et expositions extérieures. La répardssulaire y serait dérégulée, la prolifératias d
fibroblastes exacerbée. La présence d’'auto-anscdgms le sérum des patients atteints de IPF et
notamment d’anticorps spécifiques de collagénedeetibonucléoproteines a été démontrée dans
plusieurs études3fl). Certains patients atteints de maladies autadimfhatoires telles que le lupus
érythémateux systémique, l'arthrite rhumatoide austlérose progressive présentent des traits

caractéristiques de maladies pulmonaires inteiis 362).

C Symptoémes

Les signes cliniques de I'lPF se manifestent géedent autour de cinquante ans et peuvent
masquer une lente évolution asymptomatique antérieQes signes se recoupent avec d’autres
pathologies pulmonaires rendant difficile le diasfique. Selon American Thoracic Societies
caractéristiques histologiques sont proches de nlaumonie interstitielle communel30). Les
symptdmes sont graduels avec notamment un essuafiteinhabituel au cours d'un effort physique
(dyspnée a l'effort) et une toux séche. La fibregeint ensuite une plus grande proportion du
poumon. Dyspnée au repos, douleurs poitrinairefsisdié et signes cardiaques apparaissesf).(
C’est trop souvent a ce moment, c’est a dire apirestallation de la pathologie qui a pu prendre

plusieurs décennies, que le patient consulte etegdiagnostic s’établit.

d Traitements et pronostic

Le pronostic moyen des patients est mauvais, aglér certaines tumeurs malignes. Apres
diagnostic, I'état de la majorité des patients idéclalors rapidement et des crises appelées

« exacerbations » sont souvent mortelléd80(. La survie est de deux a quatre aB83|. Les
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possibilités de traitements sont limitées et salfsent généralement sur les complications de type
crise cardiaque ou infection. Des médicaments iafiimmatoires comme la prednisone
(corticostéroide) peuvent apporter un confort megsler mais ne perturbe pas la progression de la
fibrose. Les drogues cytotoxiques du type cyclophamide n’ont pas apporté de preuve
d’amélioration de la fonction pulmonaire ou de fiésance de vie et peuvent étre associé a de lourds
effets secondaires3§3. L’éviction des causes connues de fibrose ederfeent recommandée
(tabagisme, médication, oiseaux). Un traitement mgmatique peut é&tre utilisé, telle
I'oxygénothérapie. La transplantation pulmonairé ks dernier recours et ne concerne que les
Pneumopathies Interstitielles Diffuses sévereshant des sujets jeunes. Aucun traitement curatif

contre I'lPF n’est disponible une fois la fibrosestallée.

B. Unité de Temps :

Chez I'momme la fibrose pulmonaire est caractérigisg des épisodes séquentiels
d'inflammation aigué avec accumulation de -celluledlammatoires et endommagement du
parenchyme. Cette phase d’inflammation répétéaaghiit par la mise en place de processus de
réparation tissulaire excessifs avec dép6t de ceame de la matrice extracellulaire et notamment de
collagene. Les fibroblastes et/ou myofibroblastesiferent et des foci de lymphocytes apparaissent.
Apres plusieurs années, la formation de tissugraas fibreux, la perte d’élasticité et 'altéi@n
plus ou moins importante de I'architecture pulmomake traduisent par une fibrose pulmonaire qui est
associée a la perte progressive de la fonctiotodgahe.

Une période d’exacerbation constitue une compboatmajeure caractérisée par une
réactivation des parametres de l'inflammation aiduéxacerbation est fréquemment fatale, le déces
survenant dans une période de quelques semainesques mois soulignant le réle prépondérant de

I'inflammation dans I'évolution de I'IPF364).

1 La phase inflammatoire aigué

Dans le modele Bléomycine (BLM) de la fibrose puhaive utilisé au laboratoire chez la
souris, la phase d'agression initiale est caraé@@mar une mort cellulaire massive avec la présgec
nombreux débris cellulaires dans le lavage brorathéelaire (BAL) apres 24h. La BLM agit
principalement en provoquant une apoptose. Or ywoptase physiologique ou les cellules sont
internalisées et digérées par des phagocytes esinflammatoire. Il est probable que la forte
mortalité cellulaire dans le poumon ne puisse pees @rise en charge et se répercute en mort par
nécrose secondaire, laquelle est immunogéniques bBaine hypothése de travail, en droite ligne avec
I'hypothése du danger théorisée par Polly Matzin@d) les cellules, en mourant de fagcon mal
contrblées, vont libérer des signaux a l'origine I'éetivation du systeme immunitaire innée. La

dégradation de la matrice cellulaire va égalementlagire a la production de molécules répertoriées
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comme alarmines, notamment acide hyaluroniquetefeaait les macrophages, les DCs et les cellules

endothéliales par I'engagement de TLR3BY, 366 et TLR2 @67 ou encore le protéoglycane
biglycan 368).

Chez 'homme la question de l'origine de la patl@areste le plus souvent indéterminée. La
présence d'une inflammation chez 'homme restejéode débat et & mettre en parallele avec celle
bien nette déclenchée par la BLM. Cependant, desuix récents montrent la présence de cellules
inflammatoires dans les aires fibrotiques de pti¢données présentées par Bruno Crestani lors du

10" World Congress of InflammatipRaris, 2011).

2 La phase inflammatoire chronique et la fibrose

Suite a I'endommagement cellulaire les mécanisneeeparation cellulaires et histologiques
sont fondamentaux. Une balance essentielle ergtnerégéases (MMP#$/ atrix M etalldProteinases) et
leurs inhibiteurs (TIMPsTissuslnhibitors of M etalldProteinases) contréle le renouvellement de la
matrice extracellulaire (ECMExtracellular Matrix). En schématisant, une dérégulation en fadesr
MMPs va conduire & une pathologie pulmonaire de tgymphyseme alors que celle en faveur des
TIMPs va conduire a une fibrose. Ceci-dit il s'agien d'un équilibre ou des protéines des deux
familles sont fortement induites dans les deuxgatiies. Dans certains cas pathologiques, il peut s
produire dans deux zones différentes d'un poumanlésions de type emphyseme et fibra3@oy
Dans le protocole d’induction de la fibrose utiliaé laboratoire, la MMP-9 et le TIMP-1 sont

exprimés précocement et se retrouve lors de leeditastique.

Environmental pollutants
(xenobiotic, endotoxin, antigen, cigarette smoke...)

Wi | &

Epithelial cells @

— 'i)
= Neutrophil

== Alveolar macrophage
N Fibroblast

=

¥ TIMP

Protease/antiprotease imbalance

Emphysema <—— Tissue remodeling =——f» Fibrosis

Physiological repair

Figure 23 | Représentation de la balance MMP/TIMP et pathologies associées (370

Les MMPs sont des protéases ayant la capacitéwie [ds constituants de la MEC. Il existe
25 MMPs différentes dont les collagénases, lestigékes et les élastase37). Les TIMPs
regroupent 4 membres structuralement. lls se bBeetc une haute affinité au site catalytigue des
MMPs et entraine la perte de leur I'activité proyéque 372).

Les MMPs sont faiblement exprimées dans les tissaltes sains. Le lavage
bronchoalvéolaire de patients atteint de fibrodenpuoaire présente une nette augmentation du taux de

collagénases3{f3. Toutefois dans le cadre de la fibrose, les lmand’ expressions et d'activés
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pencheraient en faveur des TIMPs avec un défadédeadation de la ECM et inhibitions des MMPs

(374).

Les pneumocytes de type Il vont proliférer et prenid place des pneumocytes de type I,
incapables de se renouveler suite a 'endommagerherg de la phase de fibrose, on observe une
diminution du nombre de cellules inflammatoires, remaniement des structures alvéolaires avec
activation et prolifération des fibroblastes, diffidciation en myofibroblastes et remplacement shuti
interstitiel par des fibres de collagene. Dans teléte BLM, il y a également un tres fort recrutetnen

de lymphocytes.

C. Unité d’action :
1 La Bléomycine et modéle murin de I'lPF
a Nature, découverte et utilisation

La bléomycine (BLM) est naturellement produite fmbactérie gram positivBtreptomyces
verticillus. C’est un antibiotique utilisé en chimiothérapi@7%-37§ comme antinéoplasique en
combinaison avec d’autres molécules dans le trait¢érde lymphomes, de certains carcinomes, des
tumeurs germinales ou encore en cas d’épanchenieatap malin 879. La BLM comprend
plusieurs composés de structures proches. La Blillkée généralement en thérapeutique comporte
majoritairement de la bléomycine A2 et B379. Les structures et propriétés communes et
spécifiques des différentes formes de BLM ont beapcété analysées que ce soit par étude du
substrat ou par dégradation chimique.

Son utilisation comme modele de fibrose pulmonastbasée sur la constatation que cette
pathologie est un des effets secondaires indéegaincipaux associée a son utilisation en thérapi
anticancéreuse. Le risque associé dépend de laadoseistrée, de I'age du patient, du tabagisme ou
de la préexistence de pathologie pulmonaire. Envit6% des patients développent une toxicité
pulmonaire au bout de plusieurs semaines et entidéh d’entre eux développeront une fibrosaq,
380).

La bléomycine agit en causant des coupures audesilADN simple et double brins ce qui
stopperait le cycle cellulaire notamment dans &llles tumoralesl@30). Il fut démontré que la BLM
pouvait également réaliser la dégradation oxydateeARN cellulaires. La BLM est un glycopeptide
qui contient au moins quatre domaines fonctionimelsiant un domaine de fixation de métaux?(Fe
CU?") et un domaine d’activation de I'oxygéne moléa@agssentiel pour la captation d’'un atome
d’hydrogéne présent sur les acides nucléidggl)( Un motif sucré est présent et bien que peu
compris, il pourrait participer a la reconnaissadeela cible cellulaire, & son internalisation daa

coordination de la fixation de I'ion métalliquagQl).
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Au final, il est important de retenir gqu'il exispdusieurs formes de BLM, que ses structures et
mécanismes d’actions ne sont pas parfaitementdési@t que cela peut grandement influencer les
résultats expérimentaux en fonction de [lutilisatidl est admis que les coupures des acides
nucléiques se réalisent en chélatant des ions ligéed et conduisent a la production de radicaux
libres 382. La superproduction de ROS serait en partie resgdale de la réponse inflammatoire et de

la toxicité pulmonaire, de I'activation des fibrabtes et finalement de la fibroS88).

Une enzyme naturelle, la bléomycine hydrolase, timada bléomycine ce qui influence
fortement les effets de la drogue suivant le tsmsidéré. Les poumons maintiennent de faiblessdose

de cette enzyme et serait en conséquence susesgiibaction de la bléomycindg4).

b Bléomycine et fibrose
Modele

La Bléomycine fournit 15 000 entrées sur la baselalenées Pubmed dont plus de douze
cents revues. Plus de 5000 publications compocemiot dans leur titre dont environ 150 ont moins
d’'un an. La premiére référence date de 1965, prilpig le japonais Hamao Umezawa qui fait état de

son activité anti-tumorale{5).

En 1974, il fut établit que chez la souris une disédmg/kg en IP deux fois par semaine était
fatale & tous les animaux dans les 5 semainesl At00,5mg/kg, la BLM entraine le décés de la
moitié des animaux et la majorité présente desnégpulmonaires dont une fibros38f). Le modeéle
bléomycine reste chez les rongeurs le modéle ke gdurant pour I'étude chez 'homme de la fibrose
pulmonaire idiopathiquel30).

La bléomycine peut étre administrée en intratrdehéa en intranasale. L'intratrachéale
nécessite une petite chirurgie et provoque unensgpgénéralement plus forte que l'intranasale, voie
d’administration utilisée en laboratoire. A notaregméme en injection IV ou IP, il se produit des
Iésions pulmonaires et pleural&86).

En administration orale, la BLM va causer la mars aellules dans lesquelles elle rentre en
contact, principalement les cellules épithélialesdothéliales et les macrophages alvéolaires. Les
premiéres l|ésions apparaissent dans les régiorisapeulaires et péribronchiques. Un cedeme
interstitiel diffus ainsi qu’'une augmentation dumtwre de macrophages présent dans les alvéoles sont
observés. Dans une tentative de préservatiorhdeBostasie les pneumocytes de type Il vont perdre
leur corps lamellaire, dont les débris vont s’acel@ndans les alvéoles, vont proliférer et prerdre
place des pneumocytes de type | nécrotiques. kaskbva s’installer progressivement apres invasion

des alvéoles par les fibroblastes et formation atfules de collagéne et de foyers fibroblastiques au

96



niveau de l'interstitium. Toutes ces caractérigigjgont également observées chez les patientaattei

d’'IPF comme indiqué ci-dessous.

ii Mode d’action

Les mécanismes exacts de la mort cellulaire ennggp@ la BLM font toujours l'objet
d’intenses tractations. Notre hypothése de travasiée sur I'inflammation en condition stérile et la
théorie du danger développée par Polly Matzingelleci stipule que les cellules endommageées
libérent des alarmines qui vont prévenir I'hdte uné rupture de I'homéostasie potentiellement
délétére est en cours et dont la prise en chaigétde évaluée.

L'essentiel des travaux sur la toxicit¢é de la BLMontre que les cellules meurent
principalement par apoptose et non par nécroseun@rdifférence principale d'intérét ici est que
l'intégrité de la membrane plasmique est perdueque&ment dans la nécrose alors qu’elle peut
persister longtemps dans I'apoptose. Cela pouaaiement conditionner I'émission de signaux de
dangers propre a notre hypothese.

L'apoptose en réponse a la BLM emprunterait lesxdenies, intrinseque387)(388 et
extrinséque 389. Marquant la complexité du systeme, d’autres ¥ale signalisation apparaissent

cruciales, notamment celle de la CathepsineB0)(et I'angiotensine(391).

Il est envisageable de penser que bien que la Biddise par elle-méme une mort cellulaire
qui emprunte les voies non immunogenes connue&pepltose, les dommages dans 'organisation
tissulaire, I'intensité de stress oxydatif, la mies phagocytes résidents eux-mémes peuvent cenduir
au final, en moins en partie, a une nécrose segendha la libération de signaux de dangers pro-

inflammatoires.
iii Atouts

Les avantages du modéle résident en partie dansoflespondance de nombreuses
caractéristiques retrouvées chez les patients, @reommagement de ['épithélium alvéolaire,
recrutement de cellules inflammatoires, productienmédiateurs, activation/prolifération anormale
des fibroblastes et dépdts de composés de la maixicacellulaire au niveau de l'interstitium et de
I'espace alvéolaire. Deux autres avantages samefplaductibilité du modéle et I'apparition rapide d
la fibrose, du 14™ au 28™ jour selon les doses et la BLM utilisées, ce auilite la répétabilité et
minimise les colts. Le modéle souris permet [Isdiion d'un grand nombre d'animaux
génétiqguement modifiés ce qui joue un rdéle majeamrsda mise en évidence de certaines voies de

signalisations et leur régulation.
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iv Critiques

Depuis plusieurs décennies de tres nombreux agahtté montré comme capables d’inhiber
la fibrose expérimentale. Outre l'attrait parfoislontairement promotionnelle, il est important de
noter qu'aucun d’entre eux (en 20088()) n'est utilisé en clinique dans le traitement/'tieF. Entre
1980 et 2006, 240 études ont décrit le bénéfideldau tel composé aux vertus antifibrotiques dans
modéle bléomycine. 222 études ont utilisé le compas préventif et seulement 13 en traitement
thérapeutique 130). Il est critique de distinguer les drogues quieiferent avec les phases
inflammatoires et fibrogéniques précoces de callgispréviendraient la progression de la fibrose,
cette derniere étant beaucoup plus significativelemgue. Malgré I'absence de bénéfice direct pour
les patients, le modéle bléomycine a nettementiboit & élucider le réle de voies de signalisatien
cytokines et de facteurs de croissance impliqués tadéveloppement de I'IPF. Par exemple, cela a
permis de découvrir le réle clé du TBEB92.

Le modéle BLM est considéré comme tres inflammat@n comparaison de la maladie
observée chez 'hnomme ce qui laisse penser quaédesnismes sont différents. On peut opposer le
caractere irréversible chez I'homme et pas cheblais ou la fibrose peut se résorber et égaletaent
chronologie des événements : expositions répéteameées d’'un coté contre administration unique et

semaines de l'autre.

v Autres modéles

Le tableau ci-dessous rapporte les principaux moyepérimentaux d'induction de fibrose

pulmonaires, le type de lésions occasionnées esfaces utilisées. Le modele BLM reste le plus

Exogenous Agent/Approach Nature of Tissue Damage Animal Species Used
Bleomycin Oxidant-mediated DNA scission leading Mice, rats, hamsters, rabbits,
to fibrogenic cytokine release dogs, primates, pheasants
Inorganic particles (silica, asbestos) Type IV hypersensitivity reactions with Mice, rats, hamsters, sheep,
or without granuloma formation rabbits
Irradiation Free radical-mediated DNA damage Mice, rats, rabbits, dogs,
hamsters, sheep, primates
Gene transfer (TGF-B, IL-18, GM-CSF) Downstream activation of specific Mice, rats
cytokine pathway/s
Fluorescein isothiocyanate Incompletely understood. Presumed Mice
T-cell-independent.
Vanadium pentoxide Incompletely understood. An inorganic Mice, rats
metal oxide.

Haptenic antigens (e.g. trinitrobenzene
sulphonic acid compounds) Recall cell-mediated immune response Mice, hamsters

Tableau 2 | Approches expérimentales pour I'induction de fibrose pulmonaire (386)
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2 Les particules

La bléomycine permet d'étudier I'inflammation emddion stérile et le rble des signaux de
dangers endogénes. Les résultats du laboratoleeligtrature nous ont conduit & nous intéresser e
profondeur au dogme de la théorie du danger etudie®tles voies de signalisation associées.
Aujourd’hui le réle prépondérant des NLRs et plpgdfiquement de l'inflammasome Nlpr3 apparait
central. Nous avons nous sommes ainsi intéressésiécanismes d’activation de cet inflammasome
en utilisant comme stimulateurs des agents pasifad. Les études ont été majoritairement réalisées
in vitro sur macrophages et cellules dendritiques miaisvivo linstillation de ces particules
s'accompagne d’une inflammation pulmonaire et pluement d’'une fibrose dans nos conditions
expérimentales a court terme. L’avantage commeilet faible de I'approchén vitro est I'utilisation
d’'un systéme biologique réduit donc plus simple sdaon approche causale mais difficilement

extrapolable a la complexité d’'un organisme plukitaire.

a Macroscopiques

De nombreuses particules sont connues pour adtimdammasome NIrp3. Elles peuvent
étre de nature :
- exogene : les particules de silice, d'asbeste (@aliau d’hydroxyde d’aluminium,
- endogéne : les particules formées par I'agrégateprotéine beta-amyloide (maladie
d’Alzheimer), les cristaux de cholestérol (athékdxsise) ou les cristaux de MSU
(goutte)

L'exposition répétée, notamment professionnelledes particules de silice ou d’asbeste
conduit & de graves pathologies pulmonaires, réspatent silicose et asbestose. L'accumulation de
dérivés endogénes métaboliques ou pathologiquesraipglans de nombreuses maladies. Ainsi, la
meilleure compréhension des mécanismes immunitamgdiquée dans la détection de matériel
particulaire présente une pertinence clinique régiligeable.

Au laboratoire nous disposons de particules de Mfglsilice, d’alum

A noter que la nature particulaire ne suffit a tieation de cellules de I'immunité innée.
Assez étonnamment, les cristaux de diamaB®3)( d’allopurinol 393 mais aussi des particules
d’échappements dieseB94), des condensés de fumée de cigar&8)(ou des billes inertes de

polystyrene 894) n’activent pas NIrp3.
b Nanoscopiques

Les nanoparticules sont des molécules comportaguja quelques centaines d’atomes et
dont I'un des faces n’est longue que de quelquasmatres. A titre de comparaison, un alignement
de 10 atomes d’hydrogene fait 1nm et un virus md@@mm. L’industrie utilisant des nanoparticules

est en plein essor et pourrait représenter un réatehl000 milliards d’euros en 2015. Il existe une
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pléthore d’intéréts a l'utilisation de tels compesdont une des caractéristiques principales est
'augmentation du pourcentage d’atomes a la surfagerapport a sa « taille standard ». Ainsi, les
matériaux peuvent étre plus légers et plus réssstales conductivités, solubilités, activités
catalytiques et bien d’autres propriétés peuvestl@uleversées a souhait.

On retrouve le fruit des nanotechnologies dansdacourante, aussi bien dans I'équipement,
la santé que la nourriture. Cependant la majostéadecherche s’est penchée sur les applicatiesis d
nanoproduits mais pas sur leurs implications ssafgé et I'environnement.

Au laboratoire nous avons a I'heure actuelle trasoparticules a I'étude. Leur taille est
approximativement de 20nm. Il s’agit de Fi(@ioxyde de titane), SiXdioxyde de silicium) et ZnO
(oxyde de Zinc). Les deux premiers activent l'inflaasome NIrp3 mais pas le dernier. Toutefois leur

tendance a s’agréger perturbe grandement l'appicitide leurs effets pro-inflammatoires.
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Résultats

I Article 1 : Réle de I'acide urique et de sa forme cristalline MSU dans
I'inflammation NlIrp3-dépendante et la fibrose pulmonaire

Uric acid is a danger signal activating NALP3 inflammasome in lung injury
inflammation and fibrosis

Gasse P*, Riteau N*, Charron S, Girre S, Fick L, Pétrilli V, Tschopp ], Lagente V, Quesniaux
VF, Ryffel B, Couillin I. Am J Respir Crit Care Med. 2009 May 15;179(10):903-13.

* These authors contributed equally to this work.

Certains résultats publiés dans cet article onbBténus avant mon arrivée au laboratoire, les
expériences réalisées principalement par PamélseGasi participé a ces travaux lors de mon stage
de 8 mois en Master 2.

Deux ans auparavant, Gasse et al. publiaient ¢ea@iqgue de I'axe MyD88/IL-1R1 dans la
réponse a la BLM395). Les souris déficientes en IL-1R1 présententioflammation et une fibrose
trés réduite. Fort de ce phénotype, I'équipe dwrialpire s’est intéressée a la régulation de la
production d’IL-18 et donc a l'inflammasome, n’ayant montré pour Uifee que des résultats sur la

protéine adaptatrice ASC, commune a plusieursrimflasomes.

Ici, nous confirmons le réle de l'inflammasome Nirglans l'inflammation cellulaire et
cytokinique en réponse a la BLM. La souris défitésren NIrp3, ASC, Casp-1 ou celles traitées par
un inhibiteur la caspase (Z-yvad-fmk) présententgaune inflammation diminuée. L'implication de

linflammasome NIrp3 dans I'évolution vers la filseest également exposée.

Cherchant a connaitre les signaux capables d'ackitgp3 dans ce modele en conditions
stérile, notre attention s’est tournée vers lesiagig de dangers et en premier lieu 'acide urique.
Produit de dégradation des bases azotées, I'acideeuest libéré par les cellules mourantes et
constitue un signal pro-inflammatoir896). Sa forme cristallisée, le MSU, active I'inflamsaane
NIrp3 pour la production de ILldans un modéle de gout®9Q).

Nous montrons tout d’abord que le contenu en aaiitpue dans le poumon est augmenté
quelques heures aprés l'instillation de BLM, cotdat la crédibilité de I'hypothese. Afin de savsir
le surcroit d'acide urique libéré dans le poumonvait étre immunogénique, nous avons cherché a
moduler sa quantité par deux moyens. Soit un ireite des souris a I'uricase, enzyme favorisant sa
dégradation, soit un traitement a 'allopurinolzgme qui inhibe sa formation. Les résultats moritren

que les deux types de traitements permettent umiagion de I'inflammation et de la fibrose.
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Dans les fluides organiques I'acide urique a tendaa s'agréger sous forme de cristaux de
MSU (397). Bien que nous n'ayons jamais pu observer dineete# de cristaux endogénes,
'administration de MSU provoque une inflammationlmonaire largement dépendante de I'axe
Nalp3/IL1-R1.
Au final, cet article identifie pour la premiéreidole role essentiel de l'acide urique et de sa

signalisation au travers de l'inflammasome NlIrp3igide modéle murin de la fibrose pulmonaire

idiopathique.
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Uric Acid Is a Danger Signal Activating
NALP3 Inflammasome in Lung Injury

Inflammation and Fibrosis
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1Universi’(y of Orleans and CNRS, Orleans, France; ZInstitute of Infectious Disease and Molecular Medicine, Cape Town, South Africa;
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Rationale: Lung injury leads to pulmonary inflammation and fibrosis
through myeloid differentiation primary response gene 88 (MyD88)
and the IL-1 receptor 1 (IL-1R1) signaling pathway. The molecular
mechanisms by which lung injury triggers IL-13 production, in-
flammation, and fibrosis remain poorly understood.

Objectives: To determine if lung injury depends on the NALP3
inflammasome and if bleomycin (BLM)-induced lung injury triggers
local production of uric acid, thereby activating the NALP3 inflam-
masome in the lung.

Methods: Inflammation upon BLM administration was evaluated
in vivo in inflammasome-deficient mice. Pulmonary uric acid accu-
mulation, inflammation, and fibrosis were analyzed in mice treated
with the inhibitor of uric acid synthesis or with uricase, which
degrades uric acid.

Measurements and Main Results: Lung injury depends on the NALP3
inflammasome, which is triggered by uric acid locally produced in
the lung upon BLM-induced DNA damage and degradation. Re-
duction of uric acid levels using the inhibitor of uric acid synthesis
allopurinol or uricase leads to a decrease in BLM-induced IL-18
production, lung inflammation, repair, and fibrosis. Local adminis-
tration of exogenous uric acid crystals recapitulates lung inflamma-
tion and repair, which depend on the NALP3 inflammasome, MyD88,
and IL-1R1 pathways and Toll-like receptor (TLR)2 and TLR4 for
optimal inflammation but are independent of the IL-18 receptor.
Conclusions: Uric acid released from injured cells constitutes a major
endogenous danger signal that activates the NALP3 inflammasome,
leading to IL-1 production. Reducing uric acid tissue levels repre-
sents a novel therapeutic approach to control IL-1f production and
chronic inflammatory lung pathology.

Keywords: uric acid; inflammasome; lung inflammation; fibrosis;
bleomycin

Recurrent episodes of acute lung injury of unknown origin lead to
interstitial pulmonary fibrosis with respiratory failure, and no
effective therapy is available (1). Bleomycin (BLM) causes oxida-
tive damage and cell death of alveolar macrophages and epithelial
cells, leading to experimental lung fibrosis (2). In this experimental
model, we demonstrated that inflammation, repair, and fibrosis are
dependent upon IL-1 production and IL-1R1/myeloid differenti-
ation primary response gene 88 (MyDB88) signaling and that the
ASC adaptor molecule of the inflammasome complex is required
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AT A GLANCE COMMENTARY

Scientific Knowledge on the Subject

Reducing uric acid tissue levels represents a novel thera-
peutic approach to control IL-1B production and chronic
inflammatory lung pathology.

What This Study Adds to the Field

Uric acid released from injured cells exposed to bleomycin
constitutes a major endogenous danger signal that activates
the NALP3 inflammasome leading to IL-1f product lead-
ing to lung inflammation and fibrosis.

for BLM-induced inflammation (3). However, the upstream mech-
anisms leading to caspase-1 activation and IL-1B secretion upon
lung injury are largely unknown. Abnormal self or cell damage
provide signals that alert the immune system to danger, triggering
innate immunity that results in inflammation and repair (4). The
mechanisms of innate immunity activation in response to tissue
injury are just emerging (5). Dying cells release danger signals that
alert the immune system and stimulate innate and adaptive
immunity (6). The danger signals are recognized via membrane
receptors, such as TLRs (7-9), or cytosolic receptors, such as NLRs.
In particular, NALP3 (also called cryopyrin or NLRP3) is a major
proinflammatory danger receptor (10-14) activated by uric acid in
gout arthritis (10, 15). Uric acid, a product of purine catabolism, was
identified in dying cells and enhanced dendritic cell maturation and
the CD8-T-cell response (16). Large amounts of uric acid are
produced from injured tissue in vivo after tumor chemotherapy,
leading to tumor lysis syndrome characterized by hyperuricemia
(17). At high local concentration, uric acid precipitates and
forms crystals that cause inflammation, as observed in clinical
gout, and activate the caspase-1-containing NALP3 inflamma-
some, resulting in the production of active IL-1{3 (10). Based on
the fact that cell/tissue injury and necrosis result in the pro-
duction of uric acid, we hypothesized that uric acid crystals
formed at the injury site might represent a key danger signal
activating the inflammasome to release IL-1p, thereby causing
inflammatory lung pathologies.

Some of the results of these studies have been previously
reported in the form of an abstract (18).

METHODS
Mice

The following mice deficient for MyD88 (19), IL-1R1 (20), IL-18R (21),
Casp-1(22), TLR4 (23), TLR2 (24), NALP3 (10), or ASC (25) were used
in this study. MyD88 /~, Casp-1 /-, TLR2/~, ASC/~ TLR4 /",
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double-deficient TLR2"TLR4 /~, and IL-18R~'~ mice were back-
crossed 10 times on the wild-type C57BL/6 genetic background, except in
Figure 1, where ASC~/~, backcrossed four times, were compared with
their ASC*'* littermates. IL-1R1~/~ mice were backcrossed seven times,
and NALP3 /" mice were directly generated on the C57BL/6 genetic
background. All mice, including control C57BL/6, were bred in our
animal facility at the Transgenose Institute (CNRS. Orleans, France).
For experiments, adult (6-10 wk old) animals were kept in sterile,
isolated, ventilated cages. All animal experiments complied with the
French Government’s ethical and animal experiment regulations.

Uric Acid or Allopurinol Crystals Preparation

Uric acid or allopurinol crystals were obtained by dissolving 1.68 mg of
powder in 0.01 M NaOH preheated to 70°C and added as required to
maintain pH between 7.1 and 7.2. The solution was filtered and
incubated at room temperature under slowly and continuously agita-
tion until crystals formed. Crystals were washed twice with ethanol
100%, dried, autoclaved, and kept sterile. The weight of dry crystals
was determined under sterile conditions. The crystals were resus-
pended in PBS by sonication and examined under phase microscopy.

Lung Inflammation Model Experimental Design

BLM sulfate (10 mg/kg) from Bellon Laboratories (Montrouge, France),
uric acid, or allopurinol crystals (5-50 mg/kg) in saline or vehicle alone
were administered by intranasal instillation under light ketamine-xyla-
sine anesthesia, and bronchoalveolar lavage (BAL) and lung tissue were
assayed after 6 hours (for uric acid crystal) or 24 hours (for BLM) for
markers of inflammation, including cell recruitment and in particular
neutrophil influx, chemokine. and cytokine levels, including KC, IL-6,
and IL-1B and 14 days later for markers of tissue remodeling, such as
gelatinases MMP9 and MMP2 and their inhibitor TIMP-1. Allopurinol

(Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France) was injected at 25 mg/kg
subcutaneously, and uricase (Fasturtec: Sanofi Synthelabo, Paris, France)
was given at 0.2 mg/kg intraperitonally or intranasally with similar
efficacy. IL-1Ra (Anakinra; Amgen Thermo Shandon, Cergy Pontoise,
France) was injected at 10 mg/kg subcutaneously. Optimized doses of
allopurinol or uricase were tested, and repeated administrations were
more effective than higher doses (data not shown).

Bronchoalveolar Lavage Fluid

After incision of the trachea, a plastic cannula was inserted, and
airspaces were washed using 0.3 ml of PBS solution heated to 37°C.
The rib cage was gently massaged to enable maximum cell collection.
The fluid was collected by careful aspiration. This procedure was
performed 10 times, and the recovery of the total lavage exceeded
95%. The samples collected were dispatched in two fractions: the first
sample (1 ml corresponding to the two first lavages) was used for
mediator measurement, and the second sample was used for cell
determination (4 ml). The first fraction was centrifuged (600 X g for
10 min), and the supernatant was fractionated and kept at —80°C until
mediator determination. The cell pellet was resuspended in 0.4 m1 PBS,
pooled with the second fraction, and maintained at 4°C until cell
determination.

Lung Homogenization

After BAL was performed, the whole lung was removed and placed
inside a microtube (Lysing matrix D; Q Bio Gene, lllkrich, France)
with 1 ml of PBS. Total lung tissue extract was prepared using
a Fastprep system (FP120; Q Bio Gene). The extract was centrifuged,
and the supernatant was stored at —80°C before mediator measure-
ment, myeloperoxidase (MPO), or collagen assay with Sircol Collagen
Assay (France Biochem Division, Meudon, France).
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MPO Activity in Lung

Lung tissue MPO activity was evaluated as described (3). In brief, the
right heart ventricle was perfused with saline to flush the vascular
content, and lungs were frozen at —20°C until use. Lung tissue was
homogenized by polytron and centrifuged, and the supernatant was
discarded. The pellets were resuspended in 1 ml PBS containing 0.5%
hexadecyltrimethyl ammonium bromide (HTAB) and 5 mM ethylene-
diamine tetra-acetic acid (EDTA). After centrifugation, 50 pL of sup-
ernatants were placed in test tubes with 200 nL PBS-HTAB-EDTA,
2 ml Hanks’ balanced salt solution, 100 pL of o-dianisidine dihydro-
chloride (1.25 mg/mL), and 100 pL H,O, 0.05%. After 15 minutes of
incubation at 37°C in an agitator, the reaction was stopped with 100 pL.
NaNj; 1%. The MPO activity was determined as absorbance at 460 nm
against medium.

Cell Count and Determination

Total cell count was determined in BAL fluid (BALF) using a particle
counter (Z2 Coulter; Beckman Coulter, Paris, France). Differential cell
counts were performed on cytospin preparations (Cytospin 3; Thermo
Shandon) after staining for 4 minutes with May-Griinwald stain (MG-
1L; Sigma Chemical, St. Louis, MO) and 8 minutes in 95% Giemsa
stain (GS-500; Sigma Chemical). Differential cell counts were made on
100 cells using standard morphologic criteria.

Mediator Measurements

IL-1B, KC, IL-6, and TIMP-1 levels in BALF or lung homogenate were
determined using ELISA assay kits according to the manufacturer’s
instructions (Mouse DuoSet; R&D Systems, Minneapolis, MN). An IL-
1B ELISA assay kit (mouse IL-1B/IL-1F2) specific for natural and
recombinant mouse IL-13 exhibited no cross-reactivity or interference
with recombinant mouse IL-1e, IL-1ra, IL-1RI/Fc chimera, or IL-1RII/
Fc chimera (mouse IL-1-specific polyclonal goat IgG and monoclonal
rat IgG1, clone #30,311).

Uric Acid Measurement

Uric acid concentration was determined in BAL samples and lung
homogenates using an Amplex Red Uric Acid/Uricase Assay Kit
(Molecular Probes, Eugene, OR). Briefly, uricase catalyzes the con-
version of uric acid to allantoin, hydrogen peroxide (H,0;), and carbon
dioxide. In the presence of horseradish peroxidase, H,O, reacts
stochiometrically with Amplex Red reagent to generate the red-
fluorescent oxidation product, resorufin, which is measured spectro-
photometrically.

Zymographic Analysis of MMPs

MMP-2 and MMP-9 levels were determined by gelatin zymography.
Briefly, nonreduced supernatant samples of BALF (15 pl) and stand-
ards (161-0305; Bio-Rad, Hercules, CA) were loaded onto 7% poly-
acrylamide gels (wt/vol) incorporating 0.1% (wt/vol) gelatin substrate.
The MMP in the gelatinolytic bands were evaluated using recombinant
murine Pro-MMP-9 (100 kD) and recombinant murine Pro-MMP-2
(72 kD) as references. Proteins were subjected to electrophoresis at
20 to 30 mA for 3 hours. The gel was washed twice in 2.5% Triton
(vol/vol), rinsed three times quickly with distillated water, and placed
three times for 20 minutes in distillated water. Each wash was per-
formed under gentle stirring. Gels were incubated overnight at 37°C in
50 mM Tris buffer containing S mM CaCl, and 2 pM ZnCL,. Finally,
gels were stained in Coomassie Blue and then destained progressively
until bands of lysis (enzyme activity) in the gels showed up as regions of
negative staining. The areas of lysis in the gels were analyzed using
a densitometric analyzer (Bioprofil; Vilbert Lournet, Marne la vallée,
France), images were taken, and band densities were measured. After
treatment with BLM, we observed an increase in the activity of Pro—
MMP-9 (100 kD), Pro-MMP-2 (72 kD), and active MMP-2 (65 kD).
Only these MMP were quantified.

Total Lung Collagen Measurements

Aliquots of lung homogenate (50 pl) were assayed for lung collagen
levels and compared with a standard curve prepared from bovine skin

using the Sircol collagen dye binding assay according to the manufac-
turer’s instructions (Biocolor Ltd, Carrickfergus, UK).

a-l Collagen mRNA Measurement

Quantification of a-I collagen was described previously (26). Briefly,
frozen lung samples were ground to a fine powder and homogenized in
2 ml of Trizol reagent (Invitrogen Life Technology, Paisley, UK). After
vigorous shaking, chloroform was added, and the samples were
centrifuged at 12,000 X g for 20 minutes. Total RNA was precipitated
with isopropanol and dissolved in RNAse-free water. RNAs were
reverse-transcribed into cDNA using SuperScriptTM' (Invitrogen Life
Technology). Real-time quantitative PCR was performed by fluores-
cent dye SYBR Green methodology using SYBR Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems) and the ABI Prism 7000 apparatus (Perkin-
Elmer, Foster City, CA). The relative quantification of the steady-state
of the target mRNA levels was calculated by an active reference,
GAPDH.

Histology

After BAL and lung perfusion, the large lobe was fixed in 4% buffered
formaldhehyde for standard microscopic analysis. Sections (3-pm)
were stained with hematoxylin and eosin or Chromotrope Aniline
Blue as described previously (3). The severity of the morphologic
changes (infiltration by neutrophils and mononuclear cells, destruction
and thickening of the alveolar septae, and fibrosis) were assessed
semiquantitatively using a numeric fibrotic scale (Asheroft score) (27).
The mean score was considered the fibrotic score (0-8) by two in-
dependent observers (1.C., B.R.).

Statistical Analysis

Statistical evaluation of differences between the experimental groups
was determined by Mann Whitney test using Prism software. P values <
0.05 were considered statistically significant.

RESULTS

BLM Activates the Inflammasome NALP3 Leading to IL-1
Production and Inflammation in Lung

Intranasal administration of a single dose of BLM induces
a rapid inflammation of the airways within 24 hours, followed
by tissue remodeling and lung fibrosis within 14 days. Because
we showed that BLM-induced lung injury causes an inflamma-
tion dependent of IL-1R1 and IL-1B (3), we investigated the
upstream mechanisms leading to IL-1f3 release and in particular
the role of the inflammasome, a cytosolic multiprotein complex
composed of receptors, adaptors, and cysteine proteases, which
cleaves pro-IL-1fB into IL-1B (28). Twenty-four hours after
BLM administration, neutrophil recruitment in BALF and lung
(Figures 1A and 1B), production of the neutrophil attracting
proinflammatory chemokine KC, and the inflammatory media-
tor IL-6 (Figures 1C and 1D), and, of the profibrotic mediators,
IL-1p (Pro-IL-1p plus mature IL-1B) and tissue inhibitor of
matrix metalloproteinase 1 (TIMP-1) (Figures 1E and 1F) were
significantly reduced in NALP3- and ASC-deficient mice. BLM-
induced inflammation was reduced in caspase-1-deficient mice
(Figure 2A) or in wild-type mice treated with the inhibitor of
caspase-1 z-YVAD-fmk with reduced neutrophil recruitment in
BALF (Figure 2B), production of IL-1p (Figure 2C), KC
(Figure 2D), and TIMP-1 (Figure 2E) in the lung. The
difference in IL-1B measured in lung of wild-type versus
Casp-1-deficient mice or wild-type mice treated with the in-
hibitor of caspase-1 z-YVAD-fmk after BLM likely represents
the maturation of IL-1B by the caspase-1 protease. Therefore,
the data indicate that the NALP3 inflammasome is activated
upon BLM lung injury, resulting in enhanced production of 1L-
1B and subsequent inflammation.
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NALP3 Inflammasome Is Critical for BLM-Mediated Late
Inflammation and Tissue Remodeling

To evaluate the involvement of NALP3 inflammasome in late
inflammation and tissue remodeling in lung inflammation in-
duced by BLM, we analyzed cell recruitment and gelatinase
activities 14 days after a single intranasal BLM administration
by the measurement of matrix metalloproteinase 9 (MMP-9, or
gelatinase A) and matrix metalloproteinase 2 (MMP-2, or
gelatinase B) by zymography of the BALF. BLM promoted
lymphocyte recruitment into the BALF of wild-type mice,
which was markedly decreased in NALP3 and Casp-1-deficient
mice (Figure 3A). MMP-9 was shown to be largely produced by
neutrophils, and its activity was associated with neutrophil
recruitment, whereas MMP-2 was produced by fibroblasts and
associated with fibrosis (29). Fourteen days after BLM admin-
istration, Pro-MMP-9 (100 kD) and Pro-MMP-2 (71 kD)
activities were measured after activation, and active MMP-2
(65 kD) activity were up-regulated in the BALF of wild-type
mice but were significantly reduced in NALP3 and Casp-1-
deficient mice (Figure 3B). Because the balance of TIMPs and
MMPs is an important factor in the fibrotic process, we analyzed
the late production of TIMP-1, a hallmark for the evolution to
fibrosis (26), and showed that TIMP-1 was up-regulated at
14 days in lung homogenates of wild-type mice but decreased in
NALP3 and Casp-1-deficient mice (Figure 3C). Enhancement
of total pulmonary collagen content upon BLM administration
was attenuated in NALP3 and Casp-1-deficient mice (Figure
3D). Therefore, late inflammation and repair processes depend
on the NALP3 inflammasome.

BLM-induced Inflammation Is Mediated by Uric Acid

We then asked about the danger signals triggering NALP3
inflammasome activation leading to IL-1B maturation and lung

450 *k *%
400
350
300
250
200
150 Figure 2. Bleomycin (BLM)-induced inflam-
100 mation is dependent on caspase-1. (A) Neu-
i trophil counts in bronchoalveolar lavage
fluid (BALF) 24 hours after intranasal BLM
0 instillation (10 mg/kg) of wild-type mice or
86 86 B6 caspase-1 (Casp-1)-deficient mice. (B) Neu-
Nacil BLM  BLM - :
* iZyvad-tink trophil counts in BALF, (C) IL-1p, A(D) KC,
and (E) TIMP-1 concentrations in lung
—kk homogenates 24 hours after intranasal BLM
instillation (10 mg/kg) of wild-type mice
injected intraperitoneally with vehicle or an
inhibitor of Casp-1 Z-yvad-fmk (10 mg/kg)
just before and 4 and 8 hours after BLM
administration. Data represent mean values
from three independent experiments.
B6
BLM
+Z-yvad-fmk

inflammation upon BLM lung injury. NALP3 inflammasome
activation is triggered by many microbial or danger stimuli (30—
36). In particular, NALP3 is a major proinflammatory danger
receptor activated by uric acid in the gout arthritis model (10).
Because uric acid was identified as a principal endogenous
danger signal released from injured cells, we hypothesized that
uric acid can be important in the induction of immunity after
lung injury (16). We first assessed whether uric acid is released
upon BLM-induced lung injury in mice. Uric acid production
was enhanced in the BALF (Figure 4A) and in the lung (Figure
4B) 24 hours after intranasal BLM administration. We next
assayed whether modulation of lung uric acid levels in mice
airway can influence BLM-induced inflammation and remodel-
ing. We demonstrated that subcutaneous administration of the
xanthine oxidase inhibitor allopurinol, which impairs uric acid
synthesis, prevented uric acid increases in the lung upon BLM
administration (Figure 4B). Allopurinol greatly inhibited BLM-
induced acute inflammation, resulting in reduced total cell
(Figure 4C) and neutrophil recruitment in the BALF (Figure
4D) and reduced production of KC in the lung (Figure 4E). The
profibrotic cytokine IL-1B (Figure 4F) and TIMP-1, which are
involved in repair processes and are characteristic of the
evolution to fibrosis, were diminished in the lung (Figure 4G)
and in the BALF (data not shown) upon allopurinol treatment.
We administered mice with uricase used to treat hyperuricemia
in tumor lysis syndrome associated with cancer chemotherapy
(17). Intraperitoneal or intranasal administration of uricase, which
rapidly degrades uric acid into soluble allantoin, also reduced
BLM-induced lung uric acid increase (Figure 5A), neutrophil
influx (Figure 5B), and pulmonary IL-1{ production (Figure 5C).
Therefore, BLM-induced lung inflammation and remodeling are
largely mediated by uric acid, which represents a major danger
signal likely released from dying pulmonary cells upon injury and
a new target to control inflammation upon lung injury.

PR VAV



Gasse, Riteau, Charron, et al.: Lung Injury Depends on Uric Acid and NALP3 Inflammasome

A 60 ek B 5 *%k
Ekk _k = % | dk
% 2 3
g :
o 0 2
4 £
3 g
£ 30 i
8 ES
5 o 10
o 20 =
'é >
o
- 10 2
o
0 0
B6 B6 NALP3--Casp-1-- B6 B6 NALP3-/- Casp-1--
NaCl BLM NaCi BLM
C oo ke
800 *k *%k
~ 700
E
2 s00
2
§ 500
£ 400
o
S 300
E
200
100
0
B6 B6 NALP3-- Casp-1-/-

NaCl BLM

ProMMP-2 in BALF (relative intensity)

907

14i
0 W 1400 &
=z
120 *% * E 1200 ek *%
g
00 =
1 1
g 1000
=
80 800
w
I
60 o 800
=
iy
40 o 400
=
=
20 2 200
B
<<
0 0
B6 B6 NALP3.- Casp-i-- B6 B6 NALP3/- Casp-1-/-
NaCl BLM NaCl BLM
D 200
*kk
180 *% *%
160
‘_5” 140
£
= 120
o
& 100
3
T
3
F 60
40
20
ol
B6 B6 NALP3-- Casp-1--
NaCl BLM

Figure 3. Late inflammation and remodeling depend on the NALP3 infllammasome. Late inflammation and tissue remodeling were evaluated in
wild-type and deficient mice 14 days after intranasal administration of bleomycin (BLM) (5 mg/kg). (A) Late inflammation measured as lymphocytes
in the bronchoalveolar lavage fluid (BALF). (B) Pro-MMP-9 (100 kD), Pro-MMP-2 (71 kD), and active MMP-2 (65 kD) gelatinase activities were
analyzed by zymography in the BALF. (C) TIMP-1 as an indicator of a fibrotic process was measured in the lungs by ELISA. (D) Total collagen in the
lung was analyzed by Sircol assay. Data represent mean values * SD from three independent experiments (n = 6 mice per group). *P < 0.05; **P <

0.01; ***P < 0.001; ns = not significant.

BLM-induced Repair and Fibrosis Are Mediated by Uric Acid

We extended our investigation to test whether the inhibition of
uric acid synthesis reduces BLM-induced repair and fibrosis.
Subcutaneous administration of allopurinol reduced BLM-
induced late lymphocyte and neutrophil recruitment in the
BALF at Day 8 (Figure 6A). Gelatinase activities were
assessed by the measurement of MMP-9 (gelatinase A) and
MMP-2 (gelatinase B) by zymography. Pro-MMP-9 and active
MMP-2 activities, which were up-regulated in BALF 14 days
after BLM administration, were significantly reduced by allo-
purinol or uricase treatment (Figure 6B). We then analyzed the
late production of TIMP-1 and showed that TIMP-1 was up-
regulated at 8 days in the lung homogenates (Figure 6C) and
BALF (data not shown) of BLM-treated mice but inhibited by
allopurinol administration. Pulmonary «-I collagen mRNA
content was increased 14 days after BLM administration but
was inhibited by uricase or allopurinol treatment (Figure 6D).
Lung sections showed that BLM-induced alveolar wall de-
struction, collagen deposition, and lung fibrosis at 14 days were
significantly reduced when uric acid synthesis was inhibited or
after uricase administration (Figure 6E). The fibrosis induced
by BLM was assessed semiquantitatively. Fibrosis with thick-
ening of alveolar septae and inflammation were significantly
reduced in mice treated with uricase or allopurinol in compar-
ison to B6 mice (Figure 6F). Therefore, not only inflammation,
but also repair processes and fibrosis depend on the danger
signal uric acid, bridging early events to late pathology de-
velopment.

Exogenous Uric Acid Causes Acute Lung
Inflammation and Remodeling

Uric acid released from the lung upon BLM injury (see Figure
4A) might trigger NALP3 inflammasome activation. To validate
this point, we asked whether exogenous uric acid administration
in the airways causes similar lung inflammation. Upon intranasal
administration, uric acid crystals were found engulfed by alveolar
macrophages (Figure 7A). They induced dose-dependent cell
recruitment in the BALF with macrophages and neutrophils
and few lymphocytes (Figure 7B), whereas the chemically and
structurally similar allopurinol crystals caused only little neutro-
phil recruitment into the BALF (Figure 7C). The inflammation
was transient, reaching a maximum at 6 hours, decreasing at
Day 1. and being resolved at Day 14 (Figure 7D). Uric acid
crystals dose-dependently induced pulmonary TIMP-1, a marker
of incipient fibrosis (Figure 7E), which returned to basal levels
at Day 14 (data not shown), as reported after exogenous IL-13,
whereas BLM administration induced a long-lasting production of
TIMP-1 (3). Rapid degradation of uric acid occurs in mice due to
their functional uricase, in contrast to humans (37), and repeated
uric acid crystal administration may be required to develop lung
fibrosis. Thus, local administration of uric acid crystals triggers
inflammation and repair in the lung, similar to BLM.

Uric Acid-induced Acute Lung Inflammation Is Dependent
upon Inflammasome and MyD88/IL-1R1

We investigated whether the NALP3 inflammasome was in-
volved in the lung inflammation triggered by uric acid crystals.
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Acute lung neutrophil recruitment (Figures 8A and 8C) and IL-
18 production (Figures 8B and 8D) induced 6 hours after
exogenous uric acid crystals administration were significantly
reduced in mice deficient for the inflammasome NALP3 re-
ceptor or ASC adaptor in comparison to wild-type mice.
Moreover, the inflammatory response to uric acid crystals was
drastically reduced in MyD88 and IL-1R1-deficient mice (Fig-
ure 8E) or after IL-1 neutralization by IL-1Ra administration
(Figure 8F), as evidenced by reduced neutrophil influx in
BALF. The inflammatory mediators 1L-6 (Figure 8G) and KC
(Figure 8H) and the fibrotic mediator TIMP-1 (Figure &I)
induced by uric acid crystals were reduced in the lung of
MyD88 and IL-1R1-deficient mice. IL-1p was significantly
decreased in lungs from MyD88-deficient mice but not from
IL-1R1-deficient mice (Figure 8]), suggesting that other recep-
tors using the common MyD88 adaptor, such as TLR or IL-18R,
may be involved. Previous works proposed that uric acid
crystals activate TLR2 and TLR4 receptors (38), whereas others
showed that these receptors are not involved in uric acid
crystals—induced inflammation (11). We show here that mice
deficient for TLR2 or TLR4 developed inflammation in re-

sponse to uric acid crystals (Figures 9A and 9B), as did IL-18R—
deficient mice (Figures 9C and 9D). However, mice deficient for
both TLR2 and TLR4 displayed an attenuated inflammatory
response (Figures YA and 9B), showing that the combined
action of TLR2 and TLR4 may be required for optimal inflam-
mation in response to uric acid crystals. Therefore, uric acid
crystals-induced-inflammation is likely TLR2/TLR4 dependent
but is also IL-18R independent and activates the NALP3
inflammasome and signals via IL-1R1/MyD&8.

DISCUSSION

Present knowledge suggests that tissue injury may cause sterile
inflammation (15, 39), and several mediators such as uric acid,
ATP, high mobility group box1 protein, heat shock protein 70,
lysophosphatidic acid (40), and others have been identified (41).
These danger signals may be produced after lung damage,
triggering inflammation, remodeling, and fibrosis. Here, using
lung injury induced by BLM, we present evidence that uric acid
is locally released and activates the NALP3 inflammasome,
resulting in IL-13 production. We show that BLM-induced lung
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Figure 6. Bleomycin (BLM)-induced repair and fibrosis are mediated by uric acid. Mice were injected at Day 0 with allopurinol (15 mg/kg,
subcutaneously), uricase (0.2 mg/kg, intraperitoneally), or saline at 0, 6, and 9 hours after BLM instillation (5 mg/kg, intranasally) and every second
day over 8 or 14 days to evaluate remodeling and fibrosis. (A) Late inflammation measured as lymphocytes and neutrophils in the bronchoalveolar
lavage fluid (BALF) at Day 8. (B) Pro-MMP-9 (100 kD) and Pro- and active MMP-2 (65 kD) gelatinase activities, analyzed by zymography, were up-
regulated in the BALF of vehicle-treated mice but less in the BALF of allopurinol- or uricase-treated mice at Day 14. (C) TIMP-1 as an indicator of
a fibrotic process was up-regulated in the lungs 8 days after BLM administration of saline-treated mice but not in allopurinol-treated mice. (D)
Alphal (I) collagen | mRNA in lung was analyzed by real-time quantitative polymerase chain reaction amplification after uricase or allopurinol
treatment 14 days after BLM administration. Data represent mean values = SD from three independent experiments (n = 6 mice per group) .*P <
0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; ns, not significant. (E) Lung microscopic sections showed extensive fibrotic areas at Day 14 with collagen deposition
in wild-type mice treated with BLM in comparison to saline control mice. Fibrosis induced by BLM was significantly reduced by allopurinol.
Chromotrope Aniline Blue staining, 20X and 200 magnification. (F) The lesions induced by BLM were assessed semiquantitatively (see MeTHoDs).
Lung destruction, thickening of the alveolar septae, and fibrosis were reduced in mice treated with uricase or allopurinol. Results are expressed as

mean lung fibrotic score = SD. Data represent mean values = SD from three independent experiments (n = 6 mice per group).

injury resulting in IL-1p production and subsequent inflamma-
tion is dependent on the inflammasome NALP3 and ASC. The
partial decrease in IL-13 measured in lung of NALP3-deficient
versus wild-type mice after BLM administration may represent
a direct defect in the maturation of 1L-1p by the NALP3
inflammasome or some indirect effects. Indeed, production of
Pro-1IL-1pB, known to be independent on NALP3 inflamma-
some, maturation in IL-1f (which depends on inflammasome
activation) and secretion of mature IL-1p are separate pro-
cesses that regulate the production of such a powerful in-
flammatory cytokine. Because NALP3 and ASC were recently
implicated in the formation of other multiprotein complexes
than inflammasomes leading to a caspase-independent cell
death called pyronecrosis (42), we verified the implication of
caspase-1 in the BLM-induced inflammation and confirmed the
role of the NALP3 inflammasome in this pathology. Neverthe-
less, pyronecrosis may also be involved, leading to pulmonary
tissue cell death and amplifying the inflammatory response by
the release of inflammatory intracellular contents of dying cells,
as shown in familial autoinflammatory diseases associated with
mutations in NALP3 (43). Moreover, late inflammation and

repair processes depend on the NALP3 inflaimmasome. We
demonstrate that lung injury results in the local accumulation
of uric acid, which acts as an endogenous danger signal,
probably activating the NALP3 inflammation and leading to
IL-1p—dependent inflammation. Recently, uric acid was shown
to be the endogenous danger signal released after necrosis
induced by the adjuvant alum used for vaccination (44).
Nevertheless, these results were not confirmed in another study
of the same group (45). Indeed, the adjuvant alum was shown to
activate directly NALP3 inflammasome, but it is possible that
uric acid may be released upon alum-induced cell death, ampli-
fying the activation of NALP3 inflammasome (33, 45). Here we
show that regulation of uric acid levels by xanthine oxidase
inhibition with allopurinol or degradation of uric acid by uricase
abrogate inflammation and reduce remodeling and fibrosis upon
BLM-induced lung injury. Although allopurinol is known to
decrease the uric acid levels, it may also reduce oxygen species,
which play a role in BLM-induced inflammation and fibrosis
(46). Nevertheless, treatment with uricase confirms that reduc-
ing local uric acid levels attenuates inflammation and remodel-
ing. Inflammation, but also repair processes and fibrosis, depend
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on the danger signal uric acid, bridging early events to further
pathology development. Our data provide evidence that the
NALP3 inflammasome is activated by uric acid, as shown
previously in the gout arthritis model (10), although it is not
excluded that other danger signals may be involved in the
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Figure 7. Exogenous uric acid
(UA) crystals cause acute lung
inflammation and remodeling.
(A) Alveolar macrophages (AM)
uptake of UA crystals 6 hours
after UA crystals instillation
(15 mg/kg intranasally). (B)
Dose response of UA crystals-
induced cell recruitment in
bronchoalveolar lavage fluid
(BALF). (C) Neutrophil counts
in BALF 6 hours after UA or
allopurinol crystals instillation
(15 mg/kg intranasally). (D)
Kinetics of cell recruitment in
BALF upon UA crystals instilla-
tion (15 mg/kg intranasally).
(E) TIMP-1 in lung homogenates
after intranasal administration
of increasing doses of UA crys-
tals. Data represent mean
values *= SD from three inde-
pendent experiments (n = 4
mice per group). *P < 0.05;
**P < 0.01; ***P < 0.001.

pathology, such as extracellular ATP, which also activates
NALP3. However, the fact that uricase and allopurinol inhibit
BLM-induced inflammation and fibrosis represents compelling
evidence that uric acid plays a critical role in BLM-induced lung
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Figure 8. Pulmonary inflammation upon instillation of exogenous uric acid (UA) crystals is dependent upon NALP3 inflammasome and IL-1R1/
MyD88 pathways. Neutrophil counts in bronchoalveolar lavage fluid (BALF) from mice deficient for (A) NALP3, (C) ASC, (E) IL-1R1, or MyD88 and
(F) in BALF from wild-type mice pretreated intraperitoneally with anakinra (10 mg/kg), 6 hours after exogenous UA crystals instillation (15 mg/kg).
IL-1B dosages in lung homogenates 6 hours after exogenous UA crystals administration for (B) NALP3-, (D) ASC-, (/) IL-1R1-, or MyD88-deficient
mice in comparison to wild-type mice. (G) IL-6, (H) KC, and () TIMP-1 dosages in lung homogenates 6 hours after exogenous UA crystals
administration of wild-type or IL-1RT or MyD88 gene-deficient mice. Data represent mean values + SD from three independent experiments (n = 4

mice per group). *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.
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Exogenous uric acid crystals have been shown to activate the
NALP3 inflammasome. leading to IL-1B-dependent inflamma-
tion in the peritoneal cavity (10, 11). Here we demonstrate that
exogenous uric acid crystals given by the airways cause NALP3
inflammasome activation, the production of IL-1p., IL-1R1/
MyD88-dependent lung inflammation, and TIMP-1 expression,
a hallmark for the evolution to fibrosis (26). IL-18R, TLR2, and
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TLR4 are dispensable for lung inflammation to exogenous uric
acid crystals. Nevertheless, we observed that the combined
action of TLR2 and TLR4 is required for optimal inflammation
in response to uric acid crystals, as shown in lung inflammation
caused by airway administration of dying cells (47). This
requirement for either TLR2 or TLR4 was also shown in
response to peritoneal administration of dying cell (15), which

Figure 10. Schematic diagram illus-
trating the specific cascades and signal-
ing pathways (A) after bleomycin
(BLM)-induced lung injury or (B) after
lung exposition to exogenous uric acid
crystals. (A) BLM-induced injury of lung
cells (probably epithelial cells) leads to
lung IL-18 production, inflammation,
and remodeling, which are dependent
on the NALP3 receptor, the ASC adap-
tor, and the Casp-1 effector molecules.
Pulmonary BLM administration induces
the release of uric acid in the lung,
which represents a danger/stress signal
likely generated from dying lung cells
upon injury. The activation of a NALP3
protein leads to the recruitment of ASC
and Casp-1, which are known to in-
teract via PYR-PYR and CARD-CARD
homotypic interactions. Local concen-
tration increase probably induces uric
acid crystallization. In vivo treatment
with the xanthine oxidase inhibitor
allopurinol, which impairs uric acid
synthesis, or treatment with uricase,
which rapidly degrades uric acid into

Remodeling s - 5
soluble allantoin, prevents uric acid

concentration increase in the lung upon BLM administration and yields decreases in IL-1B production, inflammation, remodeling, and fibrosis.
(B) Lung exposition to exogenous uric acid crystals induces inflammation and remodeling typical of evolution toward fibrosis with TIMP-1
accumulation. Uric acid crystals-induced IL-1p production, inflammation, and remodeling are dependent on the NALP3 inflammasome. The
presence of TLR2 or TLR4 is necessary for IL-1p production and cellular influx. TLR2 and/or TLR4 may be involved in crystal-induced production of
Pro-IL-1B or in uric acid crystals uptake by alveolar macrophages and/or resident cells.
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probably releases uric acid (16). TLR2 and TLR4 may be
involved in the generation of the Pro-IL-1B upon uric acid
crystals stimulation and maturated after uric acid crystal-
mediated activation of the NALP3 inflammasome (10). TLR2
and TLR4 via CD14 may also play a role in uric acid crystal
uptake by alveolar macrophages (48). Nevertheless, a recent
publication showed that dendritic cell activation by uric acid
crystals is receptor independent but depends on direct mem-
brane binding of crystals, which leads to cell-surface lipid
sorting, Syk kinase activation, and topological membranes
changes resembling to phagocytosis (49). Thus, the role of
TLR2 and TLR4 in inflammatory response to uric acid crystal
is unclear and may depend on the cell type, on endogenous or
exogenous origin of uric acid crystals, and on different exper-
imental conditions. Our data raise the possibility that regulat-
ing uric acid production at the level of synthesis or metabolism
might be useful in limiting chronic lung inflammation, repair,
and fibrosis. Indeed, allopurinol is used to treat gout, and
uricase is an alternative therapy of acute gout arthritis (50) or
hyperuricemic syndromes (17). The model presented in Figure
10 summarizes our data. BLM-induced injury of lung cells
(probably epithelial cells) induces activation of the NALP3
inflammasome, leading to lung IL-1B production, inflamma-
tion, and remodeling. BLM-induced cell injury results in the
release of uric acid, which represents a major danger/stress
signal likely generated from dying pulmonary cells upon injury.
Local increase probably induces uric acid crystallization. The
xanthine oxidase inhibitor allopurinol, which impairs uric acid
synthesis or uricase (which rapidly degrades uric acid into
soluble allantoin), prevents uric acid release in the lung upon
BLM and decreases IL-1B production, inflammation, remodel-
ing, and fibrosis, suggesting that uric acid crystals activate
the NALP3 inflammasome, leading to the processing and
maturation of Pro-IL-1pB into biologically active IL-1B. Ad-
ministration of exogenous uric acid crystals induces pulmonary
inflammation and remodeling that are typical of the evolution
toward fibrosis with TIMP-1 accumulation. IL-1f production,
inflammation, and remodeling upon administration of uric acid
crystals are dependent on the NALP3 inflammasome. TLR2
and TLR4 double deficiency impairs IL-1B production and
cellular influx upon administration of uric acid crystals and may
be involved in crystal-induced production of Pro-1L-1§ or in
uric acid crystals uptake by alveolar macrophages and/or
resident cells.

Our findings provide insight into the molecular mechanisms
linking tissue injury, inflammation, and lung fibrosis. Mecha-
nisms of inflammation and lung fibrosis resulting in pneumoco-
niosis after inhalation of airborne pollutants, such as asbestos or
silica, have been partially elucidated recently (31, 32, 51). In
these very different lung pathologies with known origin and
focal fibrosis, NALP3 inflammasome activation and IL-13 pro-
duction are essential for inflammation and fibrosis. The role of
reactive oxygen species (ROS), generated by NADPH oxidase
upon particle phagocytosis in NALP3 inflammasome activation,
was proposed, along with other possible mechanisms that may
activate NALP3 inflammasome (31, 35, 52, 53). Indeed, ROS
generation has been implicated in the activation of NALP3
inflammasome in response to uric acid crystals using ROS
inhibitors (31, 52). Thus, in our model, we cannot exclude that
allopurinol or uricase, in decreasing uric acid levels, act by
reducing oxidative stress. Uric acid may indirectly activate the
NALP3 inflammasome by induction of ROS. Nevertheless, the
role of ROS in NALP3 activation after administration of uric
acid crystals was contested in experiments with mice lacking
a subunit of the phagosomal NADPH oxidase (35). Future
studies need to address this question further.

Our findings support a crucial role of the NALP3 inflamma-
some in interstitial pulmonary fibrosis from unknown origin. We
propose another mechanism whereby uric acid formation may
play a pivotal role in NALP3 activation upon tissue damage—
associated idiopathic lung fibrosis. Therefore, local accumula-
tion of uric acid may act as an endogenous danger signal that
activates the NALP3 inflammasome with the production of
IL-1B, causing lung inflammation, repair, and fibrosis. Others
danger signals released in response to unknown toxic agents are
probably involved in NLR-dependent production of mature
IL-1B or in NLR-dependent induction of cell death, depending
on the cause of lung injury and on the type of cell death, trig-
gering the innate immune response. Because the development
of idiopathic lung fibrosis depends on unknown environmental
factors associated with genetic predispositions, mutations in
NALP3 or NALPI2 similar to those that cause hereditary
periodic fever syndromes may also predispose patients to de-
veloping idiopathic lung fibrosis (54).

In conclusion, the identification of a critical role of uric acid
as the driving force of NALP3 inflammasome complex activa-
tion with the production of IL-1f represents a novel and
promising therapeutic target to control inflammation and fibro-
sis by reducing uric acid levels with xanthine oxidase inhibitors
such as allopurinol or uricase, which deserve to be tested in
interstitial pulmonary fibrosis.
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Il. Article 2 : Role de I’ATP extracellulaire dans I'inflammation et la fibrose
pulmonaire

Extracellular ATP is a danger signal activating P2X7 receptor in lung inflammation

and fibrosis

Riteau N, Gasse P, Fauconnier L, Gombault A, Couegnat M, Fick L, Kanellopoulos ],
Quesniaux VF, Marchand-Adam S, Crestani B, Ryffel B, Couillin I. Am J Respir Crit Care
Med. 2010 Sep 15;182(6):774-83.

L'inflammasome NIrp3 est connu pour répondre & wand nombre de situations et de
composés différents. Les résultats publiés dansclal montrent un role important de I'acide wigg
Le laboratoire s’est intéressé a l'interventionutfas signaux de dangers et s’est rapidement $gcali
sur 'ATP.

In vitro, le r6le de 'ATP dans l'activation de I'inflammase est connu depuis. En 2007, il

avait été établie que 'ATP extracellulaire faverla réponse asthmatiquzog).

Nous montrons que les patients atteints de fibmamonaire idiopathique (IPF) présentent
une augmentation de la concentration en ATP damsfleide bronchoalvéolaire. Les patients en
phase d'exacerbation, souvent létale, présentaugmentation encore plus nette. Dans modele murin
d’'IPF induit par la BLM, l'augmentation d’ATP ap@ar précocement et transitoirement. Elle précéde
le recrutement de neutrophiles dans le BAL.

Afin de savoir si les fortes quantités d’ATP libésépouvaient étre pro-inflammatoires, nous
avons cherché a les moduler de deux maniéres pdraiements en plus de I'administration de BLM.
L’hydrolyse de I'ATP par ajout d’apyrase diminue lgarameétres inflammatoires. A l'inverse, I'ajout
d’'une forme peu hydrolysable (A78) en plus de la BLM les augmente. L’ensemble confique
I'ATP libéré par les cellules mortes constitue ignal de danger qui favorise I'inflammation.

L’ATP et ses dérivés purinergiques sont connug p@naler en extracellulaire via toute une
gamme de récepteurs, les P2Rs. L'inhibition large B2Rs par la suramine diminue I'inflammation.
Toutefois, le seul récepteur connu pour étre agpéeifiquement en présence de fortes concentsation
de ATP (au dela de 10M) est le sous-type P2X7. Les souris déficientesP&X7 ont une
inflammation et une fibrose diminuées, jugées panmle en histologie et sur 'accumulation de
collagéne dans le poumon.

Enfin, notre article essaye de savoir comment PASSt libérée des cellules, soit passivement
par mort cellulaire incontrdlée et/ou activementilisant des protéines permettant un transport
transmembranaire. Par I'utilisation d'inhibiteur®cemment contesté, nous identifions le couple

P2X7/panx-1 comme impliquée dans la libératiornvaai ATP.
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Au final, cette étude identifie 'ATP extracellulaicomme un acteur endogéene important dans la mise
en place de la réponse inflammatoire stérile dibl@se induite par la BLM. Sa libération est en

partie active par le couple P2X7/panx-1 et 'ATBélié peut ensuite agir localement sur différents
récepteurs purinergiques, dont P2X7.
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Receptor in Lung Inflammation and Fibrosis

Nicolas Riteau’, Pamela Gasse', Louis Fauconnier’, Aurélie Gombault’, Marion Couegnat', Lizette Fick?,
Jean Kanellopoulos?, Valérie F. ). Quesniaux', Sylvain Marchand-Adam®, Bruno Crestani>¢, Bernhard Ryffel’,

and lIsabelle Couillin?

‘University of Orleans and National Center for Scientific Research UMR6218, Molecular Immunology and Embryology, Orleans, France;
2Department of Pulmonary Medicine, and Institute of Infectious Disease and Molecular Medicine, University of Cape Town, Cape Town, South
Africa; and >National Center for Scientific Research, UMR 8619, University of South Paris, France; “Institut National de la Santé et de la Recherche
Meédicale U 618, Faculté de Médecine, Université Francois Rabelais, Tours; Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale, U 700,
Université Paris Diderot-Paris 7, Unité de Formation et de Recherche de Médecine-site Bichat, Paris, France; and ®Assistance Publique-Hopitaux de
Paris, Hopital Bichat, Service de Pneumologie A, Centre de Compétence pour les Maladies Pulmonaires Rares, Paris, France

Rationale: Pulmonary fibrosis is a devastating as yet untreatable
disease. We previously investigated the endogenous mediators
released on lung injury and showed that uric acid is a danger signal
activating Nod-like receptor family, pyrin domain containing 3
(NLRP3) inflammasome in lung inflammation and fibrosis (Gasse
et al., Am | Respir Crit Care Med 2009;179:903-913).

Objectives: Here we address the role of extracellular adenosine
triphosphate (eATP) in pulmonary inflammation and fibrosis.
Methods: ATP was quantified in bronchoalveolar lavage fluid (BALF)
of control subjects and patients with idiopathic pulmonary fibrosis.
The contribution of eATP as a danger signal was assessed in amurine
model of lung fibrosis induced by airway-administered bleomycin
(BLM), an intercalating agent that causes DNA strand breaks.
Measurements and Main Results: Fibrotic patients have elevated ATP
content in BALF in comparison with control individuals. In mice, we
report an early increase in eATP levels in BALF on BLM administra-
tion. Modulation of eATP levels with the ATP-degrading enzyme
apyrase greatly reduced BLM-induced inflammatory cell recruit-
ment, lung IL-1B, and tissue inhibitor of metalloproteinase (TIMP)-1
production, while administration of ATP-vS, a stable ATP derivative,
enhanced inflammation. P2X; receptor-deficient mice presented
dramatically reduced lung inflammation, with reduced fibrosis
markers such as lung collagen content and matrix-remodeling pro-
teins TIMP-1 and matrix metalloproteinase-9. The acute inflamma-
tion depends on a functional pannexin-1 hemichannel protein.
Invitro, ATP is released by pulmonary epithelial cells on BLM-induced
stressand thisis partly dependent on the presence of functional P2X;
receptor and pannexin-1 hemichannel.

Conclusions: ATP released from BLM-injured lung cells constitutes
a major endogenous danger signal that engages the P2X; receptor/
pannexin-1 axis, leading to IL-1 maturation and lung fibrosis.

Keywords: ATP; lung fibrosis; inflammation; P2X; receptor; pannexin-1

Pulmonary fibrosis is a fatal disorder of the lower respiratory
tract, characterized by inflammation and fibrosis of the inter-
stitium, leading to destruction of the alveolar histoarchitecture.
Pulmonary fibrosis is the consequence of recurrent epithelial
damage with destruction of alveolar epithelial cells and epithe-
lial-mesenchymal transition together with scattered foci of
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AT A GLANCE COMMENTARY

Current Scientific Knowledge on the Subject

Extracellular ATP is a potent mediator of inflammation,
but its role in lung inflammation and fibrosis is unknown.

What This Study Adds to the Field

Using the bleomycin model of pulmonary inflammation
and fibrosis in mice, we demonstrate that extracellular
ATP released from injured cells acts as a major danger
signal promoting pulmonary inflammation. Extracellular
ATP engages the P2X; receptor/pannexin-1 axis leading to
lung IL-1B maturation, inflammation, and evolution to
fibrosis. Blockade of the P2X; receptor represents a novel,
potential therapeutic approach to control IL-13 and fibro-
sis in lung injury.

fibroblast accumulation and scant inflammation (1, 2). Over-
whelming evidence emphasizes that in response to damage,
many host molecules known as danger signals potentiate the
immune system. However, they may set up a detrimental
uncontrolled response (3). In an attempt to identify the danger
signals released by stressed cells (4) after lung injury that may
contribute to lung fibrosis, we addressed the role of extracellu-
lar ATP (eATP). Transient increase in eATP is ubiquitously
used for cell-to-cell communication in the nervous, vascular,
and immune systems (5, 6). In healthy tissues, ATP released
from cells is tightly regulated and its concentration is kept low
by extracellular ATP/ADPases (7, 8). In damaged tissues, ATP
is a natural endogenous adjuvant released from injured cells
that initiates inflammation and further amplifies and sustains
cell-mediated immunity through P2 receptor-mediated puriner-
gic signaling (9-12). Among P2 receptors, P2X allow the
nonselective passage of cations across the plasma membrane,
resulting in K™ efflux and Ca?* influx. Extracellular ATP was
shown to be a crucial signal to trigger synthesis and release of
mature IL-1B after macrophage priming by an inflammatory
signal such as LPS (13). It activates the P2X; receptor, leading
to Nod-like receptor family, pyrin domain containing 3
(NLRP3) activation and mature IL-13 production (14). ATP
binding to P2X5 receptor causes the oligomerization and
opening of the channel and intracellular potassium depletion
necessary for inflammasome activation (11, 12). Nevertheless,
both caspase-1 activation and mature IL-13 release by macro-
phages require functional pannexin-1 (Panx-1), a protein that
associates with P2X; receptor on ATP stimulation and induces
the formation of a large nonselective pore (15, 16). However,
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the role of ATP in pulmonary inflammation and fibrosis has
not yet been explored. Here, we show that ATP levels are
significantly increased in bronchoalveolar lavage fluid (BALF)
of patients with idiopathic pulmonary fibrosis (IPF). In mice,
using the bleomycin-induced pulmonary fibrosis model, we
report early increase in eATP content in BALF. Blocking
airway P2 receptors or neutralizing eATP in the airways
potently inhibits BLM-induced lung inflammation. P2X; re-
ceptor—deficient mice have less neutrophil airway influx and
inflammatory cytokine production with reduced pulmonary
fibrosis in terms of lung collagen and matrix-remodeling
proteins. An inhibitor of Panx-1 hemichannel partially pre-
vents neutrophil airway influx and cytokine production. These
data demonstrate that eATP is a key mediator of pulmonary
inflammation on lung injury that may lead to lung fibrosis.
Some of these results have been previously reported in the
form of abstracts (17, 18).

METHODS

Patients and Control Subjects

Patients with IPF and control patients are described in the online
supplement. Bronchoalveolar lavage was performed as previously
deseribed (19).

Mice

Wild-type C57BL/6 mice or mice deficient for P2X; receptor (20),
backcrossed 10 times on the CS7BL/6 genetic background, were used.
Mice were bred in our animal facility (Centre National de la Recherche
Scientifique, Orleans, France). Six- to 10-week-old animals were
kept in sterile isolated ventilated cages. All animal experiments
complied with the French government’s ethics and animal experiment
regulations.

Intranasal and Intravenous Administration

Bleomycin sulfate (5 or 10 mg/kg; Bellon Laboratories, Montrouge,
France) in saline, or saline alone, was given by nasal instillation in
a volume of 20 pl under light ketamine—xylazine anesthesia. Apyrase
(40 pg/kg), ATPYS (100 uM), and suramin (100 pM) were from Sigma-
Aldrich (L’isle d’Abeau Chesnes, France). All of these were instilled in
20 pl of saline buffer, simultaneously and 4 hours after BLM as
mentioned. °panx-1 mimetic peptide (WRQAAFVDSY; Polypeptide
Group, Strasbourg, France) was injected intravenously at 2 mM in
200 pl, concomitantly with BLM instillation.

Bronchoalveolar Lavage Fluid

BALF was sampled as previously described (21).

Lung Homogenization and Analysis

After BAL, lungs were homogenized and lung tissue myeloperoxidase
(MPOQO) activity was evaluated as described (22).

ATP Measurement

Extracellular ATP in BALF supernatant was quantified with an
ATPlite 1Istep kit (PerkinElmer, Waltham, MA). To avoid ATP
catabolism, BALF sampling was performed with Hanks’ balanced
salt solution without calcium and magnesium (Invitrogen Life Tech-
nologies, Carlsbad, CA) and 0.1 mM -ethylenediaminetetraacetic
acid (Sigma-Aldrich). Luminescence produced was measured with a
luminometer (Victor 3V; PerkinElmer).

Cell Count and Determination

Total cell and differential cell counts were determined in BAL fluid as
previously described (21).

Mediator Measurements by ELISA

IL-1@, matrix metalloproteinase-9, and tissue inhibitor of metallopro-
teinase (TIMP)-1 levels in lung homogenates were determined with

ELISA kits (Mouse DuoSet; R&D Systems, Minneapolis, MN) accord-
ing to the manufacturer’s instructions.

Total Lung Collagen Measurements

Aliquots of lung homogenate (50 pl) were assayed for lung collagen
levels, using the Sircol collagen dye-binding assay according to the
manufacturer’s instructions (Biocolor Ltd, Carrickfergus, Northern
Ireland).

Determination of Protein in BAL Fluid

BALF protein concentration was determined by the Bio-Rad Protein
assay according to the instructions of the manufacturer (Bio-Rad
Laboratories, Munich, Germany).

Histology

After BAL and lung perfusion, the large lobe was fixed and 3-pm
sections were stained as described previously (23).

Cell Culture

MLE12 murine lung epithelial cells (LGC Promochem, Molsheim,
France) and BEAS-2B human bronchial epithelial cells were used.
Cells were cultured in RPMI 1640 medium with antibiotics, L-gluta-
mine, N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-ethane sulfonic acid, and 10%
fetal calf serum, plated in 96-well microculture plates, and stimulated
without (medium) or with BLM (0.5 to 1,000 wg/ml) in the presence of
the P2X5 receptor inhibitor A438079 (200 uM) or A740003 (1-100 pM),
the pannexon inhibitor carbenoxolone (CBX, 50 uM), or the mimetic
peptide 'panxl WRQAAFVDSY (100 pM), and inactive control
peptide “panx] SGILRNDSTVPDOQF (100 pM) (Polypeptide Group).
Cell death was monitored by methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium
bromide (MTT) assay, using a standard protocol.

Statistical Analysis

Statistical evaluation of differences between the experimental groups
was determined by nonparametric one-way analysis of variance and the
Bonferroni post test, using Prism software (Graphpad Software, La
Jolla, CA). P < 0.05 were considered statistically significant.

RESULTS

Increased ATP Levels in BALF of Fibrotic Patients

To investigate the potential role of extracellular ATP as
a danger signal in lung fibrosis, ATP levels were measured in
the bronchoalveolar lavage fluid (BALF) of 13 patients with
stable idiopathic pulmonary fibrosis (IPF), 2 patients with acute
IPF exacerbation, and 7 control patients with no identified
respiratory disease. We found significantly increased BALF
ATP levels in patients with stable IPF as compared with control
individuals and, importantly, ATP contents were four- to five-
fold higher in two patients with exacerbated IPF than in
patients with stable IPF (Figure 1). These data show that
increased extracellular ATP levels are associated with IPF.

Bleomycin-treated Mice Have Increased ATP Levels in BALF

To assess the functional relevance of increased airway e ATP in
fibrotic patients, we used the murine bleomycin (BLM) model of
lung inflammation and fibrosis. Single BLM instillation resulted
in a rapid and profound increase in ATP levels in the BALF
compared with saline counterparts corresponding to initial
injury induced by BLM (Figure 2A). Early kinetic analysis
showed that the ATP increase was transient and peaked at 4
hours (Figure 2B). ATP release was dose dependent (data not
shown) and preceded neutrophil recruitment into the BALF
(Figure 2B). This demonstrates that tissue injury causes the early
release of ATP in the airways, correlated with further neutrophil
recruitment. Thus we showed that the early events after BLM
administration lead to increased ATP in BALF in mice. We may
assume that there is a first wave of lung cell damage on BLM
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Figure 1. ATP level in bronchoalveolar lavage fluid (BALF) of idiopathic
pulmonary fibrosis (IPF) and control patients. ATP concentrations were
determined in BALF of 13 patients with IPF, 2 patients with exacerbated
IPF, and 7 control patients without identified respiratory disease. *P <
0.05 by Mann-Whitney test when comparing IPF patients with control
patients. ATP concentrations in the BALF of the two patients with
exacerbation are 4.6 times higher than in BALF from patients with IPF.
Bars represent mean values. eATP = extracellular ATP.

with ATP release and neutrophil influx, which is probably
followed by additional ATP release due to the presence of
inflammatory cells known to trigger tissue destruction and inflam-
mation. Nevertheless, we were unable to measure ATP levels
14 days after BLM administration because of the presence of
blood in the BALF, which disturbs ATP dosage.

Diminution or Increase in Local Airway ATP Modulates
BLM-induced Airway Inflammation

On cell injury ATP is released and may cause inflammation
(14). To test our working hypothesis that e ATP is a danger
signal involved in lung inflammation, we performed local ATP
depletion experiments in mice. Using apyrase, an ectoenzyme
catalyzing the conversion of ATP/ADP into AMP, we observed
that local or systemic treatment reduced BLM-induced acute
inflammation, resulting in markedly reduced neutrophil recruit-
ment into the BALF (Figure 3A) and neutrophil activity in the
lung, as assessed by MPO activity measurement (Figure 3B).
Lung proinflammatory IL-1B production was also decreased
(Figure 3C). To evaluate the role of eATP in the balance
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between proteases and protease inhibitors implicated in the
regulation of lung tissue remodeling, we measured tissue in-
hibitor of metallopreoteinase-1 (TIMP-1) levels. TIMP-1 was
significantly reduced in the lung by apyrase treatment (Figure
3D). Therefore, lowering local airway eATP diminished both
BLM-induced markers of lung inflammation and remodeling.

Conversely, to investigate directly the proinflammatory
effect of eATP, we administered locally the stable, nonhydro-
lyzable ATP analog ATPyS. Although ATP~S had little effect
on its own, it significantly enhanced the neutrophil attractant
effect of BLM (Figures 3E and 3F). Pulmonary levels of IL-1B
(Figure 3G) and TIMP-1 (Figure 3H) were also increased by
ATPyS treatment. Thus, local exogenous eATP exacerbates
BLM-induced lung inflammation.

P2R Inhibition Reduces Airway Inflammation and Remodeling

We next investigated the signaling pathway by which endoge-
nous released e ATP contributes to injury-induced lung inflam-
mation. Extracellular ATP activates receptors of the purinergic
family (P2R), leading to leukocyte recruitment (24, 25). To
examine the role of P2R we treated BLM-instilled mice with
suramin, a broad-spectrum P2R antagonist. Local administra-
tion of suramin significantly reduced neutrophil mobilization
into the BALF (Figure 4A) and neutrophil activity in the lung
(Figure 4B). This was accompanied by a decrease in lung IL-1f
(Figure 4C) and TIMP-1 (Figure 4D) production. Thus, this
implicates the ATP purinergic receptor family P2R in mediating
BLM-induced lung inflammation.

IL-1p Release, Inflammation, and Remodeling Are Dependent
on the P2X; Receptor

Within the P2R family, the subtype most likely acting especially
in response to high eATP levels is the ionotropic P2X; receptor.
Using mice deficient for the P2X; receptor (P2X;R /™) (20, 26),
we show that neutrophil recruitment in the BALF (Figure
5A) and neutrophil activity in the lung (Figure 5B), as well as
pulmonary IL-1B (Figure 5C) and TIMP-1 release (Figure 5D),
were significantly decreased. Therefore the ATP P2X; receptor is
an essential purinergic receptor involved in BLM-induced lung
inflammation. In contrast to Figure 3E, where ATPS adminis-
tration increased neutrophil influx in the BALF of BLM-instilled
B6 mice, ATPyS had no effect in P2X;R ™/~ mice (Figure 5E).

Late Inflammation, Remodeling, and Fibrosis Are Dependent
on P2X; Receptor

To further assess the involvement of P2X; receptor in late
pulmonary disease, we analyzed lung inflammation, remodeling
and lung fibrosis 14 days after airway-administered BLM. Both
wild-type and P2X;R /" mice lost about 10% of body weight
5 days after BLM treatment but only P2X;R~/~ mice had
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Figure 5. Lung inflammation depends on P2X; receptor (P2X;R). (A) Neutrophil recruitment into the bronchoalveolar lavage fluid (BALF) and (B)
myeloperoxidase (MPO) activity in lungs were reduced in BALF from P2X;R~/~ mice in comparison with wild-type mice 24 hours after bleomycin
(BLM) instillation (10 mg/kg). (C) IL-1B and (D) tissue inhibitor of matrix metalloproteinase (TIMP)-1 levels were also greatly reduced in lung
homogenates of P2X;R~/~ in comparison with wild-type mice. (£) Neutrophil recruitment into the BALF of P2X;R~/~ mice administered BLM
(5 mg/kg) was not increased after two treatments with ATPyS (0 and 4 h; 100 pM/mouse, intranasal). Data are representative of three independent
experiments and are expressed as mean values = SD (n = 4 or 5 mice per group; *P < 0.05, **P < 0.01). ns = not significant.

infiltrations and fibrotic areas with poorly recognizable alveolar
walls. P2X;R ™/~ mice, however, presented more limited lung
fibrosis foci with some free airspace and distinct alveolar walls
(Figure 6F). Lung collagen, an indicator of fibrosis, was strongly
reduced in BLM-treated P2X;R™/~ mice (Figure 6G). In
addition, BALF protein concentration was also diminished in
these mice, suggesting attenuated leakage from a damaged
epithelial barrier (Figure 6H). Therefore, remodeling and lung
fibrosis were greatly reduced in the absence of P2X; receptor
signaling, outlining a critical role of the eATP-P2X; receptor
axis in the establishment of lung fibrosis.

Acute Inflammation Is Dependent on
Pannexin-1 Hemichannel

Caspase-1 activation and mature IL-13 production by macro-
phages in vifro required functional pannexin-1 (Panx-1), a chan-
nel that associates with the P2X; receptor on ATP stimulation
(15, 16). We addressed the role of Panx-1 pore formation in our
in vivo model by investigating the effect of '°panx-1 peptide,
a mimetic peptide blocking the Panx-1 pore. Intravenous
administration of °panx-1 attenuated BLM-induced acute in-
flammation, resulting in reduced neutrophil recruitment into the
BALF (Figure 7A) and decreased lung IL-13 (Figure 7B) and
TIMP-1 (Figure 7C) production. We observed a similar effect
on systemic treatment with carbenoxolone (CBX), an inhibitor
of connexins and pannexins (data not shown). Our data support
the idea that high e ATP acts on the P2X7R, which does need
a functional Panx-1 pore to trigger its proinflammatory effects.

BLM Triggers P2X; Receptor-Pannexin-1-dependent
ATP Release by Lung Epithelial Cells

To further investigate the mechanism of lung injury-induced
inflammation at the molecular level, we analyzed in vitro the
release of ATP by lung cells on BLM stimulation. Extracellular
nucleotides such as ATP, ADP, UTP, or UDP are released into

the extracellular space from mechanically stressed cells, in
particular endothelial and epithelial cells (27-29). Using the
murine lung epithelial type II cell line 12 (MLE12), we show
that BLM causes a dose-dependent release of ATP by lung
epithelial cells (Figure 8A) peaking at 6 hours, which was
detectable as early as 30 minutes and lasted 8 hours (data not
shown). The slight reduction in cell viability observed after
stimulation with all the doses of BLM tested was not correlated
with the measured e ATP levels, suggesting that somehow active
mechanisms of ATP release may exist and that e ATP increases
were not a mere consequence of passive delivery after cell death
(Figure 8B). Similar results were obtained with a human
bronchial epithelial cell line (BEAS-2B) (Figures 8C and 8D).
Because the P2X; receptor and Panx-1 hemichannel are in-
volved in ATP release from various cell types after stress
(30-32) or activation, we next investigated their role in BLM-
induced ATP release. The P2X; receptor has been described as
a marker for lung alveolar epithelial type I and type II cells (33)
and Panx-1 was shown to be expressed at the apical pole in
airway epithelial cells (34). The presence of specific inhibitors of
either P2X;R (A438079 and A740003 [35]) or Panx-1 (CBX and
panx-1) resulted in a 30 to 40% decrease in ATP release by
MLEI12 cells in response to BLM stimulation (Figure 9A). A
similar inhibition of ATP release was observed with BEAS-2B
cells (Figure 9B). Regarding the MTT assays (Figures 9C and
9D), the inhibitors had no cytotoxic effect at the concentrations
used. However, to prevent high-dose uncontrolled effect, we
used smaller doses of A740003 and checked the effect of
10Panx-1 mimetic peptide by using the control peptide *Panx-1
(16). One and 10 pM A740003 were efficient in inhibiting
eATP release by MLEI12 cells by 10 to 20%, respectively
(Figure 9E). An inhibition of e ATP release was observed with
OPanx-1 (100 pM) whereas control “Panx-1 at the same
concentrations had no effect (Figure 9F). These data suggest
that ATP release by lung epithelial cells on BLM-induced stress
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is partly dependent on functional P2X; receptor and Panx-1 a pathogenic context but also many endogenous molecules
pore formation. produced in situations such as uncontrolled cell death (36). In

the latter, massive ATP escape from cells results in high local
DISCUSSION concentration of extracellular ATP (eATP). This refers to

a danger signal and has potent proinflammatory properties.
To maintain host integrity, the innate immune system has Patients with chronic lung pathology such as allergic asthma or
evolved to sense not only microbial conserved molecules in chronic obstructive pulmonary disease were reported to present
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administration, (A) neutrophil counts in bronchoalveolar lavage fluid (BALF), (B) proinflammatory cytokine IL-1R levels in lungs, and (C) lung
tissue inhibitor of matrix metalloproteinase (TIMP)-1 were reduced after treatment with the '°panx-1 mimetic inhibitory peptide (1 mg/kg,
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Figure 8. Bleomycin (BLM) induces the re-
lease of ATP by lung epithelial cells. extra-
cellular ATP (eATP) levels in supernatants
from (A) murine lung epithelial type Il cell
line 12 (MLE12) or (C) a human bronchial
epithelial cell line (BEAS-2B) cultured for
6 hours with increasing doses of BLM
(0 to 1,000 p.g/ml) were determined. Results
represent the ATP concentration (nM) in
supernatants in a 96-well plate in the pres-
ence of 2 X 105 cells (MLE12) or 1 x 105
cells (BEAS-2B). Cell viability of (B) MLE12
or (D) BEAS-2B cells was monitored
by methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bro-
mide (MTT) assay, using a standard pro-
tocol. Data represent means * SD of
triplicates and are representative of five
different experiments (*f < 0.001 in com-
parison with medium).

enhanced ATP levels in the bronchoalveolar space (25, 37). creased in the BALF of two patients with IPF exacerbation.
However, the prominent role of eATP in both inflammation Ten percent of patients with IPF present these aggravations of
and evolution to pulmonary fibrosis was not explored. Here we unknown origin. Exacerbated patients present alveolar damage,
give the first evidence of an increased concentration of ATP in inflammation, and areas of edema that become new fibrotic
the BALF of patients with IPF, suggesting that extracellular areas, and have a poor prognosis (50% of them die). Measured
ATP may be involved in the pathogenesis of pulmonary fibrosis ATP concentrations are probably underestimated because of
in humans. Interestingly, ATP levels were dramatically in- rapid ATP degradation in biological liquids and because of the
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Figure 9. Bleomycin (BLM)-induced ATP
release by lung epithelial cells depends
on P2X; receptor and pannexin-1 pore
ATP content in supernatants from (4) mu-
rine lung epithelial type Il cell line 12
(MLE12) or (B) BEAS-2B cells cultured for
6 hours with medium (Med.) or with BLM
(250 pg/ml) in the presence of the specific
P2X; receptor inhibitor A438079 (A43,
200 uM) or A740003 (A74, 100 pM), or
in the presence of the pannexon inhibitor
carbenoxolone (CBX, 50 pM) or the mi-
metic peptide '°panx1 inhibitor of Panx-1
activity (100 uM). Cell viability of (C)
MLE12 or (D) BEAS-2B cells was monitored
by methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bro-
mide (MTT) assay, using a standard pro-
tocol. ATP levels in supernatants from
MLE12 cells cultured without (Med.) or with
BLM (125 pg/ml) in the presence of (£)
A740003 (A74, 1-10 pM) or (F) '%panx-1 or
Tpanx-1 peptides (100 M) were deter-
mined. Results are expressed as nM of ATP
released per 2 x 105 (MLE12) or 1 X 10°
(BEAS-2B) cells. Data represent the mean =
SD of triplicates and are representative of
four independent experiments (*P < 0.001
compared with BLM positive control; **P <
0.01, ***P < 0.001).
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1:50 or 1:100 dilution of the liquid covering alveolar epithelium
during the lavage. ATP concentrations in the close vicinity of
cells are probably higher, able to reach concentrations required
for purinergic receptor activation. ATP is probably released by
stressed and/or damage cells and in particular by epithelial cells
after alveolar injury (29). A possible correlation between acute
IPF exacerbation and high ATP concentrations must be further
investigated, as strongly elevated ATP levels might represent
a prognostic marker for exacerbated IPF. Neutrophil percent-
age in the BALF of patients with IPF was shown to be an
independent predictor of early mortality, whereas lymphocytes
and eosinophils were not (38). In mice, lung injury induced by
bleomycin (BLM), a cell stress-inducing agent leading to lung
fibrosis, promoted a marked early release of ATP in the
bronchoalveolar space. Bleomycin probably induces a first wave
of cell damage with ATP release leading to lung inflammation,
but the presence of inflammatory cells may trigger additional
cell damage, ATP release, and inflammation with dysregulated
repair leading to lung fibrosis. We demonstrate that ATP is
involved in BLM-induced inflammation and remodeling pro-
cesses because enzymatic ATP degradation by apyrase reduced
neutrophil influx, IL-1B, and TIMP-1, whereas the coadminis-
tration of a stable ATP analog increased these parameters.
Further, by treating wild-type mice with a receptor antagonist
or by using gene-deficient mice, we present compelling evidence
that ATP released on BLM-induced injury activates the P2
purinergic receptors and in particular P2X;. We show in vivo
that the engagement of P2X; receptor is required for fully
mature IL-1B production and lung inflammation, suggesting
that the ATP-P2X; receptor axis activates the NLRP3 inflam-
masome. Moreover, we observed that mature IL-1p production
by macrophages and dendritic cells in response to ATP stimu-
lation in vitro is strictly dependent on the P2X; receptor,
NLRP3 receptor, and apoptosis-associated speck-like protein
containing a caspase recruitment domain (ASC) adaptor mol-
ecule (our unpublished data). Our results suggest that the P2X;
receptor is directly activated by ATP released after BLM-
induced cell injury, leading to activation of the NLRP3 inflam-
masome and mature IL-1B production. Nevertheless, other
receptors may be involved in the establishment of ATP release
and/or inflammation. Moreover, the P2X; receptor should also
directly interact with other danger signals than ATP, such as
extracellular matrix components generated after tissue injury,
to form multireceptor complexes as shown with the biglycan
danger signal (39). Other purinergic receptors may also play
a role in lung inflammation and fibrosis. In particular, the
contribution of the P2X4 receptor, also expressed on alveolar
epithelial type I cells (40), will deserve further investigation
because a structural (41) and functional interaction between
P2X4 and P2X; was shown (39). Reduced body weight loss,
collagen deposition, and fibrotic pathology in the lungs of P2X,
receptor—deficient mice demonstrate that early events due to
lung damage such as ATP release and P2X receptor signaling
triggering the inflammatory response are also involved in the
late pulmonary disease. Increased ATP levels were observed in
the airways of cigarette smoke—exposed mice with lung emphy-
sema and in patients with chronic obstructive pulmonary
disease, underlining the role of ATP and purinergic receptors
in the pathogenesis of chronic pulmonary diseases (37, 42).
Interestingly, we show that BLM-induced acute lung inflamma-
tion with cell recruitment and IL-18 and TIMP-1 production
depends on the pannexin-1 hemichannel, suggesting that ATP-
mediated P2X; receptor stimulation activates the formation of
the large pannexin-1 pore, leading to inflammasome activation
as reported in other systems (16, 43—45). On lung injury, Panx-1
might be implicated in the establishment of lung inflammation

at various levels, in particular in NLRP3 inflammasome activa-
tion leading to IL-1p maturation and secretion, but also in
danger signal release such as here in the active release of ATP
from injured cells. Indeed, ATP release from cells may be either
vesicular, channel-mediated, or by membrane leaking. Panx-1
proteins have been shown to form hemichannels called pan-
nexons that are able to release ATP from several cell types on
stress (30-32, 46) and in particular by airway epithelia (29, 34,
47). We show that cellular stress induced by BLM triggers the
in vitro release of ATP from epithelial cells and that this process
is partly dependent on the P2X; receptor—Panx1 axis, suggesting
that ATP is released through the Panx-1 hemichannel opening
after activation by P2X; receptor interaction. Other purinergic
receptors may be involved in ATP release through Panx-1
hemichannel stimulation. We observed only a partial depen-
dence on the P2X5 receptor-Panx-1 axis, because ATP should
also be released by passive delivery due to BLM-induced DNA
damage resulting in cell death. Indeed, excessive Panx-1 pore
opening may lead to further cell death, consisting of an
amplification mechanism for BLM-mediated cell death through
ATP release. The NLRP3 inflammasome is also known to
induce cell death via caspase-1 activation. Nevertheless, our
data show that Panx-1 is implicated in active danger signal
delivery from pulmonary cells on lung injury.

In conclusion, we identified extracellular ATP as a new
danger signal involved in the establishment of lung inflamma-
tion leading to the fibrotic process. We propose that ATP
released on lung epithelial injury acts as an early signal via P2X;
receptor activation to trigger pulmonary cell responses includ-
ing inflammasome activation leading to mature IL-1B and
remodeling factor expression. Our data are compatible with
a scenario in which ATP is released via the P2X; receptor—
activated Panx1 hemichannel in injured lung cells, leading to
sustained P2X; receptor activation on alveolar macrophages,
thereby somehow furnishing the second signal necessary for
NLRP3/ASC/caspase-1 inflammasome aggregation, proteolytic
maturation/activation of caspase-1, prolL-13 cleavage, and
subsequent 1L-1B release. Interstitial pulmonary fibrosis has
no effective therapy, in part because of the late diagnosis in
patients suffering from an already established pathology. Our
study proposes new targets for IPF, in particular the P2X;
receptor, for which inhibitors were shown to be efficient in
animal models of neurological human diseases (48, 49). Target-
ing the P2X; receptor by specific inhibitors in patients with
pulmonary fibrosis may be a promising approach to improve
their life span and life condition.
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ll. Article 3 : Etablissement d’un lien entre signalisation purinerque autrocrine
et réponse aux particles

L'article précédent établit qu'une forte libératiod ATP endogéne dans le milieu
extracellulaire est pro-inflammatoiri@ vivo dans un modéle de fibrose pulmonaire induit par la
Bléomycine. Afin de modéliser le phénoménevitro, nous avions cherché a mesurer une libération
d’ATP endogene aprés stimulation de lignées deulesliépithéliales par la Bléomycine. Lors de la
mise au point, nous obtenions généralement deeueslirésultats en incubant les cellules avec deux
types de particules, de la silice ou du MSU. Noeshaus sommes pas intéressés plus en détail au
phénomene a ce moment la mais I'utilisions hadgosnt comme « contréle positif ».

Par ailleurs, nous avions publié précédemment iésamt le modéle de fibrose induite par la
Bléomycine que les cristaux de MSU constituente&gaht un signal de danger libéré par les cellules
stressées. Sachant que ATP et MSU sont deux aatigalbien connu de l'inflammasome NIrp3, c’est
ainsi que nous avons été amené a faire I'hypottiéselien entre signalisation induite par 'ATP et
celle par les cristaux.

Les résultats présentés dans ci-dessous n'ont pasree été soumis a publicatiofis
établissent, par différentes approches, I'existedeme nécessité de signalisation au travers de
plusieurs récepteurs purinergiques pour I'activatie I'inflammasome NIrp3 et la production d'l13-1
mature en réponse aux particules. La majorité tedeé précédentes avaient clairement établie que
les particules (MSU, silice, protéinp-amyloide, cristaux de cholestérol) empruntaiensiédement
la méme voie afin d’enclencher 'activation de Nirfp’abord, elles doivent étre phagocytées au sein
de vésicules qui fusionnent avec les endosomedgailgsosomes. La présence des cristaux provoque
une destabilisation de la membrane des lysosomaseetuite du contenu dans le cytoplasme. Parmi
les protéases libérées, la cathepsine B auraiblenparticulier qui engendrerait par un mécanisme
inconnu I'activation spécifique de linflammasomdrp8 et la maturation de la pro-ILB1 Nos
résultats s’accordent sur ceux-ci avec les troigtiqudes testées, MSU, silice et hydroxyde
d’aluminium. Cependant, nous montrons que cesquéet engendrent une libération active d’ATP
qui se réalise en partie au moyen du systeme coreipannexine. L'ATP libéré, I'ADP qui en
dérive, mais aussi 'UTP vont ensuite activer d#féts récepteurs purinergique, P2X et P2Y.
L’inhibition large de la signalisation des réceptepurinergiques conduit & une inhibition quasi-
compléte de la production de Il3-Imais pas de TNE), ce qui leur donne un réle primordiale dans la
possibilité d’activation de l'inflammasome en répenaux particules. A linverse, l'utilisation de
cellules déficientes pour P2X4, P2X7 ou P2Y2 nengeraucune modification de la production d'IL-
1B. Le r6le du pore formé par la pannexine-1 estroeetsé dans l'activation de l'inflammasome.
Nous excluons également son rble dans la réponseaticules en utilisant des cellules déficientes
pour cette protéine.

Enfin, nous montrons un effet de synergie avecinogbation combinée de faibles doses de

purines et des cristaux. La production d’lIg-ihduite par des particules est fortement augmeenée
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ajoutant quelques centaines dM d'ATP, d’ADP ou d'UDP, qui seuls ne permettentcane
production d'IL-18.

Au final, nous montrons que l'activation de l'inflanasome en réponse a des particules
emprutent non seulement la voie de la déstabiisaties lysosomes mais également celle d’'une

libération active d’ATP et de sa signalisation agitocrine/paracrine sur des récepteurs P2X et P2Y.
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Deposition of uric acid crystals in joints causes acute and chronic inflammatory
disease known as gout and prolonged airway exposure to silica crystals leads to
the development of silicosis, an irreversible fibrotic pulmonary disease.
Aluminum hydroxide (Alum) salts are frequently used as vaccine adjuvant. The
mechanisms by which crystals and particles activate immune cells are not well
understood. Here we show that uric acid, silica and Alum particles trigger the
delivery of endogenous ATPwhich dependson the functional P2X7 receptor and on
channel and hemichannel proteins. Moreover, we observed that ATP release
precedes the secretion of mature IL-1B which is dramatically impaired in presence of
purinergic receptors or connexin/pannexin inhibitors. This demonstrates that these
crystals are competent to induce maturation and secretion ofL.-1 through a process
that involves as a first event the extracellular reease of endogenous ATP through
connexinjpannexin and as second event ATP stimulation of purinergic receptors.
We show that not only ATP but also ADP and UTP are able to stimulate IL-1[3
production by involvement of multiple purinergic receptor signaling. These data
demonstrate that nucleotides are endogenous danger signal generated in
response to exogenous crystals exposure and provide a new molecular
mechanism to explain how chemically and structurally diverse stimuli can

activate the Nlrp3 inflammasome and trigger IL-13 maturation and secretion.
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Endogenous or environmental particulate dangers such as uric acid crystals (MSU) or
silica particles are known to trigger innate immunity through activation of the Nlrp3
inflammasome, an intracellular molecular platform which under activation allows the
cleavage of the potent pro-inflammatory cytokine IL-13 (1). A first signal triggers
synthesis of pro-IL-18 and Nlrp3 by transcriptional induction, whereas a second
stimulus leads to inflammasome oligomerization, caspase-1 auto-activation, and
caspase-1-dependent cleavage and release of the biologically active, mature IL-1f. This
second signal is triggered by a group of chemically and biologically unrelated pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs) (2, 3), toxins (4) or danger-associated molecular
patterns (DAMPs) (5). DAMPs originate from physical UV-B exposition (6), chemical skin
irritants (7), or environmental pollutants, such as silica and asbestos (8 9), or
endogenous metabolic stresses such as high glucose (10), cholesterol (11), B-amyloid
protein (12), biglycan (13), ATP (14) and MSU (15). Understanding the common
mechanisms of Nlrp3 inflammasome activation is the object of intensive studies since
2002 but they remain poorly understood. Different models are currently proposed to
explain the activation of the Nlrp3 inflammasome, such as membrane disruption with
direct cytoplasmic delivery of activators (soluble ATP, bacterial toxins) or
internalization of particulate activators by phagocytosis (16). Extracellular ATP or
bacterial toxins (Nigericin, Maitotoxin) lead to*Kefflux and pannexin-1 (Panx-1) pore
formation, both required for Nlpr3 activatiod)( Phagocytosis of grticles such assilica,
Aluminum hydroxide (Alum) salts, fibrilar amyloid-3 or MSU were shown to result in
lysosomal destabilization/permeabilization with release of the endosomaldgsaal
protease cathepsin B into the cytoplagn X9 and/or to mediateeactive oxygen species
(ROS) (8). The microbial component MDP has been shown to atetiWIrp3 in a Panx-1

dependant manner, suggesting a more direct seon$isgimuli by the inflammasomel).
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However, considering the ever-increasing numbeaaabivators, itmay render unlikely any
direct binding of specific stimuli. All DAMPs and PAMPs, including ATP and
particulate/crystalline activators, trigger the generation of ROS leading to Nlrp3
inflammasome activation (18, 19). Recently, accumulation of damaged, ROS-generated
mitochondria by blockade of the mitophagy/autophagy pathway was shown to activate
the Nlrp3 inflammasome, indicating that Nlrp3 inflammasome senses mitochondrial
dysfunction (20).

Here we investigate intracellular ATP release and further purinergic signaling as a
corner stone of Nlrp3 inflammasome activation. ATP signaling is emerging as an
important mechanism to control various cell functions (21). The purinergic signaling
hypothesis is that cellular stimulation releases ATP and subsequently activates
nucleotide receptors at the cell surface (autocrine activation) and/or in adjacent cells
(paracrine activation), thereby regulating or modulating cellular functions. Purinergic
signaling is no longer restricted to neurotransmission but is regarded as a general
intercellular communication system of many, if not all, tissues. Growing evidence
supports the concept that essentially all cells are able to release nucleotides.
Mechanisms of nucleotide release in epithelia, endothelial cells, or other non-excitable
cell types are poorly understood (21, 22). After release, nucleotides interact with specific
receptors (P2) either on the releasing cell itself or in neighboring cells. In the
mammalian system seven ligand-gated P2X receptors (P2X1-7) and eight G protein-
coupled P2Y receptors (P2Y1, 2, 4, 6, 11, 12, 13,14) have been identified. In parallel ATP
is degraded via different ecto-ATPases to di- and monophosphates and then to
adenosine (23). Adenosine interacts with adenosine receptors and has been shown to
dampen many inflammatory processes. Extracellular ATP was shown to play a role in

activation of T cells (24) and neutrophils (25) in physiological or stressed conditions and
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ATP release guides neutrophils (26) and macrophage chemotaxis (27). ATP and UTP
nucleotides are release by apoptotic cells as a find me signal to promote phagocytic
clearance (28) through the plasma membrane channel pannexin-1 (29). Purinergic
signaling seems to be central in physiological cell functions such as chemotaxis,
activation and programmed cell death. In more pathological conditions, high level of
ATP is released from necrotic cells and act as a pro-inflammatory danger signal,
activating the Nlrp3 inflammasome through binding to the ionotropic receptor P2X7
causing potassium efflux (30). Potassium efflux has shown to be essential to different
families of Nlrp3 activators since blocking it results in inhibition of IL-1f3 production in
response to ATP, uric acid crystals (5), silica (9) (31), Alum (32), asbestos (8) (9), Toxins
(5) and bacteria (33).

Here we show that uric acid, silica and Aluminum particles induce the release of
intracellular ATP by epithelial cells or macrophagiependent on functionB2X7 receptor
and connexin/pannexin channels. Moreover upon crystals stimulationATP release is
correlated to maturation and secretion of IL-1[3 by macrophages or dendritic cells, which
depend onpurinergic receptor signaling with the involvement of multiple autocrine
purinergic receptor loops.

We propose a new mechanism for crystals-mediated Nlrp3 inflammasome activation
and mature IL-1f3 release through multiple purinergic receptors and connexin/pannexin
pore activation. We provide a link between ATP-mediated and crystadsiced NIrp3
inflammasome activation and proposenew hypothesis allowing understanding how
chemically and structurally diverse stimuli can activate inflammasome leading to IL-1[3

production.
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RESULTS

Uric acid crystals and silica microparticles trigger active release of endogenous
ATP by epithelial cell

We showed recently that stimulation of lung epithelial cells by bleomycin caused a rapid
release of ATP partly dependent on functional P2X7 receptor and Panx-1 pore formation
(34). Since activated or stressed cells in particular endothelial and epithelial cells were
shown to release ATP, we investigate whether crystals or particles known as activators
of the NIrp3 inflammasome may act in this way inducing ATP release (22, 35) (36). Using
the murine lung epithelial type II cell line 12 (MLE12), we show that MSU or silica cause
a dose-dependent release of ATP by lung epithelial cells (Fig. 1A) 6 hours after crystal
exposure. The slight reduction in cell viability observed after stimulation with all the
doses of crystals tested was not correlated with the measured eATP levels, suggesting
that somehow active mechanisms of ATP release may exist and that eATP increases
were not a mere consequence of passive delivery after cell death (Fig. 1A). Similar
results were obtained using human bronchial epithelial cell line (BEAS-2B) (Fig. 1B).
Since P2X7 receptor and Panx-1 hemichannel were involved in ATP release from
different cell types after stress (37-39) or activation, we next investigated their role in a
particle-induced context. P2X7 receptor has been described as a marker for lung
alveolar epithelial type I and type II cells (40) and Panx-1 was shown to be expressed at
the apical pole in airway epithelial cells (41). Inhibitors of either P2X7 receptor
A438079 and A740003 (42), or connexin/pannexin family (CBX) resulted in decreased
ATP release by BEAS cells stimulated with uric acid crystals or silica (Fig. 1C). Kinetic
analysis shows time-dependent release of ATP after uric acid crystals stimulation
peaking at 4h hours and inhibitory effects of P2X7 receptor and pannexin/connexin

blocade (Fig. 1D). These data indicate that two different particulate activators of the
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Nlrp3 inflammasome trigger the active in vitro release of ATP by pulmonary epithelial

cells, which depends on purinergic receptors and pannexin/connexin channels.

Microparticles trigger active endogenous ATP release, which precedes secretion
of mature IL-13 by macrophages and depend on purinergic signaling and channel
activity

To determine whether particulate Nlrp3 inflammasome activators were able to trigger
release of endogenous ATP by the monocyte/macrophage lineage, the human
macrophage cell line THP1 was stimulated with several concentrations of uric acid
crystals and during various times. Luciferase assays revealed that uric acid crystals
trigger the release of ATP by human macrophages which peaks at 4h hours (Fig. 2A).
Since the extracellular accumulation of ATP reflects the balance between ATP release by
cells and ATP hydrolysis by ectonucleotidases (43) we also treated the cultures with the
ecto-ATPase inhibitor ARL67156 (44, 45). In presence of ARL67156, the levels of ATP
detected in the different supernatants increased up to 6-fold (Fig. 2B). Then we
analyzed the release of ATP and mature IL-1[3 by the same macrophages in presence of
ARL67156 at different times after stimulation. ATP release is correlated with IL-13
secretion both with the kinetic and strength of endogenous ATP release (Fig. 2C). The
rise of ATP was not related to cell death, as MTT was only slightly decreased (data not
shown). Hence, ATP release is transient and precedes sustained IL-13 production by the

same macrophages.
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Phagocytosis or cystein protease inhibition block both IL-13 production and ATP
release

Particle phagocytosis is known to be essential for inflammasome activation and mature
IL-1P production (9). However, cytoskeleton is not required for IL-1f3 secretion (32).
Here, using cytochalasin D we confirmed that actin polymerisation is required for IL-
1B production (Fig. 3B) and showed that ATP release is also completely impaired (Fig.
3A), demonstrating that particle phagocytosis is necessary for active ATP release by
human macrophages.

Cysteine proteases, e.g. cathepsin B and L, were shown to be involved in Nlrp3 activation
in response to particles (9, 11). E-64d, a broad inhibitor of cystein proteases, also
dramatically reduced ATP release (Fig. 3A) and IL-1[3 (Fig. 3B) production whereas the
acidic protease inhibitor pepstatin A had no effect. (Fig. 3A and B). Altogether, these
data suggest that particle internalization/lysosome destabilisation precede ATP release

and IL-13 production by human macrophages.

P2X7R or Pannexin/Connexin hemichannel are required for ATP release and IL-
13 secretion

We then investigated the mechanisms of particle-induced ATP release leading to IL-1f3
secretion.

To that aim, we considered three potential mechanisms for regulated nucleotide release
after cell stimulation, exocytosis, blebbing or passage via a plasma membrane channel
(46). Treatment of microparticle-stimulated macrophages with the drug brefeldin A,
blocking exocytosis (47), or Y27632, inhibiting the Rho kinase ROCK critical for
membrane blebbing (48) had no effect on ATP release and IL-1[f production (not

Therefore, we focused on potential channel(s) that might mediate nucleotide release.
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Among the channels suggested to conduct ATP across the plasma membrane are the
connexin and pannexin family channels (44, 45). Connexins primarily form gap junctions
between cells, mediating intercellular communication, but emerging literature reports
direct hemichannel activity (49, 50), hence able to act similarly as pannexin channels
that are thought to function in conducting intracellular molecules to the extracellular
space (44, 45). Using pharmacological inhibitors known to inhibit these channels (11),
we showed that the connexin/pannexin channel blocker carbenoxolone (CBX) and the
connexin channel blocker flufenamic acid (FFA) reduced very significantly both ATP and
IL-1[3 release suggesting that connexin and/or pannexin hemichannels are involved in
ATP release and IL-13 production (Fig 4A and B). Moreover, Specific inhibition of the
P2X7R 10uM by A740003 leaded to partial inhibition of ATP release but no inhibition of
IL-1p3 production whereas higher concentrations were efficient both in ATP release and
[L-1b production (Fig 4A and B). These results suggest a role for P2X7R in ATP release
probably through action of ATP on P2X7R by an autocrine positive loop and that IL-
1B production depends on signaling through purinergic receptors but not on the
particular P2X7 receptor. In conclusion, particles induce ATP release partially through
connexin and/or pannexin channels. Inhibitions of these proteins lead to inhibition of

IL-1P secretion in the same extend.

Particle-induced IL-1f secretion is dependant on Nlrp3 inflammasome and
lysosome destabilization pathway

In an attempt to better delineate particle-mediated IL-1p production, we performed
experiments with macrophages from mice deficient in Nlrp3, the ‘downstream’ adaptor
molecule ASC or the effector molecule caspase-1 (Casp-1). Consistent with published

reports (9) (8), IL-1P but not TNF-a secretion by uric acid crystals, silica or Alum was
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Nlrp3 inflammasome dependent (Suppl Fig. 1A and B) whereas deficiency for Nlrp4 in
macrophages (Suppl Fig. 1C) or dendritic cells (Suppl Fig. 1D) had no effect, as
previously shown (8 9, 15). We also confirmed that IL-1 secretion by murine
macrophages required particle phagocytosis, lysosomal acidification and depend

partially on the cystein protease cathepsin B but not cathepsin D (Suppl Fig. 2).

IL-1f production by murine macrophages upon MSU, silica or Alum depend on
purinergic signaling and panx-1

Conversely to THP-1 human macrophage cell line, we were not able to measure
significant ATP increase in the supernatant of stimulated murine bone marrow derived
macrophages (BMDM) or dendritic cells (BMDC) even adding ecto-ATPase inhibitor
ARL67156. This may be due to fastest degradation of ATP by these cells and to limitation
of our measurement assay.

According to this, P2X7 receptor specific inhibitor A740003 and the more potently
broad-spectrum P2 receptor inhibitor oATP were able to strikingly suppressed IL-
1B production induced by silica microparticles or Alum salts in murine bone-marrow
derived macrophages (BMDM) (Fig. 5A) and BMDC (not shown) in a dose dependent
manner. Carbenoxolone (CBX), a broad inhibitor for connexin and pannexin family, was
also efficient in inhibiting IL-1B secretion upon silica or Alum stimulation by murine
macrophages (Fig. 5A). P2Rs requirement for IL-1[3 secretion by uric acid crystals, Alum
salts or silica particles was confirmed in a dose dependent manner by the broad
inhibitor suramin (Fig. 5B). The use of oATP or A740003, CBX or by the blocking
peptide 1%panx-1 but not by the negative control 14panx-1 blocked IL-13 whereas TNF-a
production was not affected (Suppl Fig. 3). This demonstrates a specific effect of

purinergic/pannexin inhibition without toxic effect. Altogether, purinergic receptors
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and connexins/pannexins are required for IL-13 production by the three tested Nlrp3

inflammasome activators.

IL-1B8 production by murine macrophages upon MSU, silica or Alum is not
impaired in single P2R or pannexin-1 deficiency

In contrast to chemical inhibitors, particle-exposed macrophages from tested single
purinergic receptor deficient mice did not lead to significant decrease of IL-1f
production. P2X7 was as expected fully required for Nlrp3 activation in response to high
exogenous ATP exposure (Fig. 6B) but was also dispensable in case of particle-mediated
activation (Fig. 6A). Similarly, other P2R candidates do not lead to significant
impairment. This was true for P2X4 (Fig. 6A), shown to act together with P2X7 (13) and
P2Y2 (Fig. 6C), metabotropic receptor essential for immune cells chemotaxis (26).

In addition and in contrast to previously published papers using indirect methods, the
use of knock-out mice recently excluded Panx-1 pore formation to be necessary for
Nlrp3 activation in response to different activators such as ATP (51). We also used Panx-1
deficient cells and confirmed the dispensabilitytire case of MSU, silica and Alum in
macrophagegFig. 6D) and dendritic cells (not shown). Discrepancies between strong
effect of the inhibitors and the data with single KO mice might likely reflect redundancy

with multiple proteins involvement.

ATP, ADP and UTP nucleotides are involved in particle-mediated inflammasome
activation

In order to better understand the involvement of multiple purinergic receptors signaling
in sensing Nlrp3 inflammasome particulate activators, we stimulated macrophages with

particles in presence of different nucleotides or purinergic receptor agonists. We found
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that addition of small amounts of either ATP, the P2R agonist MeATP or the P2Y agonist
UTP were not able to induce IL-13 production but potentiate the response to both uric
acid and silica crystals (Fig. 7B). Addition of ATP, UTP and ADP at 500uM to
macrophages did not lead to IL-1f3 secretion but exacerbate MSU, silica or alum-induced
production of IL-1[3 (Fig. 7A). Stable ATPYS or ADP[3S agonists were more potent than
ATP or ADP to enhance particles-induced IL-1f3 production (Fig. 7A). Similarly, THP-1
stimulated with 200uM of ATP, ADP or their stable derivatives did not lead to IL-1f3
secretion. Minimal quantity of silica or Alum was able to little induce IL-1f3, however the
addition of purines strikingly exacerbated the response (Fig. 7C). In addition, P2Y
specific ligand ADP dose dependently increases the response to uric acid or silica
particles further suggesting an involvement of this purine receptor family (Fig. 7D). By
contrast, the purine catabolism product adenosine inhibited MSU and silica-induced
production of IL-1 by dendritic cells (Fig. 7E) or macrophages (not shown). These data
demonstrate that not only ATP but its metabolic derivative ADP and also UTP play an
active role in inflammasome activation in response to microparticles. Particulate
stimulation generated a pool of different extracellular nucleotides, which signal through
multiple purinergic receptors from both P2X and P2Y receptor families and leading to
IL-1B secretion. In conclusion, purinergic signaling by P2X and P2Y receptors is
necessary for efficient IL-13 production in response to particulate activators of the

Nlrp3 inflammasome.

DISCUSSION
Autocrine ATP signaling is emerging as an important mechanism to control various cell
functions (21). Fine-tuned purinergic signaling through various ionotropic P2X and

metabotropic P2Y receptors is associated with many physiological and pathological
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processes. We here show that particles such as uric acid crystals and silica trigger ATP
release from pulmonary epithelial cells and THP-1 human macrophages. The release
partially depends on purinergic receptors and pannexin/connexin channels. ATP was
previously shown to be actively released from human monocytes stimulated with
different PAMPs or by uric acid crystals in amounts correlating with the production of
IL-13 by these cells (52). The authors mainly focused on PAMPs-derived mechanism on
Nlrp3 activation with no data referred to Panx-1.

Our data demonstrate that IL-1f3 maturation and secretion by the uric acid, silica or
Alum particles, able to activate the NIrp3 inflammasome, depend on purinergic
signaling. However, P2X4, P2X7 or P2Y2 receptors appear to have a moderate role. The
innate deficiency of P2X7 expression does not change the cells capacity to produce IL-1f3
whereas temporary inhibition with the so-called specific inhibitor A740003 is able to
severely impair the cytokine production. Conversely, the use of broad-spectrum P2X and
P2Y inhibitors suramin or oATP was able to prevent up to hundred percent maturation
of IL-1, highlighting the importance of the P2 purinergic receptor family. Our results
are different from Rubartelli et al, who assumed a role for P2X7R in IL-1 production by
human monocytes upon uric acid crystals (52). Most of the previous observations
reported that blocking or deletion of P2X7R did not affect uric acid (15), silica (Iyer et al,,
2009 or Alum (32) crystals-induced IL-1 production. In the opposite, Alzheimer disease
related amyloid-f protein aggregates was shown to promote IL-1(3 release through
P2X7R mediated ATP release (53).

Importantly, all particles affecting inflammasome activity are fully dependent on
potassium efflux, suggesting a role for the P2X7R or other ionotropic P2XR involved in

potassium efflux. To note, among the more studied inflammasome activation pathways,
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e.g. ROS production and lysosomal destabilization, potassium efflux appears to be the
only one unanimously admitted.

Large amount of ATP (5mM) in presence of LPS was shown to induce Nlrp3 activation in
vitro dependently of the P2X7 receptor. This constitutes an in vitro model of
inflammasome activation but do not correspond to physiological activation of
macrophages. Prolonged ATP stimulation of P2X7R results in membrane disruption and
cell death underlying the non-physiological or pathological impact of high ATP levels.
Our major discovery here is the first time demonstration that mild dose of ATP, and
unexpectedly also ADP and UTP, albeit having no effect by themselves synergize with
particles for highest IL-1 production. We also strongly suggest that the two purinergic
receptor family P2X and P2Y are involved since both ADP and UTP act only on P2Y.
Further experiments need to be performed to better decipher the role of each receptor.
Also the role of UDP would be interesting to investigate, as it binds only to P2Y4 and
P2Y6 subtypes.

It is known that not only ATP but other nucleotides such as ADP, UTP, or UDP are
released into the extracellular space from mechanically stressed cells, in particular
endothelial and epithelial cells (22, 35, 36). These compounds may act on different
purinergic receptors and generate a fined tuned response. In particular we showed here
that ADP adding has no effect by itself in promoting IL-1 production but is able to
increase particle-induced effect. Moreover, mild dose of P2XR agonist MeATP or P2YR
agonist UTP were more potent than ATP to increase IL-1f. In our protocol, we were not
able to detect ATP release on stimulated macrophages likely due to a high level of ecto-
ATPase activity, suggesting a local increase of ADP/AMP /adenosine and possible action

on IL-1B production pathway. It is worth to note that the derivative compound
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adenosine has been shown to act as an anti-inflammatory mediator and could hence

counter-balance ATP/ADP activity (54).

We provide a new attempt on the understanding of Alum adjuvanticity in relation with
active endogenous ATP release and purinergic signalling feedback. In another hand,
MSU crystals appear to mediate its pro-inflammatory effect through P2Rs.

Extracellular ATP release has been shown to be involved in many lung pathology. We
previously published a role of P2X7R in idiopathic pulmonary fibrosis (55). In allergic
asthma, ATP release has been firstly shown to act via multiple purinergic receptors (56)
and further work focused on P2Y2 (57) and P2Y6 (58). Another study showed a
correlation between ATP content in bronchoalveolar lavage fluid of smokers and chronic
obstructive pulmonary disease (59). Murine models of COPD showed critical role of
purinergic signalling in the development of the disease (60). To note, ATP release was
shown to be mediated trough P2X7 activity (61).

We assume that environmental or occupational airway exposition to silica particles or
other mineral dusts likely induce ATP release and purinergic signaling that could play a
role in the evolution toward chronic lung pathology.

Our hypothesis is that different purinergic receptors and not only P2X7 can act together
in response to many known activators and play a central role upstream of Nlrp3
inflammasome activation. This does not rule out the requirement of phagocytosis
followed by endosomal acidification and cathepsin B release as shown here and
elsewhere reports (9) (8).

In conclusion, our results suggest that particle sensing requires active ATP release

through pannexin/connexin and a multiple redundant purinergic feedback loops. ATP
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delivery in a particle-induced stress condition potentiate the Nlrp3 inflammasome

activation and maturation of pro-inflammatory IL-1.

METHODS

Reagents

MSU crystals (home made), silica (gift from Francois Huaux) and Alum (Imject Alum)
were used at 125-500pg/ml as mentioned. Particles were sonicated 15 min prior use.
A740003 is a gift from Francois Rassendren. ADP, ADP(S, ATP, ATPyS, MeATP, UTP,
A438079, oATP, suramin, carbenoxolone, bafilomycin A1, pepstatin A were from Sigma,
Ca074-Me and cytochalasin D from Calbiochem, 1°Panx-1 and 4Panx-1 from Polypeptide

Group.

Epithelial cell culture and stimulation

MLE12 murine lung epithelial cells (a gift of Muriel Pichavant) and BEAS-2B human
bronchial epithelial cells (Reddel et al., 1989) were used at low passage number. Cells
were cultured in RPMI1640 media with antibiotics, L-glutamine, Hepes and 10% FCS
and maintained in 75 cm? flasks at 37°C and 5% CO2. Media was replaced every second
day, and cells were passed at confluent by washing with Ca- and Mg-free PBS and
dislodging with 0.05% trypsin. Cells were plated in 96-well microculture plates (2.10°
cells/well for MLE12 and 10> cells/well for BEAS-2B) containing 0.2 ml of media per
well, and stimulated without (medium) or with particles and inhibitors when
mentionned. Experiments used at least triplicate wells for each treatment level and
allocated six or nine wells per culture plate as controls. All experiments were replicated
with at least two independent cell passages. Cell death was monitored by MTT using

standard protocol.
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ATP measurement

Extracellular ATP in cell culture supernatant was quantified using ATP Lite One Step kit
(Perkin Elmer). Quick centrifugation of the plates was performed to avoid any cell debris

contamination.

Luminescence produced was measured by a luminometer (Mithras, Berthold

Technologies).

Bone Marrow Derived Cells culture and stimulation

Primary bone marrow-derived macrophages (BMDM) and dendritic cells (BMDC) were
obtained as described (62). In brief, femurs and tibias cells from C57BL/6 mice or mice
deficient for P2X4, P2X7, P2Y2, Nlrc4, Nlrp3, ASC, Casp-1 and Panx-1 were isolated.
BMDM were cultured at 106 cells/mL for 7 days in Dulbecco’s minimal essential
medium (DMEM, Sigma) supplemented with L-glutamine (2 pM, Invitrogen), penicillin
(100 U/ml, Invitrogen), streptomycin (100 pg/ml, Invitrogen), 20% horse serum and
30% L929 cell conditioned medium as a source of M-CSF. Three days after washing and
reculturing in fresh medium, the cell preparation contained a homogenous population of
>95% macrophages. BMDC were cultured in RPMI 1640 medium, supplemented with
10% FCS (Hyclone), L-glutamine (2 pM, Invitrogen), 3-Mercaptoethanol (50 nM,
Invitrogen), penicillin (100 U/ml, Invitrogen), streptomycin (100 ug/ml, Invitrogen) and
5% of ]558L cells supernatant (source of GM-CSF). On days 3, 6 and 8 the medium was
refreshed and GM-CSF was added. At day 10, non-adherent cells were harvested. The

purity of BMDCs was greater than 90%.
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BMDM and BMDC were plated in 96-well microculture plates (2.105 cells/well) and

primed 3h with 100 ng/mL ultrapure LPS (Escherichia coli, serotype 0111.B4,

Invivogen) then washed and stimulated by particles and compounds listed for 6hours or

30-45min prior collecting supernatant with ATP 5mM. Supernatants were collected and

IL-1B or TNF-a cytokines were assayed by ELISA assay.

Cytokine measurement by ELISA

IL-1p and TNF«a levels in cell supernatant were determined using ELISA assay kits (R&D

system, Minneapolis, USA) according to manufacturer’s instructions.

Statistical Analysis

Statistical evaluation of differences between the experimental groups was determine by

Mann Whitney test using Prism software. P values of <0.05 were considered statistically

significant.

REFERENCES

1. F. Martinon, K. Burns, ]. Tschopp, The inflammasome: a molecular platform triggering activation
of inflammatory caspases and processing of prolL-beta. Mol Cell 10, 417 (Aug, 2002).

2. 0. Gross, M. Weber, ]. W. Fries, G. A. Muller, Living donor kidney transplantation from relatives
with mild urinary abnormalities in Alport syndrome: long-term risk, benefit and outcome.
Nephrol Dial Transplant 24, 1626 (May, 2009).

3. S. B. Willingham et al, NLRP3 (NALP3, Cryopyrin) facilitates in vivo caspase-1 activation,
necrosis, and HMGB1 release via inflammasome-dependent and -independent pathways. |
Immunol 183, 2008 (Aug 1, 2009).

4, P. Pelegrin, A. Surprenant, Pannexin-1 couples to maitotoxin- and nigericin-induced interleukin-
1beta release through a dye uptake-independent pathway. J Biol Chem 282, 2386 (Jan 26, 2007).

5. V. Petrilli et al,, Activation of the NALP3 inflammasome is triggered by low intracellular potassium
concentration. Cell Death Differ 14, 1583 (Sep, 2007).

6. L. Feldmeyer et al, The inflammasome mediates UVB-induced activation and secretion of
interleukin-1beta by keratinocytes. Curr Biol 17, 1140 (Jul 3, 2007).

7. F. S. Sutterwala et al, Critical role for NALP3/CIAS1/Cryopyrin in innate and adaptive immunity
through its regulation of caspase-1. Immunity 24, 317 (Mar, 2006).

8. C. Dostert et al, Innate immune activation through Nalp3 inflammasome sensing of asbestos and
silica. Science 320, 674 (May 2, 2008).

9. V. Hornung et al, Silica crystals and aluminum salts activate the NALP3 inflammasome through
phagosomal destabilization. Nat Immunol, (Jul 11, 2008).

10. R. Zhou, A. Tardivel, B. Thorens, I. Choi, ]J. Tschopp, Thioredoxin-interacting protein links
oxidative stress to inflammasome activation. Nat Immunol 11, 136 (Feb, 2010).

11. P. Duewell et al, NLRP3 inflammasomes are required for atherogenesis and activated by

cholesterol crystals. Nature 464, 1357 (Apr 29, 2010).

145



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

A. Halle et al, The NALP3 inflammasome is involved in the innate immune response to amyloid-
beta. Nat Immunol 9, 857 (Aug, 2008).

A. Babelova et al, Biglycan: A danger signal that activates the NLRP3 inflammasome via toll-like
and P2X receptors. ] Biol Chem, (Jul 21, 2009).

S. Mariathasan et al, Cryopyrin activates the inflammasome in response to toxins and ATP. Nature
440, 228 (Mar 9, 2006).

F. Martinon, V. Petrilli, A. Mayor, A. Tardivel, ]. Tschopp, Gout-associated uric acid crystals activate
the NALP3 inflammasome. Nature 440, 237 (Mar 9, 2006).

S. L. Cassel, S. Joly, F. S. Sutterwala, The NLRP3 inflammasome: a sensor of immune danger signals.
Semin Immunol 21, 194 (Aug, 2009).

N. Marina-Garcia et al., Pannexin-1-mediated intracellular delivery of muramyl dipeptide induces
caspase-1 activation via cryopyrin/NLRP3 independently of Nod2. ] Immunol 180, 4050 (Mar 15,
2008).

K. Schroder, J. Tschopp, The inflammasomes. Cell 140, 821 (Mar 19, 2010).

J. Tschopp, K. Schroder, NLRP3 inflammasome activation: The convergence of multiple signalling
pathways on ROS production? Nat Rev Immunol 10, 210 (Mar, 2010).

R. Zhou, A. S. Yazdi, P. Menu, J. Tschopp, A role for mitochondria in NLRP3 inflammasome
activation. Nature, (Dec 1,2010).

H. A. Praetorius, ]. Leipziger, ATP release from non-excitable cells. Purinergic Signal 5, 433 (Dec,
2009).

E. R. Lazarowski, R. C. Boucher, T. K. Harden, Mechanisms of release of nucleotides and
integration of their action as P2X- and P2Y-receptor activating molecules. Mol Pharmacol 64, 785
(Oct, 2003).

G. G. Yegutkin, Nucleotide- and nucleoside-converting ectoenzymes: Important modulators of
purinergic signalling cascade. Biochim Biophys Acta 1783, 673 (May, 2008).

U. Schenk et al, Purinergic control of T cell activation by ATP released through pannexin-1
hemichannels. Sci Signal 1, ra6 (2008).

Y. Chen et al, Purinergic signaling: a fundamental mechanism in neutrophil activation. Sci Signal
3,ra45 (2010).

Y. Chen et al.,, ATP release guides neutrophil chemotaxis via P2Y2 and A3 receptors. Science 314,
1792 (Dec 15, 2006).

M. Kronlage et al, Autocrine purinergic receptor signaling is essential for macrophage
chemotaxis. Sci Signal 3, ra55 (2010).

M. R. Elliott et al, Nucleotides released by apoptotic cells act as a find-me signal to promote
phagocytic clearance. Nature 461, 282 (Sep 10, 2009).

F. B. Chekeni et al, Pannexin 1 channels mediate 'find-me' signal release and membrane
permeability during apoptosis. Nature 467,863 (Oct 14, 2010).

S. S. Iyer et al, Necrotic cells trigger a sterile inflammatory response through the Nlrp3
inflammasome. Proc Natl Acad Sci US A 106, 20388 (Dec 1, 2009).

S. L. Cassel et al,, The Nalp3 inflammasome is essential for the development of silicosis. Proc Natl
Acad Sci US A, (Jun 24, 2008).

S. C. Eisenbarth, O. R. Colegio, W. O'Connor, F. S. Sutterwala, R. A. Flavell, Crucial role for the Nalp3
inflammasome in the immunostimulatory properties of aluminium adjuvants. Nature 453, 1122
(Jun 19, 2008).

C.S. Arlehamn, V. Petrilli, O. Gross, ]. Tschopp, T. ]. Evans, The role of potassium in inflammasome
activation by bacteria. / Biol Chem 285, 10508 (Apr 2, 2010).

N. Riteau et al, Extracellular ATP is a Danger Signal Activating P2X7 Receptor in Lung
Inflammation and Fibrosis. Am J Respir Crit Care Med, (Jun 3, 2010).

F. Di Virgilio, P. A. Borea, P. Illes, P2 receptors meet the immune system. Trends Pharmacol Sci 22,
5 (Jan, 2001).

S. F. Okada, R. A. Nicholas, S. M. Kreda, E. R. Lazarowski, R. C. Boucher, Physiological regulation of
ATP release at the apical surface of human airway epithelia. /] Biol Chem 281, 22992 (Aug 11,
2006).

L. Bao, S. Locovei, G. Dahl, Pannexin membrane channels are mechanosensitive conduits for ATP.
FEBS Lett 572, 65 (Aug 13, 2004).

R. Iglesias, G. Dahl, F. Qiu, D. C. Spray, E. Scemes, Pannexin 1: the molecular substrate of astrocyte
"hemichannels". ] Neurosci 29, 7092 (May 27, 2009).

S. Locovei, L. Bao, G. Dahl, Pannexin 1 in erythrocytes: function without a gap. Proc Natl Acad Sci U
SA103,7655 (May 16, 2006).

146



40.

41.

42.
43.

44,

45,

46.

47.

48.

49,

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

Z.Chen et al, Identification of two novel markers for alveolar epithelial type I and II cells. Biochem
Biophys Res Commun 319, 774 (Jul 2, 2004).

G. A. Ransford et al, Pannexin 1 Contributes to ATP Release in Airway Epithelia. Am J Respir Cell
Mol Biol, (Feb 12,2009).

B. F. King, Novel P2X7 receptor antagonists ease the pain. Br ] Pharmacol 151, 565 (Jul, 2007).

S. M. Joseph, M. R. Buchakjian, G. R. Dubyak, Colocalization of ATP release sites and ecto-ATPase
activity at the extracellular surface of human astrocytes. / Biol Chem 278, 23331 (Jun 27, 2003).

A. L. Harris, Connexin channel permeability to cytoplasmic molecules. Prog Biophys Mol Biol 94,
120 (May-Jun, 2007).

E. Scemes, D. C. Spray, P. Meda, Connexins, pannexins, innexins: novel roles of "hemi-channels".
Pflugers Arch 457, 1207 (Apr, 2009).

G. G. Yegutkin, Nucleotide- and nucleoside-converting ectoenzymes: Important modulators of
purinergic signalling cascade. Biochimica et biophysica acta 1783, 673 (May, 2008).

T. Fujiwara, K. Oda, S. Yokota, A. Takatsuki, Y. Ikehara, Brefeldin A causes disassembly of the Golgi
complex and accumulation of secretory proteins in the endoplasmic reticulum. J Biol Chem 263,
18545 (Dec 5, 1988).

M. Sebbagh et al, Caspase-3-mediated cleavage of ROCK I induces MLC phosphorylation and
apoptotic membrane blebbing. Nat Cell Biol 3, 346 (Apr, 2001).

H. K. Eltzschig et al, ATP release from activated neutrophils occurs via connexin 43 and
modulates adenosine-dependent endothelial cell function. Circ Res 99, 1100 (Nov 10, 2006).

J. A. Orellana et al., ATP and glutamate released via astroglial connexin 43 hemichannels mediate
neuronal death through activation of pannexin 1 hemichannels. ] Neurochem, (Feb 5,2011).

Y. Qu et al, Pannexin-1 is required for ATP release during apoptosis but not for inflammasome
activation. Journal of immunology 186, 6553 (Jun 1, 2011).

A. Piccini et al.,, ATP is released by monocytes stimulated with pathogen-sensing receptor ligands
and induces IL-1beta and IL-18 secretion in an autocrine way. Proc Natl Acad Sci U S A 105, 8067
(Jun 10, 2008).

J. M. Sanz et al.,, Activation of microglia by amyloid {beta} requires P2X7 receptor expression. J
Immunol 182, 4378 (Apr 1, 2009).

M. J. Bours, E. L. Swennen, F. Di Virgilio, B. N. Cronstein, P. C. Dagnelie, Adenosine 5'-triphosphate
and adenosine as endogenous signaling molecules in immunity and inflammation. Pharmacol
Ther 112,358 (Nov, 2006).

N. Riteau et al.,, Extracellular ATP is a danger signal activating P2X7 receptor in lung inflammation
and fibrosis. Am J Respir Crit Care Med 182, 774 (Sep 15, 2010).

M. Idzko et al, Extracellular ATP triggers and maintains asthmatic airway inflammation by
activating dendritic cells. Nat Med 13,913 (Aug, 2007).

T. Muller et al.,, The purinergic receptor P2Y2 receptor mediates chemotaxis of dendritic cells and
eosinophils in allergic lung inflammation. Allergy 65, 1545 (Dec, 2010).

R. Paula Vieira et al, P2Y6 Receptor Contributes to Airway Inflammation and Remodeling in
Experimental Allergic Airway Inflammation. American journal of respiratory and critical care
medicine, (Apr21,2011).

M. Lommatzsch et al, Extracellular adenosine triphosphate and chronic obstructive pulmonary
disease. American journal of respiratory and critical care medicine 181,928 (May 1, 2010).

S. Cicko et al, Purinergic receptor inhibition prevents the development of smoke-induced lung
injury and emphysema. /] Immunol 185, 688 (Jul 1, 2010).

M. Lucattelli et al, P2X7 Receptor Signalling in the Pathogenesis of Smoke-induced Lung
Inflammation and Emphysema. Am | Respir Cell Mol Biol, (May 27,2010).

M. Muller et al., Correction or transfer of immunodeficiency due to TNF-LT alpha deletion by bone
marrow transplantation. Mol Med 2, 247 (1996).

147



FIGURE LEGENDS

Figure 1

Uric acid crystals (MSU) and silica trigger active release of ATP by lung epithelial
cells, partially through P2X7 and connexin and/or connexin pathway

Dose dependent increase of eATP content 6h after MSU or silica exposed murine lung
epithelial cells (Fig. 1A) or human bronchial epithelial cells (Fig. 1B). MTT viability assay
show no major difference at this time point, suggesting active ATP release mechanism
(Fig. 1A). P2X7 inhibitors A438079 and A740003 or pannexin/connexin inhibitor
carbenoxolone partially inhibit active ATP release from BEAS cells exposed to MSU or
Silica (Fig. 1C). The kinetic of inhibition is depicted after MSU incubation on BEAS (Fig.
1D) or MLE-12 (Fig. 1E) cells.

Data are representative of 3 independent experiments and are expressed as mean

values + SD.

Figure 2

Uric acid crystals, silica or alum trigger active release of ATP by human
macrophages

THP-1 incubated with MSU crystals release ATP in the supernatant that peaks after 2
hours and rapidly return to baseline (Fig. 2A). Higher concentrations were obtained
using the ecto-ATPase inhibitor ARL67146 (ARL) to preserve ATP (Fig. 2B). In presence
of ARL67146, there is a strong correlation between MSU, silica and Alum-induced ATP
release and IL-1f3 production (Fig. 2C).

Data are representative of 2 independent experiments and are expressed as mean

values + SD.
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Figure 3

Phagocytosis or cysteine proteases inhibitors block both IL-1f production and
ATP release

Phagocytosis inhibitor cytochalasin D (Cyt D) and cysteine proteases inhibitor E-64d but
not acidic protease inhibitor pepstatin A were able to strinkingly decrease both silica- or
Alum-induced ATP release (Fig. 3A) and IL-1[3 production (Fig. 3B).

Data are representative of 3 independent experiments and are expressed as mean

values £ SD. (***, p < 0.001; ns, non significant).

Figure 4

P2X7R or Pannexin/Connexin hemichannel are required ATP release and IL-1f3
secretion

Connexin/pannexin channel blocker carbenoxolone (CBX) and connexin channel blocker
flufenamic acid (FFA) significantly reduced both ATP and IL-1f release induced by silica
and Alum (Fig 4A and B). Specific inhibition of the P2X7R with 10uM A740003 leads to
partial inhibition of ATP release without inhibition of IL-13 production whereas higher
concentrations are efficient both in ATP release and IL-1b production but might be non-
specific (Fig 4A and B).

Data are representative of 3 independent experiments and are expressed as mean

values £ SD. (**, p < 0.01; *** p < 0.001; ns, non significant).
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Figure 5

IL-1f production by murine macrophages upon MSU, silica or alum depend on
purinergic signaling and panx-1

IL-1B production by LPS-primed macrophages stimulated with silica or Alum is dose-
dependently decreased using P2X7 inhibitor A740003 or more potently with the broad-
spectrum purinergic inhibitor oATP (Fig. 5A). The same effet is observed with the
connexin/pannexin inhibitor carbenoxolone (CBX) (Fig. 5A). Purinergic inhihitor
suramin also decreases in a dose dependent manner IL-f production in response to
MSU, Silica and Alum (Fig. 5B).

Data are representative of 2 independent experiments and are expressed as mean

values + SD.

Figure 6

Single P2R or pannexin-1 deficiency does not lead to reduced IL-1f3 production
IL-1B production in LPS-primed macrophages stimulated by MSU, silica or ALUM is not
decreased in absence of purinergic receptors P2X4 (Fig. 6A), P2X7 (Fig. 6A) or P2Y2
(Fig. 6C). In contrast, high exogenous ATP-mediated IL-13 production is fully dependent
of P2X7 (Fig. 6B). Pannexin-1 deficiency also shows no IL-1f production impairment in
response to the three particles (Fig. 6D).

Data are representative of 3 independent experiments and are expressed as mean

values + SD.
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Figure 7

LPS-primed macrophages followed by 500uM of ATP, ADP or stable derivatives,
respectively ATPyS and ADPfS do not lead to production of IL-1f3. However it strongly
enhances particle-mediated IL-1f production (Fig. 7A). Similarly, 600uM of P2XRs
agonist MeATP or P2YRs agonist UTP are able to increase from 25 to 50% the amount of
IL-1B (Fig. 7B). The same synergistic effet of ATP, ATPyS, ADP and ADPfS are observed
with THP1 cells stimulated with Alum or silica (Fig. 7C). ADP up to 5mM alone is not
sufficient for IL-1f maturation, but it highly exacerbates MSU or Silica effects to LPS-
primed BMDM (Fig. 7D). On the contrary, adenosine is able to dampen the effect of MSU
or silica (Fig. 7E).

Data are representative of 2-3 independent experiments and are expressed as mean

values + SD.

Supplementary figure 1

Uric acid, silica and alum salt crystals-induced IL-1b production depend on NLRP3
inflammasome

MSU, silica and Alum-induced IL-13 on LPS-primed BMDM is dependent on Nlrp3
inflammasome (Suppl Fig. 1A) and not Nlrp4 inflammasome as shown for bone marrow-
derived -macrophages (Suppl Fig. 1C) and -dendritic cells (Suppl Fig. 1D). By contrast,
TNF-a secretion is Nlrp3-independent (Suppl Fig. 1B).

Data are representative of 2 independent experiments and are expressed as mean

values + SD.
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Supplementary figure 2

Uric acid, silica and alum salt crystals-induced IL-1b production depend on NLRP3
inflammasome

Inhibitions of phagocytosis by cytochalasine D (Cyt D), lysosome acidification by
bafilomycin or cathepsin B activity by Ca074-Me blocked IL-1 production induced by
MSU, silica or Alum on LPS-primed macrophages (Suppl Fig. 2A). In contrast, the
negative control pepstatin A (Pepst A) that inhibits acidic proteases has not effet on IL-
1B (Suppl Fig. 2A).

Data are representative of 2-3 independent experiments and are expressed as mean

values + SD.

Supplementary figure 3

Specific requirement of P2Rs and connexin/pannexin for IL-18 production by
murine macrophages by MSU, silica or alum

Pannexin-1 inhibitor 1°Panx-1 and its control 14Panx effects are shown together with
A740003, oATP and CBX on IL-B production and unrelated TNFa as a toxicity control
(Suppl Fig. 3).

MSU, Silica and Alum used at 250pg/ml and A740003 : 100uM, oATP : 500uM,
Carbenoxolone (CBX) : 50uM, 19Panx-1 and #Panx : 200uM.

Data are representative of 2 independent experiments and are expressed as mean

values + SD.
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Figure 1: Uric acid crystals or silica trigger active release of ATP by lung epithelial cells partially through P2X7 and
connexin and/or connexin pathway
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Figure 2: Uric acid crystals, silica or alum trigger active release of ATP by human macrophages
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Figure 4: P2X7R or Pannexin/Connexin hemichannel are required ATP release and IL-1f secretion
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Figure 6: Single P2R or pannexin-1 deficiency does not lead to reduced IL-1§ production
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Figure S1 : Uric acid, silica and alum salt crystals-induced IL-1b production depend on NLRP3 inflammasome
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Figure 7 Other Purinergic ligands involved in particle-mediated inflammasome activation in macrophages
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Discussion

A. Signaux de dangers et Pathogenése
1 Signaux de dangers et poumon
a Acide urique

Lorsque des cellules mourantes sont co-injectges an antigéne, elles fournissent un effet
adjuvant pour I'élaboration de la réponse adama(B99, 400. Il fut montré en 2003 que c'est
majoritairement l'acide urique provenant des cebBuirradiées qui constitue un adjuvant endogene
capable de stimuler la maturation des cellules diakes et favoriser la réponse des lymphocytes T
cytotoxiques. Dans ce modele, I'élimination de ibdgc urique dans les cellules mortes réduit
I'activation de CTLs d’environ 90%306). L'administration dans les voies aériennes dimtigéne
protéique en présence de MSU est suffisant powir@dine réponse de type Th2 et une réponse de
type asthmatiquel4).

Dans I'endommagement pulmonaire induit par la Btz la souris, nous avons montré que le
taux d’acide urique est augmenté dans les voigsaraggires et que l'instillation d’acide urique sou
forme cristalline (MSU) est pro-inflammatoire. Leaitements visant a diminuer la quantité d’acide
urique s’accompagne d’une diminution de l'inflamratet plus tardivement de la fibrosé0Q). La
signalisation passe par I'axe NIrp3/IL-1R40(). Or c’est en absence du récepteur IL-1R1 que nous
avons observé I'inhibition la plus forte de la patgie B95. In vitro, les cristaux de MSU induisent
une forte production d’IL{1 via NIrp3 qui se fixe ensuite sur IL-1R1. Ainsitre étude montre le
réle de I'acide urique en tant que signal de dadgess la mise en place de la réponse immunitaire en

condition stérile.

Cependant une critique majeure, sans cesse seulestl'absence d’observation aprés BLM
dans les poumons d’'une forme cristallisée de laaidque. Or les concentrations d’acide urique
nécessaires pour stimuler les cellules dendritigoges celles qui permettent sa précipitation en MSU
(396). L'acide urique soluble ne permettrait pas cdetefhdjuvant, notamment du fait de son
incapacité a activer I'inflammasome Nirp3. La formenuno-stimulatrice de I'acide urique est celle
cristalline 396), comme pour I'alum402. Une autre étude a montiré vitro que les éosinophiles
humains sont attirés de facon dose-dépendantenstlda mémes proportions par de l'acide urique
soluble ou cristallisé en MSU. Toutefois, seuldecderniere permet la production de IL-6 et IL-8 pa
les mémes cellulegl(3).

On peut opposer a ces remarques que l'acide uagueelativement insoluble dans les fluides
biologiques (70 ug/ml) (397) et aurait tendance a micro-cristalliser faciletneaci en fonction du pH

et de la température. Les mammiferes possédentameentration basale élevée en acide urique dans
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le sang (40-6Qug/ml) (397). La concentration est bien plus élevée dans teptasme et encore
davantage lorsque la cellule est Iésée et dégeslacgdes nucléiques. L'environnement local autour
des cellules mortes pourrait ainsi facilement attes le seuil de saturation et favoriser la

cristallisation en MSU.

Cet adjuvant endogéne pourrait étre incriminé aantaines pathologies auto-immunes ou une
forte incidence de I'hyper-uricémie a été rappo(t8=)). Le rbéle de I'acide urique et sa potentialité a
cristalliser pourrait étre particulierement impottachez 'homme qui ne posséde pas d'uricase

fonctionnelle 284).

Cependant I'action de l'acide urique/MSU semblpet@re des situations. Il a été montré que
de l'acide urique est libéré dans les voies aégsmie patients ou de souris asthmatiques stimalés p
I'allergene HDM (House Dust MitelL(4). Cet acide urique est nécessaire pour générectatement
des éosinophiles, une hyperactivité bronchiquenet réponse Th2. De fagon surprenante, les effets
adjuvants de l'acide urique sont indépendants dldmmasome NIrp3 et de la voie de I'lL-1.
L'administration de MSU active les cellules deridties via les kinases Syk et PI3K. Ainsi, I'acide

urigue serait également un initiateur et ampliicatimportant dans l'inflammation allergiquild).

S’écartant du modéle pulmonaire, mais toujoursiem direct avec I'étude du role de I'acide
urique, des chercheurs convaincus des limitesrd#srhents cherchant a diminuer les concentrations
sériques et tissulaires en acide urique ont géaesénodeles génétiques. lls ont créé deux modeles d
souris transgeéniques, I'une exprimant une uricasiteacellulaire dans le peroxysome et I'autre une
forme sécrétée dans le milied0§ permettant une déplétion en acide urique de 3886 te sérum a
60% dans le péritoine. Les auteurs ont utilisé teléhe d’hépatotoxicité induite par une dose forte
d’acétaminophene (AAP) afin d’examiner le réle Beitde urique dans le cadre d’'une inflammation
en réponse a la mort cellulaire. L’AAP est converii un composé fortement toxique pour le foie
créant ainsi une nécrose péri-lobulaire en moinmeal’journée. Il se produit une mort cellulaire
massive qui induit une robuste réponse inflammatgirincipalement neutrophilique. L'afflux de
neutrophiles et les productions de MIP-2, KC etifi_sont fortement réduites dans deux modéles de
souris transgéniques avec toutefois quelques i@r&@atA noter que la nécrose elle-méme n’est pas
modifiée, ni la production d’enzymes caractéristigide la Iésion hépatiqué0g).

Dans un autre modele, l'injection de cellules o#ques issues des souris transgéniques
possédant moins d’acide urique provoque une inflatiom moindre que celle produite par I'injection
de cellules nécrotiques sauvages. Cela montreléidgile exercé par I'acide uriqgue dans la promotion
de linflammation stérile dans le cadre de moriuteire par nécrose. Dans les cas d’inflammation
résultant de l'injection dans le péritoine de mattes de silice, de zymosan ou de LPS, I'acideueriq
ne semble jouer aucun réle significatDf). En conclusion, les résultats indiquent que faé&tén en

acide urique ne cause pas un défaut généraliséludlion d’inflammation aigué mais affecte
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sélectivement l'inflammation résultant d'une mortllglaire en condition stérile. Il serait tres

intéressant de transposer ces recherches dansiéenizi M.

b ATP

Le réle de I'ATP extracellulaire en tant que silgtk@ danger potentiel dans les poumons date de
2007 B99). Les données publiées montrent que la concemtrath ATP dans les voies aériennes est
augmentée chez les patients asthmatiques ainsi chee les souris ou l'asthme est induit
expérimentalement. Chez la souris, les parametiesipaux de la pathologie sont diminués lorsque
I’ATP est neutralisé et au contraire exacerbégjlaeda signalisation purinergique P2R est altdrés.
auteurs signalent que les effets adjuvants de I'A®Rt en partie du aux meilleurs recrutement et
activation des cellules dendritiques myéloides pulaires qui induisent une plus forte réponse Th2 au
niveau des ganglions médiastinaG29).

Une étude publiée récemment reprend et affinaiosriaspects mécanismes reliant purine et
asthme 406). Les auteurs montrent que la déficience dangdepteur P2Y2 réduit modérément les
caractéristiques cardinales de I'asthme allergiguepoint de vue du recrutement cellulaire, de la
production des cytokines Th2 et de I'hyperréaddititonchique. La présence de P2Y2 sur les DCs est
en grande partie responsable de leur migrationiaan des poumons mais elle n'est pas nécessaire
pour la production de cytokines et de facteurs @esticnulation. De méme, la co-incubation avec
'antigene OVA de DCs déficients en P2Y2 ne modifies le profil Th2 des lymphocytes OVA-
spécifique. Les monocytes et les éosinophiles ikxila sang de patients asthmatiques, restimulés pa
un antigéne présent dans HDM (Derl), présenteneypeession de P2Y2 tres supérieure aux mémes
cellules provenant de sujets saihswvitro, le chimiotactisme des cellules des patients onge a
I'ATP et 'UTP est augmenté par rapport aux sugatims et réduit des deux tiers en absence de P2Y2.
Au final le récepteur P2Y2 semble bien avoir urerdlir le recrutement des cellules inflammatoires
mais pas directement leur activatid®§).

La méme équipe a publié un article sur le roI®2¥6, seul récepteur répondant a I'UDP, dans
la mise en place de la I'asthme allergique. A édénce du précédent, P2Y6 aurait un réle trés
important au niveau des cellules épithéliales. &divation permet la synthése de cytokines (IL6) e
chimiokines (IL-8), favorisant fortement le recnument des cellules immunitaires dans le poumon et

I'hyperréactivité bronchiquedQ7).

D’autres modeles de pathologies ont appuyé le edsez général de la signalisation
purinergique dans I'immunité pulmonaire. La CORIh(onic ObstructivePulmonaryDisease) est la
cause principale de mortalité et de morbidité maledi408). La fumée de cigarette constitue le
facteur de risque principal de développement de @OIPa été montré que la concentration en ATP

est significativement augmentée dans le BAL deis@axposées a de la fumée de cigaret@9)(ou
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chez les fumeurs4(0. Chez I'hnomme, la consommation de cigarette peutemps avant le
prélévement exacerbe fortement la teneur en AfP)(La concentration en ATP est maximale chez
les patients fumeurs ou anciens fumeurs souffranfE@PD 410. Il existe une corrélation négative
entre 'ATP et la fonction pulmonairel10. A noter que la libération méme d’ATP est en ipart
dépendante de la présence de P2XI7)( Chez les souris, la neutralisation de 'ATP (AgBe) ou
I'inhibition non spécifique des P2Rs (Suramine, BB\ réduit l'inflammation en termes de
recrutement cellulaires, production de cytokineshemiokines dans un modéle de CORIJ). Plus
étonnant, un traitement retardé de plusieurs japrés le début des expositions a la fumée de tigare
(au 4™ jour sur 6) suffit pour diminuer fortement l'inftamation cellulaire mais aussi le contenu du
BAL en ATP @12). Les expériences d’exposition chroniqgue comme éteod’emphyseme montrent
une forte augmentation de I'ATP dans le BAL aprandis. Un traitement oral par la suramine ou le
PPADS est suffisant pour bloquer significativeméntdéveloppement de la pathologie en termes
d’architecture pulmonaire et d’analyse morpho-nyéigi L'augmentation des lymphocytes CDst
des cellules productrices d’'IlFNou de IL-13 observée en cas d’emphyséme est égatefiortement
atténuée lors de traitements bloquant la signais&®2R 412).

Les auteurs ont noté l'existence d'une corrélat@mre recrutement de neutrophiles et
concentration en ATP dans le BAL. En outre, l'aidditseule d’ATP ou d’ATIS en intratrachéal
induit le recrutement de neutrophiles dans le BAksuré 24h aprésAl?. Ce recrutement est
dépendent du récepteur P2Y2 puisque la méme erpériehez des souris qui en sont déficientes
limitent fortement I'effet de 'ATRS. Dans le modeéle d’exposition aigué a la fuméeidarette, les
données montrent que les souris déficientes en R2¥&entent moins d’ATP dans le BAL ainsi
gu’'une inflammation cellulaire et cytokinique dimi#e. Des expériences sur souris irradiées
concluent que c’est principalement I'expressionR&Y?2 sur les cellules hématopoiétiques qui est

importante pour le développement de la patholo$i@)(

Les neutrophiles sériques de patients avec uneDC@sentent une chimio-attraction par
différentes doses d’ATP (1-10M) supérieure a celle des cellules issues de sus@tss 410).
Similairement, ces neutrophiles libérent une pltende quantité d’élastase en réponse aux doses
mémes d’ATP. Les macrophages alvéolaires de safjtgits de COPD stimulés par de I'ATP (1-
100QuM) sans LPS produisent significativement plus delfiLet de MMP9 et moins de TIMP-1
(410.11 a récemment été montré que P2X7 est impliques da recrutement de neutrophiles dans les
poumons. Son activation module I'expression de MIAEudr les neutrophiles, intégrine importante
dans le recrutement des neutrophiles vers l'inflation @13). En outre, I'inhibition de P2X7 peut
également affecter indirectement la migration destnophiles en diminuant les chimiokines qui les
attirent. Les concentrations dans le BAL en KC éP# sont fortement réduites lorsque P2X7 est
inhibé par le KN-62411).

La signalisation P2X7 intervient dans la mise éce de l'inflammation et la formation de
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'emphyseme. Son inhibition ou son absence montieet diminution de l'inflammation et prévient

I'apparition de I'emphyseme. L'inhibition pharmaoglque de P2X7 apparait également effective
lorsque que linflammation induite par la fumée dgarette est déja installée. Des expériences
d’irradiations montrent que dans le cadre de I'eyspme I'expression de P2X7 est importante au sein

des cellules immunitaired11).

Il existe une forte surexpression de P2Y2 sunigrophiles et de P2X7 sur les macrophages
de patients avec une COPELQ). Au final L’ATP extracellulaire persiste dansBAL des fumeurs et
est impliqué dans la pathogénése de la COPD emigawnb I'inflammation et la dégradation tissulaire

(410. Il existe un réle évident de plusieurs réce@quurinergiques, dont P2X7 et P2Y?2.

Les travaux publiés par le laboratoire s'intéressenrdle de I'ATP extracellulaire dans la
promotion de l'inflammation et la fibrose en répersla BLM @14). lls s’accordent avec la littérature
ou la forte libération d’ATP constitue un signabkldrte facilement produit en réponse a différents
types d’agression pulmonaires. Nos résultats sppuyes par une certaine pertinence clinique,
puisque la concentration en ATP dans I'espace kliréoest augmentée chez les patients souffrant de
fibrose pulmonaire et plus élevé encore chez lésmga en phase critique d’exacerbatidt4). Nous
avons identifié le réle de P2X7 sans pour autaotues le role des autres récepteurs purinergiques,
qui mériteraient notre attention. Notamment P2Y2 semble jouer un réle particulier dans le

recrutement de neutrophiles, type cellulaire pgat@ dans BAL lors de la phase aigué.

Il est & parier que de nombreuses autres étudesnia vont présenter les roles d'autres
récepteurs purinergiques dans la régulation dédanse immunitaire. Par exemple, I'exposition aigué
a la fumée de cigarette conduit & 'augmentatignicative de P2X1, P2X4, P2X7 et P2Y2 dans les
neutrophiles sanguins, de P2X7 et P2Y2 dans legapdiles du BALF, de P2X7 P2Y2 et P2Y13
dans les macrophages du BALF et de P2Y4, P2Y6, B2R2X1, P2X4 et P2X7 dans 'homogénat de

poumon 412), ce qui laisse présumer des découvertes impegant

C Autres signaux de dangers

HMGB1

HMGB1 (High Mobility Group Boxl) est une protéine nucléaire impliguée dans les
phénomenes de courbures de 'ADN pour le recrutérdenprotéinesad hoc Son nom vient de
I'observation de sa capacité a migrer rapidemens da ge(415. HMGBL1 est présente chez tous les
mammiferes. Elle peut étre libérée par les celluiésrotiques ou activement sécrétée par les
macrophages, les cellules dendritiques ou NK aetii@16). La capacité des leucocytes a sécréter

activement un composant nucléaire peut paraitrprenante. Certains estiment qu'il s’agirait de
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recréer un environnement associé a la nécrosenetadbactivation immunitaire4(l7).

A noter que HMGB1 peut subir de nombreuses matifios post-traductionnelles. Il fut
notamment montré sur des neutrophiles que sa naéitrylla rend moins efficace dans la liaison a
I’ADN et favorise ainsi sa diffusion passive veesciytoplasme418). Il y aurait une régulation fine de

I'action de la protéine suivant son état de modtfan.

HMGBL1 per seposséde des activités mitogénique et chimioadnaetd19). Cependant elle
formein vivodes complexes moléculaires relativement stables des PAMPs, des acides nucléiques
mais aussi certaines cytokines et chimiokingks), LPS et HMGBL1 interagissent physiqguement et
permettent une production de cytokines inflammawiplus fortes que les deux séparéméao)(
HMGB1 se complexe aussi avec I'li3-kt leur association exacerbe les productions d& @21),
MIP-2 (422 ou TNFa (422.

La sécrétion d'une forme biologiquement activeHi#BG1 est nécessaire pour l'activation des
DCs. En présence d’inhibiteur de la protéine oundle ces récepteurs les mieux caractérisé, RAGE
(Receptor forAdvancedGlycation End-products), l'incubation de DCs avec des PAMPsdeu

cytokines n’est plus suffisante pour provoquer l@aturation(423).

Le r6le de HMGBL1 en tant que signal de danger AP est souvent cité dans la littérature.
De nombreux exemples suggerent que HMGB1 agit conmmesgulateur clé de I'immunité innée,
orchestrant l'inflammation, le recrutement, I'aetion cellulaire et le remodelage tissulaidd g,
424). Par exemple sa liaison aux récepteurs active cieltules endothéliales pour favoriser
I'expression de molécules d’adhésion et les maeges pour la production de TNFet de IL-B
(425).

A noter que la signalisation entrainée par des PAMont HMGB1 sur CD24 peut permettre
de diminuer linflammation. En I'absence de cetignalisation anti-inflammatoire, une nécrose
cellulaire massive peut devenir |étade).

HMGB1 est connu pour se lier & TLR2, TLR4 et RA@GR4) et jouer de multiples fonctions
dans l'infection, l'inflammation, les dommages tiksres et I'apoptoset6) agissant aussi en aval de
Iésions tissulaires persistante$l®). Chez 'homme HMGB1 est un marqueur tardif ddsta

pulmonaire associées au sepsis et corréle aveortiegtic des patientg25).

Des rboles de HMGB1 dans la pathogénése pulmosainé connus. HMGB1 joue un réle
important dans le modele ALIA¢ute Lung Injury) induite par le LPS chez la sourid2{).
L’injection d'une forme soluble de RAGE non sigsalte permet de diminuer en partie
I'inflammation dans ce modeldZ8).

Les quantités de HMGB1 sont augmentées dans le 8Alpatients souffrant de IPF ou de

pneumopathies d’hypersensibilitd29). Chez les patients IPF, HMGBL1 est surtout détdeigs les

164



cellules inflammatoires et dans les cellules épdhes hyperplasiques. Dans le modele BLM de la
fibrose, HMGB1 est principalement détecté dansédkiles épithéliales bronchiques lors de la phase
précoce puis dans les cellules épithéliales aliréslaet dans les cellules inflammatoires plus
tardivement lors de la fibrose4Z9. L'injection d'anti-HMGB1 atténue significativeme
linflammation pulmonaire et la fibrose. Sur dedréblastesin vitro, HMGB1 induit leur

prolifération, mais ni apoptose ni synthése deagghe 429).

Le récepteur RAGE fut isolé et caractérisé en premhez le bovin en 1992116) et a la
différence de la plupart des autres tissus, le pouposséde une expression trés élevée de RAGE en
condition physiologique430. Une perte de I'expression de RAGE a été rappattins les poumons
de patients IPF, ainsi que dans les modéles mdenfibrose induite par la BLM ou 'asbes#3(-
433.

D’un c6té, il fut établit que les souris déficieaten RAGE développent spontanément une
fibrose pulmonaire avec l'age. Apres administratidiasbeste, elles développent une réponse
fibrotique, soit faiblement432), soit fortement431). De l'autre il fut écrit que les mémes souristson
presque complétement protégées dans le modeéle BI3Y). (Dans cet article les auteurs proposent
que les effets bénéfiques passent par le défagigdalisation de HMGBL1.

Une étude plus récente s'est intéressée a ceftaerape contradiction et a reproduit les
phénotypes opposés dans les deux cas, aprestiatiiste BLM ou d’asbeste485. Selon leurs
résultats, I'absence de RAGE faciliterait la capgadie migration des cellules épithéliales alvéekair
afin de réparer le tissu endommagé dans le modeéde Bais pas dans celui de I'asbeste.

Ceci dit, la fonction biologique de RAGE dans leumon sain demeure peu connue. Elle
semble importante pour I'adhérence et I'étalemerst suirfaces cellulaires sur la lame baséB®)(
Ceci est a mettre en paralléle avec I'expressiote fet relativement sélective de RAGE sur les
pneumocytes de type 1436). Il fut montré que RAGE peut constituer un marquede
transdifférentiation vers des pneumocytes de typ€437), phénomene important dans I'évolution

vers la fibrose et la perte de fonction respiratoir

Si j'ai choisi de parler aussi longuement de HMGBdst parce qu’elle semble pour moi avoir
de trés nombreux point commun avec I'ATP en targ gignal de danger. Le tableau ci dessous
présente certaines caractéristiques communes rpiefié de HMGB1 et ATP de bons signaux de
danger pour une modulation fine de leur actiont, ¢ems la multiplicité des dérivés et des récepgteur

associés.
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HMGB1 ATP
Expression Ubiquitaire Ubiquitaire
Eeal=atioh Intracellulaire (nucléaire) Intracellulaire
principale
Passive (nécrose) Passive (mort cellulaire)
Sécrétion
Active Active
acétylation, ATP
phosphorylation ADP
Diversité i
méthylation Adenosine
oxydation
TLR2 P2X1-7
= TLR4 P2Y1,2,4,6,11,13,14
Récepteur 12:46,11,13,
RAGE Al,2a,2b,3
CD24

D’autres chercheurs sont beaucoup plus prudemttesible de HMGB1 (et de HSP70, voir
paragraphe suivant) et rapportent que lorsque r@#éipes sont utilisées trés pures elles perdemt le
effets pro-inflammatoires. Une revue récente lescrddite le terme de DAMP, d’alarmine ou de
signaux de dangerg938). Beaucoup d'études utiliseraient des protéinesmbinantes venant d’'un
systéme d’expression développé chez E. Coli ebtdanination par des agonistes TLR2 et TLR4 est
hautement probablet89). Cependant son action apparemment claire darffatiimation induite par
la nécrose cellulaire en condition stérile ne geufas de ces considératiodg4, 440.

HMGBL1 a été montré comme pouvant se lier au LRSd#s lipopeptidegl88) mais peut aussi
favoriser les actions du TNéret de I'lFNv (421)(415). J'aurais tendance a le laisser dans la catégorie

des DAMPs méme si comme dit Marco BianctkiMGB1 loves company (441).

HSP70

Les protéines HSPHEat Shock Proteins) constituent une famille de chaperons mibdées
essentielle & la prévention de la mauvaise confitomau de I'agrégation des protéines en formation
(442). Certaines HSP, notammddSP70 et HSP90 sont également importantes poutékeptation
antigénique, I'activation des lymphocytes et desnmahages, la maturation des DC#3, 444. Les
HSPs dans I'immunité innée et adaptative sont Qémmites 445). Leurs actions en tant que signal de
dangers ont également été rapports( 447.

HSP70 posséde un effet protecteur dans le déveopmt de la fibrose induite par la BLM
(448). Les lésions tissulaires et I'inflammation soihitiuées chez des souris surexprimant HSP70.
Toutefois, les auteurs appuient un réle cytopretactle la protéine mais pas directement son action
en tant que signal de dangé4d.

Une autre équipe montra que Il'administration d'unducteur de HSP70, le
geranylgeranylacetone utilisé en clinique, est figné contre les effets de la BLM. La prévention de

linflammation et la fibrose serait en partie duaaiminution de I'apoptose des cellules pulmoesir

(449).
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2 Signaux de dangers et autres maladies

Le tableau suivant montre cependant, outre ATRieeaurique, que de nombreux liens ont
été établis entre des molécules endogenes et tedqupes, qu’elles soient d’origines auto-immune,

infectieuse ou tumorale.

e Atherosclerosis [210, 211]
e Diabetic nephropathy [212]
e Rheumatoid arthritis [213, 214]
e Tumors inc colorectal [215],
liver [216], osteosarcoma
[217], pancreatic [218]

e Atherosclerosis [219, 220]

e Multiple sclerosis [221]

e Rheumatoid arthritis [106]

® Sepsis [221]

e Tumors inc breast [222],
ostesarcoma [223]

FNEDA

e Atherosclerosis [224]

e Psoriasis [225, 226]

e Rheumatoid arthritis [110]

e Sepsis [227]

e Tumors inc liver, lung,
colon [228, 229]

Heparan sulfate

e Atherosclerosis [230]

e Inflammatory bowel
disease [231]

e Lupus [232]

e Tumors inc lung [233],
colon, bladder, breast [234]

Low MW HA

e Rheumatoid arthritis [251]
e Sarcoidosis [116, 117]

& Systemic sclerosis [252]

¢ Tumors inc pancreatic [253]

HMGB1

e Atherosclerosis[235]

e Diabetes [236]

e Lupus [90, 115,237]

e Multiple sclerosis [119]

e Rheumatoid arthritis [111]

® Sepsis [114]

e Sjogrens [238]

® Systemic sclerosis [239]

e Tumors inc breast, lung,
colorectal, pancreatic,
melanoma [9]

e Atherosclerosis [240, 241 |

e Diabetes [236]

o Inflammatory bowel
disease [242]

e Lupus [243]

o Multiple sclerosis [244-246]

e Psoriasis [247]

e Rheumatoid arthritis [109]

® Sepsis [248]

e Tumors inc breast, lung
(249, 250]

SATD0AB/A9

e Atherosclerosis [264]

o Inflammatory bowel
disease [265, 266

e Lupus [267]

e Psoriasis [268]

e Rheumatoid arthritis [269-271]

» Sepsis [140]

e Systemic sclerosis [120]

e Tumors inc breast, lung,
pancreatic, colorectal,

[120]

Tenascin-C

e Atherosclerosis [272]

e Asthma [273,274]

e Diabetes [275,276]

¢ Inflammatory bowel
disease [277]

e Infection [278, 279]

e Multiple sclerosis [280]

e Rheumatoid arthritis
[108, 281, 282)

® Sepsis [113]

e Tumors inc brain, breast,
lung, liver, skin, prostate,
kidney, bladder,

lymphoma, ovarian [283]

l Neutrophil elastase

e Atherosclerosis [254]

e Diabetes [255]

o Inflammatory bowel
disease [256]

e Lupus [257-259|

» Sepsis [260]

e Tumors inc breast [261]
pancreatic [262], lung [263]

Versican

e Atherosclerosis [284]
® Multiple sclerosis [211]
e Tumors inc bone, lung [285]

Tableau 3 | Signaux de dangers endogénes et pathologies associées
Pour les références mentionnées, consulter : (450)

Quelques autres signaux de dangers sont connugteAdtexemple, 'ADN libéré par les
cellules mortes activent TLR9 et I'inflammasond®). Citons encore le cas de SAP130, composant

des ribonucléoprotéined®?).

3 Distinction apoptose/nécrose, une simple histoire de
sémantique ?

La mort cellulaire par nécrose est pro-inflammatoi vivo (453) ce qui se caractérise par une
augmentation du débit sanguin local, une fuite viaé® et une sortie des leucocytes du sang vers le

site inflammé. Les neutrophiles constituent le peertype cellulaire recruté au site nécrotiqueyisuli
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d'un afflux de monocytes. La nécrose n'est pas hdnpméne physiologique, elle apparait en
situation de lésion cellulaire pathologique et ¢ibms une menace potentielle pour 'hééb4). Le
systéme immunitaire inné est capable de mobiliapidement les acteurs de défense solubles et
cellulaires au niveau du site 1ésé. Cet engagemanait pour but de neutraliser ou de cloisonnet tou
agent nuisible qui serait présent. Il permet ad&siminer cellules mortes et débris tout en stiamil

les mécanismes de réparation tissulaire. ToutdBigponse inflammatoire a un priés6, 456. Les
mécanismes effecteurs de I'inflammation sont imigrét touchent tout I'environnement, y compris
les cellules saines. Des enzymes hydrolytiqueggtdmposés chimiques fortement réactifs, incluant
les radicaux oxygéneés, sont émit par les leucocyteants et morts et attaquent les cellules
avoisinantes. Dans les cas d'infections, cela akiseégénéralement sur une échelle de temps btéeve e
les dommages collatéraux sont abordables par raporisque de sa propagation. Dans les cas
d’'inflammation stérile et chronique, le ratio ct@héfice est nettement moins favorable et peut
conduire a la maladie. C'est pourquoi il est si amignt de mieux comprendre les mécanismes par

lesquelles la mort cellulaire conduit a I'inflamriaeat (352, 457.

Comme déja mentionnée, la mort cellulaire progrémmaet régulée par apoptose est non-
inflammatoire. La libération de signaux comme I'ATBommun avec la nécrose, permet le
recrutement de phagocytes par une signalisatidgpe«find me», selon le terme employé par Kodi
Ravichandran348). Pour aller plus loin, on pourrait également digalle phénoméne kind me, on
time I».

En plus, la spécificité d’expression de certagtepteurs peut différencier 'immunogénicité de
la réponse dans certains cas.

Monocytes/
Neutrophils Macrophages

Keep out @ @7 Fnd me
o i 1 LFIC P2Y:S
\ e © -

0®

™ 2. )

.. ..‘...;Géo\-'. ‘io 0.

< 3 o o e
/ (] ,_,. ° o
{ 3 —c \T ° ] P
N
Anti-inflammatory Apoptotic T
mediators, such cell CX,CL1
as lactoferrin ATR UTP

Figure 24 | Dualité de recrutement en réponse a I'apoptose
Des nucléotides comme I'ATP et I'UTP sont libérés par les cellules apoptotiques et fonctionne comme « find me » sur P2Y2 des
macrophages. D’autres molécules, comme la fractalkine (CX3CL1) le LPC (lipid lysophosphatidylcholine) sont libérées et participent au
recrutement. Les neutrophiles seraient eux inhibés par la signalisation issues d’autres facteurs libérés par les cellules apoptotiques,
comme la lactoferrine (458).

La distinction entre apoptose et nécrose, mémeéebsisr certains criteres arbitraires et confus,
peut aider a la meilleure compréhension des méoasismmunitaires intervenant dans la mort
cellulaire en condition stérile. La bléomycinelisée dans modele IPF, est pour moi un bon exemple
de raisonnement. Elle provoquerait en premier lire apoptose387-389 or son administratiom

vivo est inflammatoire. Peut-étre I'apoptose est-ellelleent non inflammatoire dans les
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mécanismes physiologigues ou ontogéniques maisilb@srs et/ou se trouve ici suivi d'une nécrose

secondaire.

Dans le cadre de la réponse nécrotique et le rokgue de [IlL-1, quatre questions
fondamentales, non exclusives, se posent :
- Quels sont les signaux de dangers / voies de sgtiahs permettant la production de IL-1

- Quels sont les roles respectifs de I'le-dt de I'lL-13

Quelles sont les cellules productrices princip@egeloides ou non)

Quelles sont les cellules répondeuses principaigélpides ou non)

Plusieurs articles adressent ces questions, solpatiellement, et apportent des réponses
fréquemment contradictoires de prime abord. lpestible d'injecter des cellules nécrotiques dans
péritoine, ce qui est pro-inflammatoire et condait recrutement de neutrophiles de maniere
dépendante de IL-1R1 45%9. Un autre modéle d'étude créé par exemple unenésécrotique

ponctuelle du foie sur I'h6te et examine le reamgat cellulaire induit349).

Un article de Gabriel Nuiiez annonce que les edlmyéloides ou non) soumises a des
cycles de congélation/décongélation meurent parosécet produisent de ILel En injectant ces
cellules dans le péritoine, cette lu-Ya agir principalement sur les cellules mésothrediat pas sur
les phagocytes460). Les cellules mésothéliales forment une assisdel@iee pavimenteuse qui
entoure les cavités séreuses et les organes istémeytokine se fixe sur I'lL-1R1 de ces celluips
produisent en retour de forte quantité de IL-6 e{CCl, cette derniére étant essentielle au
recrutement des neutrophiles via CXCRIB(J. Dans ce modéle, ni I'lLfl ni les phagocytes ne
semblent jouer un rdle important, ni dans la prtidacde médiateurs inflammatoires, ni dans le
recrutement de neutrophiles, a la différence disles non myéloides résidentes.

Cette étude est contredite par Kono et481). lls montrent que la production de llk-#t IL-
1B n’est pas réalisée par les cellules nécrotiquesd,dans le cas d’injection de D@&(), ce qui parait
plus plausible. Le recrutement de neutrophilef@$stment diminué lorsque la souris qui recoit les
cellules nécrotiques est déficiente soit en dLsbit en IL-PB. La réponse est abrogée chez les doubles
déficientes. En outre, ILelet IL-1B seraient principalement produites par les celloigéloides et le
recrutement des neutrophiles serait du a I'actilé® macrophages du péritoidéX).

D’autres travaux ont montré que l'inflammation igstibée par des anticorps anti-la-Inais
pas anti-IL-B (459. En accord avec cela, la réponse inflammatoire @llules mortes n’est pas
réduite en absence de Casprlvitro, I'incubation de macrophages avec des cellulesen@onduit a
la production d’IL-Li. Ces observations montrent que la cytokine clé dansysteme serait Ilalet
pas IL-1B. La signalisation pro-inflammatoire de lle® lieu principalement sur les cellules radio-

résistantes et pas sur les dérivés hématopoiétigbes
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Pourtant la production d’IL.est moins forte chez les souris déficiente enasesfi car cette
cytokine se lie sur 'enzyme qui I'exporte a I'eviédir de la cellule.191). Ainsi I'absence de role
important d’IL-13, si elle était vérifiee, serait a considérer irefggamment du réle de
I'inflammasome NIrp3. En accord avec cela il futntré que la réponse inflammatoire a I'injection de
cellules nécrotiques est dépendante de I'inflammashIrp3 B50) et que les productions de II3-Et
IL-1a par des macrophages déficients en NIrp3 sontrfemé diminuées350). Dans cette étude, un
traitement des cellules nécrotiques par I'uricasemodifie pas la quantité produite d’li3-par les
macrophages, excluant ici un roéle de I'acide uriguelu MSU en tant qu’activateur. En revanche les
auteurs montrent que c’est principalement I'ATRiésdes mitochondries des cellules nécrotiques qui
constitue le principal signal de danger conduisaldctivation de NiIrp3, la production de I3kt le
recrutement de neutrophile350). L’ATP signale en partie via P2X7 mais sa déficie ne modifie
pas le recrutement de neutrophiles, excluant ua pdépondérant de celui-ci dans le recrutement
cellulaire 850).

Il est difficile de fournir un schéma clair des ggeents et des acteurs liant nécrose et acteurs
de l'inflammation. Il apparait néanmoins un rélgortant des cytokines de la famille de I'lL1, 1B-1
et/ou IL-la. Trois autres cytokines de cette famille mériemai d’étre étudiées. Deux pro-
inflammatoires, IL-18 et IL-33 signalant respecthant sur IL-18R et ST2. L’autre est un antagoniste
de IL-1R1, I'lL-1Ra, empéchant I'action ILedlL-1p.

C’est fort probable que les modalités de surveneeadnécrose soient importantes. Par
exemple, si elle est induite trop rapidement outdbement, I'activation de linflammasome est
fortement réduite comme observigevitro avec les cellules THPUX62). A 'opposé, un composé
inducteur de la nécrose, 7BIO, permet la déstaltiitis des lysosomes, active I'inflammasome et cela
indépendamment de la signalisation purinergiqudeotiacide urique. D’autres inducteurs de nécrose
caspases-indépendant, comme le peroxyde d’hydramete paclitaxel, n’active pas I'inflammasome
(462. Egalement, lors d'une mort cellulaire par apeptaonventionnelle, HMGB1 établit une
interaction forte et durable avec I'ADN, en conteaavec les cellules vivantes ou nécrotiques as ell
sont nettement plus labile440).

La libération de IL-& produite lors de la nécrose peut étre finementlé&gcomme montré sur
cellules microgliales463. Suivant la densité cellulaiia vitro, il se produit une rétention nucléaire
d'IL-1a qui va diminuer linflammation. Lorsque la densit&llulaire est faible, les cellules
microgliales nécrotiques produisent de I'lk-&8n méme quantité que lors d’'une densité élevés, ma
vont activement la transporter et la fixer au séin noyau au niveau de structures définies. Le
transport et la rétention nucléaire de I'lk-au sein des cellules microgliales nécrotiquesiesgrain

moyen de diminuer son action pro-inflammatoiregeiuire les dommages alentou4§3.
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La protéine HMGB1 est une protéine nucléaire rdgaka de la transcription et agissant
également comme DAMP. Elle peut étre libérée danmilieu et agir comme une cytokine pro-
inflammatoire 424). Il fut rapporté que HMGB1 pouvait étre retenuensl le noyau de cellules
apoptotiques pour éviter I'inflammation mais étgalément libérée par les cellules nécrotiquesi)
Pourtant les signalisations TLR2 ou TLR4 ne sentbfers ou peu impliguées dans la détection de
signaux de danger libérés par les cellules néeresi@60)(459). La contribution mineure de TLR2 et
4 est surprenante puisque HMGBL1 se lie sur ceptéoes et a été suggéré comme importante dans
I'inflammation stérile 464). De méme l'injection de cellules nécrotiques msgg@dant pas HMBG1
conduit a une inflammation de méme magnitude gsecdbules contrélest69. Encore une fois, les
modalités de nécrose semblent importantes puisquauire étude montre que son induction par
Klebsiella pneumoniad4@5 provoque une inflammation dépendante d’'une partadlibération de
HMGB1 et de I'autre de I'activation de l'inflammase Nrp3 465).

Un article élégant montre que lors d'une nécrogeatigue localisée, I'ATP libéré par les
cellules nécrotiqgues va signaler sur P2X7 exprime Iss macrophages résidents, les cellules de
Kupfer, qui activent alors leur inflammasome Nakt3produisent de I'lL-f (349. Cette cytokine
augmente I'expression d’'ICAML1 sur les cellules géhdbiales proche du site Iésé. Le chimiotactisme
des neutrophiles se fait en partie grace a I'é@abinent d’'un gradient de la chimiokine MIP-2,
produite de facon indépendante de I'lg-1par des cellules non myéloides, qui va signalerles
neutrophiles via CXCR2. L’'adhésion des neutroghdar la paroi de I'endothélium proche du site
inflammé se réalise pour beaucoup via l'interactre I'intégrine CD11b du neutrophile et son
ligand ICAM-1 sur la cellule endothéliald49).

L’étape ultime du voyage des neutrophiles versédisiles nécrotiques ou nécrotactisme n’est
pas réalisée par des chimiokines mais par dessig@ dangers libérés par les cellules mortes. |l
apparait ici que les signaux de dangers princigtans la migration terminale des neutrophiles sont
des composés peptidiques plutét que I'ATP. Cesigeptsont contenus initialement dans les
mitochondries et signalent via le récepteur FARLyl-peptidereceptorl) (349).

En conclusion, si I'ATP est bien un signal de dangnportant dans I'établissement de
linflammation neutrophilique en condition stérilié,est important de considérer que son action est
assez spécifique, précoce et intégrée dans unadmastévénements chronologique défini. Notons
également le role prépondérant des cellules nonlaitgs dans la faisabilité de la réponse

immunitaire et un role différentiel de signaux dengers.
Rappelons que les cellules apoptotiques liberertaines molécules considérées comme des

signaux de dangers dont de 'ATE3@ qui sont fondamentales pour leur I'éliminatiorygpiologique

et cela sans provoquer d’inflammation. En plus aldildération passive de signaux de dangers, les
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cellules nécrotiques mais pas apoptotiques généetitement des signaux pro-inflammatoires
contribuant a la réponse inflammatoire stérile.clilamtion de I'inflammasome NLRP3 permet la

libération de IL-B mature et de IL18 sur cellules nécrotiques print4632).

4 Et autophagie dans les réponses inflammatoires ?
Existe-t-il un lien entre dérégulation de 'autogleaet inflammation stérile ?

L'autophagie est un mécanisme conservé dans l'égalqui facilite le renouvellement de
protéines endommagées, en excés ou d'organellesneodies mitochondries466). L'autophagie
participe a I'élimination de bactéries, notammert@@ (467-469, de virus et de protozoaires
intracellulaires 470, 47). L'autophagie est nécessaire au fonctionnemensydteme immunitaire,
que ce soit pour la présentation des antigénedéveloppement des lymphocytes et la sécrétion de
cytokines 471).

Pendant l'autophagie les composants cytoplasmigoas internalisés, séquestrés dans des
vésicules entourées d'une double membrane appeléesphagosomes, lesquels sont ensuite
acheminés aux lysosomes pour dégradad@®)( Un dysfonctionnement de I'autophagie est associé
au vieillissement et & diverses pathologies hunsaineluant cancer et neuro-dégénératiro).

L’autophagie est controlée par les génes Akgtdphagyrelatedgenes). Elle survient en
conditions physiologiques mais peut étre favorigée de nombreux facteurs, incluant le défaut de
nutriments et les inhibiteurs de mTOR. Certaindsliges favorisent 'autophagie (IFNet TNF«)
(472, 473 d’autres l'inhibe (IL-4 et IL-13) 474). L'autophagie permet le contréle des réponses
inflammatoires dans les macrophages et les cellléeslritiques. L’inhibition de l'autophagie par
diminution de I'expression de génes Atg favorissdarétion de IL{1 par un mécanisme dépendant
des ROS475).

L'autophagie n’est pas l'initiatrice de la mort dale cas de mort cellulaire programmée du
type apoptose mais elle est impliquée dans laioréde signaux d’'internalisation destinée aux autre
cellules @76). Lorsque 'autophagie est compromise, I'éliminatides cellules apoptotiques peut étre
ralentie et conduire a une mort par nécrose seaeneiaa une inflammation localdq6), ce qui doit

étre pris en considération dans les cas d'inflananaitérile.

Tous les immunologistes intéressés par le sujetrdague l'activation de TLR permet la
production de pro-IL-f. Peu savent que la protéine, encore inactivesgitifiqguement séquestrée
dans les autophagosomes, que l'induction de l'disigie se traduit par la perte de la pro-fi-1
cytoplasmique et qu’elle inhibe la sécrétion delfLmaturein vitro etin vivo (477). A l'inverse, un

priming LPS, en inhibant l'autophagie conduit saaport de second signal a l'activation de
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linflammasome NIrp3 et la formation de IB31mature en forte quantité. Le rdle des ROS dans
I'activation par le LPS seul en absence dautophagiste flou. Les auteurs n'ont pas trouve
d’augmentation de leur production suite au traiteim@ar du LPS et un inhibiteur de I'autophagie.
Cependant I'utilisation de détoxifiant de ROS (Mgt cystéine, Nac) permet dans les mémes
conditions d’inhiber la sécrétion d’'ILBL Les ROS ne proviendraient pas de la sous-unit®mRA
oxidase NOX2 (gp91 phox) mais d’'une autre sourcalots I'inhibition de IL-B par le Nac serait
indépendante des ROS. Le potassium a forte comtiemtrinhibe la production de ILB1mais

également de IL-6, suggérant ainsi un effet toxi@ue).

L'élimination de cellules mourant d’autophagie esb-inflammatoire 478. Lorsque les
macrophages phagocytent des cellules mortes paplemgdie et pas par apoptose il y a activation
concomitante de la casp-1 et sécrétion diL479. Etonnemnent, il y aurait libération d’ATP pas le
phagocytes mais pas par les cellules mourantesATOetagirait en auto- ou para-crine via P2X7 qui
est essentiel, tout comme un efflux de potassiumtrhitement par I'apyrase su les phagocytes mais
pas sur les cellules mourantes réduit fortemeptdduction de IL-f par les premiéregl{9.

La seule présence de cellules autophagiques péanmbduction par les macrophages de
TNF-a, IL-6, IL-8 et IL-18 (479. Le LPS seul ne conduit pas a la production dépllmais son
addition a des cellules autophagiques permet uweuption synergique de ILB1 en quantité
supérieure a celle de la seule présence de cedulephagiquesA9. Les auteurs rapportent que la
phagocytose des cellules mortes par autophagiessentielle a la production de IB-1par les

macrophages, que l'incubation avec du surnageahnhsesuffit pas479).

Non seulement de I'’ATP sort des cellules autophsgggnais aussi une quantité significative
est libérée par les phagocytes en cours d'intesat#@din des cellules autophagiques. L’hydrolyse de
I'ATP ou le blocage de la signalisation du récepte@X7 conduit a la forte diminution de I3-1
produite 479. Par contre dans cette étude, un traitementprise des cellules autophagiques ne

modifie pas l'inflammation générée par les phagesyt79 ce qui peut paraitre surprenant.

L'élimination des mitochondries endommagées oulligeantes se réalise par une forme
d’autophagie qualifiée de mitophagie. Il exister@le important de la mitophagie dans la présermatio
de 'homéostasie mitochondrialel80). L'inhibition de l'autophagie favorise I'accumtien de
mitochondries dysfonctionnelles et la translocatigtoplasmique d’ADN mitochondriale (ADNmt)
en réponse au couple LPS/ATP. Etonnement, le #gndfADNmt dans le cytoplasme est dépendant
de l'inflammasome NIrp3 et de ROS. Pourtant cet ANontribue également a 'activation de la
caspase-1 et a la sécrétion de fLet IL-18 en partie seulement via AIM280). In vivo, les souris

incompétentes pour l'autophagie produisent plugytekines dans deux modéles de sepsis et cela
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sous la dépendance de caspad86)( Ces souris sont également susceptibles a litdéitaduite par
injection de LPS480).

Tous ces résultats sont & mettre en paralléle dbélarie d’activation de l'inflammasome
NIrp3 supportée par Jirg Tschopp ou un défaut dizhdgie entraine un défaut de I'homéostasie
mitochondriale avec production augmentée de R@oeluiction de IL-B (481, 483.

B. Mécanismes d’activation de I'inflammasome Nlrp3

Depuis la découverte de l'inflammasome NIrp3 et geshologies auto-inflammatoires

BN

associées a sa mutation, un trés grand nombre dé®tise sont intéressés aux meécanismes
moléculaires de son fonctionnement. La suite diidaussion se propose de parcourir les principales

hypothéses mises en avant, leurs atouts commefgblesses.
1 Présentation des scenarii en hypothése majeure

s Nano- Particles
Toxins Fitani
igerici fanim, Silica, Alum, Asbeste,
Nigericin; silicium " 5 4
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" ey N
High glucose ada Ricin e MSU, Cholesterol, B-amyloid

Bacteria

Figure 25 | Activation canonique de I'inflammasome Nlrp3
Ce schéma présente les quatre principales voies de signalisations qui peuvent conduire a la production d’IL-1f suivant les types
d’activateurs employés : liaisons directes de PAMPs, production de ROS, efflux de potassium ou déstabilisation des lysosomes.

Comme indiqué sur le schéma ci-dessus, quatre igpes principales sont actuellement a I'étude,

aucune mutuellement exclusive.

2 Hypothése « Entrée de PAMPs »

L’équipe de Gabriel Nufiez a postulé en 2007 qus tmncas d’activation de I'inflammasome
par des PAMPs (et en rajoutant de 'ATP) ceux-ciadent accéder au cytoplasme par la Panx-1 puis
possiblement se lier physiquement sur NI33.

Les premiers résultats sont basés sur des inounlsadivec des bactéries Giagh Gramtuées
par la température ou directement avec toutesssded®AMPs puis I'ajout d’ATP. L’activation de la

casp-1 nécessite la Panx-1, un hémicannal quiaigiteavec le récepteur P2X7 pour faire rentrer les
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PAMPs de l'intérieur des endosomes au cytoplasd&d( Un blocage de la maturation des
endosomes via la chloroquine empéche I'activatefaccasp-1.

Deux types de manipulations, permettant I'accesectlirde molécules au cytoplasme,
accréditent leur hypothese : la streptolysine @ &tOTAP.

La streptolysine O (SLO) est une molécule dérivéeStreptococcus qui forme des pores
membranaires. La SLO permet la pénétration de ml@éexogenes dans le cytoplasme de cellules
vivantes. L'ajout de SLO a des bactéries tuées @elictivation de la casp-1 en absence de
stimulation par 'ATP ou d’action de la panx-1. Reacer les bactéries chauffées par du LPS donne
les mémes résultats. L'entrée de PAMPs dans leplagme par des protéines générant des pores
entrainent I'activation de lI'inflammasome et detasp-1 483).

Le DOTAP est formé de lipides cationiques qui pdtemd I'entrée de molécules dans le
cytoplasme de cellules vivantes sans générer de(fimberg et al., 2004). Une stimulation avec des
bactéries chauffées ou des PAMPs en présence deAP@Ermet l'activation de la casp-1 sans
ajouter d’ATP. A noter que le DOTAP seul n'a paffdt (483.

Les auteurs avancent I'idée que I'ATP ne seraiesgaire que pour faire rentrer les PAMPs
via la Pannexin-1 et appuient cette hypothése pasacond article publié I'année suivante. Le
muramyl dipeptide (MDP) est un composant retrouvézcles bactéries Granet Gram Le NLR
Nod2 reconnait les molécules assimilées aux pegifidanes qui contiennent du MDP et active les
voies MAPK et NikB conduisant notamment a la transcription de coégp@stibactériens et pro-
inflammatoire comme la pro-ILL(484). Le MDP est internalisé par les macrophagesasicsmule
dans les endosomes. L'ajout d’ATP exogéne provaogefuite rapide du MDP des vésicules acides
vers le cytoplasme par un mécanisme dépendant ginlzexine-1485). Les auteurs avancent l'idée
que la stimulation par 'ATP stimule P2X7 qui referda pannexine-1, laguelle forme un pore au sein
des vésicules qui est essentiel pour 'acheminedentIDP dans le cytoplasme et l'activation de

linflammasome 485).

L'infection de macrophages par des bactéries iath@aires vivantes de types Salmonella,
Franciscella, ou Listeria induit a I'activation ecasp-1 sans nécessiter d’'ajout ATP et égalearent
absence de NIrp383. Les mémes souches modifiées pour devenir défesedans leurs systémes
de sécrétion, c'est-a-dire qu’elle ne possede [dusapacité de faire pénétrer directement des
molécules dans le cytoplasme de I'héte, n'actiy@us la casp-1 sans ajout d’ATP. En I'ajoutant, on
retrouve une l'activation de la casp-1, cette &@ipendante de NIrp383). Ces résultats montrent que
des bactéries intracellulaires peuvent induiretiVation de la casp-1 grace a deux mécanismes
distincts. En lI'absence de stimulation par 'ATH, systeme de sécrétion de type Il fonctionnel ou
une protéine formant des pores est requise. LordgukATP est ajouté, les macrophages infectés

activent la casp-1 grace a l'intervention de laxphret de NIrp3 et cela méme en absence d'un
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systéme de sécrétion fonctionnel ou de protéinesdnt des pores483. Il existe donc une
redondance des NLRs dans la détection de I'infeqiar des bactéries.

Les auteurs estiment que leur modeéle constituearallple avec les moyens d’activation de la
casp-1 d'autres NLRs par les bactérié85. Les bactéries intracellulaires activent la caspa leurs
systémes de sécrétions de types Ill/IV et la détige de molécules bactériennes comme la flagelline
dans le cytoplasmel80). L'activation de la casp-1 est réalisée par Nirépendamment du couple
P2X7/Panx-1 180). Par exemple, Listeria monocytoger@®duit des molécules qui forment des
pores afin de permettre au pathogéne d’accédeytaplasme de I'h6te et Bacillus anthrax établit un
pore pour y acheminer des molécules bactériennass s deux cas cela méne a I'induction de la
casp-1 486, 487. Les auteurs concluent que le pore réalisé pacolgple P2X7/panxl apres
stimulation par 'ATP représenterait une alternaténdogéne afin de faire entrer dans le cytoplasme

des particules bactériennes, comme le MDP, etexdtivcasp-1 grace ici a Nlrp3.

En résumé Nufiez et al. postulent que le couple RiZXX1 permet le passage de molécules
bactériennes a partir des compartiments endosonersxe cytoplasme, conduisant a I'activation de

inflammasome NIrp3.

Toutefois trois critiques majeures sont a oppogeatie théorie :
- Aucune preuve de liaison de PAMP n’a pour I'heuke &ablie malgré toutes les recherches
sur Nlrp3
- La taille du pore formé par la Panx-1, restreinie molécules inférieure a 900 Da, soit bien
inférieure a la taille de la majorité des PAMPs
- Il existe de trés nombreux cas ou I'absence ddivaoon de NIrp3 se réalise en I'absence
totale d'implication de PAMPs, nécessitant au mimmplusieurs modes opératoires
En accord avec le troisieme point il est a noter presque toutes les expériences sur les cellules
THP1 ne nécessitent pas I'ajout de LPS comme pgmiais du PMA. Au sein de ces cellules la
rupture physique des lysosomes permet une activdéd’inflammasome, écartant la possibilité d'une
intervention des PAMP<88).
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A: Les bactéries intracellulaires possédent des systémes de sécrétions (T3SS
ou T4SS) qui permettent I'injection de molécules dans le cytoplasme dont
des PAMPs

1: Les Les bactéries extracellulaires ou les PAMPs nécessitent I'ajout d’ATP.
L’ATP active P2X7R qui recrute la Pannexine-1 pour I'entrée de PAMPs dans
le cytoplasme Extracellular

. . Bacteria
Dans les deux cas les PAMPs activent I'inflammasome

Intracellular Bacteria

: = dT 0 (0000070

Figure 26 | Modeéle d'activation de Nlrp3 par « entrée de PAMPs »

3 Hypotheése « Déstabilisation lysosomale »

Les personnes exposées aux poussieres de silttamiante (asbeste) peuvent développer de
graves maladies du poumon. Certaines pathologiaseola goutte ou Alzheimer se caractérisent par
la présence d’une accumulation d’entités macrose@si. La nécessité d’ajout d’adjuvant, comme des
particules d’aluminium, en plus de lI'antigene daes préparations destinées a la vaccination était
reconnue depuis longtemps mais son action restnhnue.

Plusieurs études ont beaucoup éclaircies ces tatistes a priori disparates, misent en

lumiére par 'activité de I'inflammasome Nlrp3.

Tout commenca en 2006 lorsque I'équipe de Jirgdmekétablit un rapprochement entre la
découverte récente de la libération d’acide uripaeles cellules mourante396) et la connaissance
depuis des décennies que l'acide urique se démosestaux dans les articulations de patientsratei
de goutte. lls identifient les cristaux de MSU maigssi de CPPDCalcium pyrophosphate
dihydrate), responsable de la pseudo-goutte, congeata inducteurs de I'inflammasome NIrp3 a
I'origine de l'inflammation observée chez les patee@93. Il s'agit Ia d’'une avancée majeure avec
de possibles implications cliniques directes. D'esitparticules testées, le diamant, le zymosan et
étonnamment I’hydroxyde d’aluminium n’activent pdisp3. Les auteurs arguent que la production de

IL-1B par l'inflammasome NIrp3 est restreinte aux pattés pathogénique8%3).

La source d’Alum utilisée dans [larticle précéde(@893) n'est pas mentionnée et
I'hétérogénéité des préparations peut expliqueeaetie leur résultat. Cependant, 'année suivange u
autre équipe montre que trois différents Alum comuiades activent la caspase-1 et induisent les
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productions de IL-f et IL-18 matures402). Par ailleurs, ils notent que 'Alum en poudrdisg aux
mémes concentrations ne stimulen pas la produc®nlL-13. La maniére dont la caspase-1 est
activée n’est pas mentionnée et 'hypothése de3\d#gt écartée. Les auteurs supposent que I'aation d
la caspase-1 oriente plutdt vers la voie Thl comdares cas du MSU et qu’elle ne serait pas impliqué
dans la réponse Th2 a I'Alurd@2).

Conservant I'hypothese de pathogénicité des aetivatparticulaires de NIrp3, I'équipe de
Tschopp identifie I'asbeste et la silice. D’autpesirtant comme les résidus des pots d’échappement
diesels, les condensés d’extraits de cigarettestbllles inertes en polystyréene n'ont pas d’effet
activateur de l'inflammasome394). Cherchant a mieux comprendre les mécanismedepguels
linflammasome NIrp3 peut s'activer, ils montreatriécessité de phagocytose des particules, comme
celle d’'un efflux de potassium ou de productionRIeS @94). Les activateurs non particulaires ne
nécessitent pas la présence d’'un réseau d'actimtidanelle et la non-accumulation de Ig-hature

dans le cytoplasme dans ces cas permet d'écartidelde ce cytosquelette dans son excréBdd)(

Le réle de linflammasome NIrp3 dans les propriét@snuno-stimulatrices de I'Alum fut
publié moins de trois semaines plus tard par lI'égude Richard Flavell et leurs résultats indiquent
également une nécessité de phagocytb$d).(Dans un modele d’asthme allergique en préseace d
'alum comme adjuvant, les auteurs allouent un rdfejeur a [linflammasome NIrp3,
indépendamment de la production endogéne d’acidgieirl1l). Cette découverte sera totalement
remise en question par les travaux de Bart Lambr&dn équipe a récemment pubhiévivo un réle
de I'alum qui passait par une production d’acidgue endogéne, agissant indépendamment de Nirp3
(114).

Allant plus loin que la simple nécessité de phagms®, I'hypothése « déstabilisation des
lysosomes » fut en premier émise par Eicke Lat2@98(488. Comme précédemment accepté son
équipe montre que l'activation de l'inflammasomedsl en réponse aux particules MSU, Silice et
alum nécessite leur internalisation par linternaé@ du cytosquelette. Plusieurs expériences
cherchent a comprendre le devenir et les conségaete I'internalisation de ces particules. Les
vésicules d’endocytose contenant les particulegoringnt avec les lysosomes. Leur découverte
principale est la mise en évidence que les lysosorhargés en particules perdent leur intégrité et
vident leur contenu dans le cytoplasii@88. L'internalisation des particules aboutit & unetee
globale de quantité de lysosomes dans la cells. a€ganites contiennent une pléthore d’enzymes
protéolytiques, la plupart nécessitant I'environeamacide des lysosomes pour étre active. Le
blocage de Il'acidification empéche la productionldel en réponse aux particules mais pas par
I'activateur soluble ATP(488). Parmi les enzymes, la cathepsine B libérée disteaet est une des
plus importantes dans la réponse aux cristaux. gdleetrouve également dans le surnageant des

cellules ayant été en contact avec des crist@d88). Il fut montré que la seule rupture physique ou
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chimique des lysosomes conduisait a 'activation’idammasome NIrp3 et la production par la
cellule de IL-B, sans ajout d’un quelconque cristal mais touj@mrgartie sous la dépendance de la
cathepsine §488). Au final, il apparait que le phagocyte recontaiésion de ses lysosomes comme
un signal de danger endogene et permet en consgglactivation de I'inflammasome Nirp3.

Depuis, outre le MSU, deux autres agents parti@gandogénes pathogéniques suivraient la

méme voie, les protéin@samyloide et les cristaux de cholestérol.

La maladie d’Alzheimer est un désordre neuro-déggifi€aractérisé par une mort neuronale
intense et une démence progressive. Il est généeateaccepté que I'accumulation extracellulaire de
protéine fibrillaire B-amyloide sous forme de plaques séniles constéduyarihcipal inducteur de la
maladie 489. Sa présence entraine une activité fortement irgl@mmatoire des cellules
microgliales. Les neurones sont tres peu senséblass agrégats, en revanche la co-incubation avec
des cellules microgliales conduit a leur forte ralité, signifiant le rdle prépondérant de la midimg
dans ce processus.

Les cellules microgliales internalisent les fibpegs un mécanisme de « phagocytose frustrée »
avec déstabilisation et fuite du contenu lysosoihigit la cathepsine BI89). Cette enzyme serait en
partie responsable de l'activation de NIrp3, la uraion de la caspase-1 et la sécrétion dpL-1
mature. L'inflammation, dont les productions de Nf& TNF et de chimiokines, est sensiblement

amoindrie en absence de l'inflammasome ou de kadeisignalisation de IL1-R#§9).

Une alimentation trop riche associée a une prédisppn génétique peut conduire a
I'athérosclérose. Elle se caractérise notammentepdepdt de cholestérol sous forme cristalline qui
obstrue les vaisseaux sanguins en formant des gdadathérome. A l'inverse de ce qui est était
supposé auparavant, dés les stades initiaux deladma il y a apparition concomitante de cellules
inflammatoires et de petits cristaux de cholestét80). In vitro, ces cristaux sont capables d’activer
I'inflammasome NIrp3 par un mécanisme qui dépenttdephagocytose, de la rupture des lysosomes
et de leur translocation dans le cytoplasme. Lhittin de l'acidification des lysosomes ou la
déficience en cathepsines B ou L diminuent sensidie la production de ILAL(490. In vivo les
réles de l'inflammasome NIrp3 et des cathepsinagss da développement de I'athérosclérose sont
démontrés. Il apparait notamment que ce sont llbglese hématopoiétiques et non les cellules du

parenchyme qui sont principalement a I'origine’dthErosclérosed@0).

A noter qu'un role de la libération des cathepsidans des pathologies articulaires est propose,
et cela indépendamment de l'inflammasod@l). L'ajout d’ATP in vitro entraine dans les 5 minutes
lactivation de P2X7, un influx de calcium, un pleémene d'alcalinisation, une exocytose des
lysosomes sécrétoires et une libération de cathepsictives dont principalement la cathepsine B.

L’incubation en forte concentration extracellulaie@ potassium ne modifie pas I'excrétion des
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cathepsines4@1). L'alcalinisation serait responsable de la déisaion des lysosomes et de la fuite

du contenu dans le cytoplasme puis son excrédigf).(

Un inhibiteur de la cathepsine B intracellulaimestsouvent utilisé, le CA074Me, est également
capable d’'inhiber I'activation de Nirpl par la tozilétale de B. anthraci¢92). Soit I'inhibiteur n’est
pas trés spécifique, soit la cathepsine B jouei amsgdle dans I'activation de Nirpl. Alors le méele
« déstabilisation des lysosomes » n'est pas résamrveeul NIrp3 et donc explique difficilement la

spécificité (méme relative) d’activation.

A: Phagocytose des particules

B: Fusion avec les lysosomes, acidification, déstabilisation et fuite du contenu dont
la cathepsine B

C: La cathepsine B coupe un répresseur de Nirp3
C’ : La cathepsine B coupe une protéine qui va activer NIr3

D : Induction d’un changement de conformation et formation de I'inflammasome

Particles
(MsU, Silica,
Alum,Cholesterol,
B-amyloid, Hemozoin)

O (T

Figure 27 | Modéle d'activation de Nirp3 par « déstabilisation des lysosomes »

4 Hypothése « ROS »

L’hypothése de I'intervention critique de substanorygénées réactives (ROS) est menée par
I'équipe de Jurg Tschopp, malheureusement décaditrement début 2011. Ce chercheur atypique
s'est tres tot intéressé au rbéle des ROS dansvidion de l'inflammasome. Depuis, il a été montré
que presqueous les activateurs connus de linflammasome NiggBérent des ROS et que leur
inhibition bloque cette activation (Gableau 4

Les ROS sont des radicaux libres contenant unetbioxygene. Elles incluent le peroxyde
d’hydrogéne (HO,), I'anion superoxyde (©) et le radical hydroxyde (OH Ces molécules sont
hautement réactives, d0 a la présence d'un éleaworapparié. Elles sont avides d’électrons giselle
capturent sur d’autres molécules en les oxydarg. R®S apparaissent principalement en tant que
résidu du métabolisme de l'oxygéne au sein de laineh de transport des électrons dans la
mitochondrie 493). Les ROS sont également généreés par I'activit@zymes cellulaires telles que les
NADPH oxydases, les xanthines oxydoréductasesipl®s/génases et les cyclooxygénases.
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La production cellulaire de ROS régule plusied@@onses physiologiques importantes, tels que
'angiogenése, le contrble du tonus vasculaire, régulation de la croissance cellulaire, la
différentiation et la migration. Alors que les R@8nt également important pour la signalisation
cellulaire (phénoméne connu sous le nom de sigiaisredox), la production soutenue de ROS peut
causer des dommages cellulaires. Pour empéchéress plusieurs enzymes présentent des activités
antioxydantes, incluant la thiorédoxine (TRX), lssperoxydes dismutases, les peroxydases et
catalases, qui toutes sont impliquées dans la aleattion des ROS. Un équilibre rompu entre la
formation des ROS et la capacité de détoxifierrad&caux oxydants peut produire un état qualifié de
stress oxydatif. Le stress oxydatif joue un rél@amant dans des processus pathologiques comme le
vieillissement, I'hypertension, I'athérosclérosechncer, I'ischémie, les maladies neuro-dégénésati
et les diabete1p4).

Des 2007, dans un article pourtant dévolu a lassiteede I'efflux de potassium, Tschopp et al.
montrent que I'activation de I'inflammasome NIrp&r mifférents types d’'agonistes est dépendante de
la production de RO405). Il dit s’intéresser a leur implication possileur plusieurs raisons. lls
constituent dans I'évolution un des plus anciegeaiix émis aprés phagocytose de micro-organismes
ou de particules. La toxicité des fibres d’'asbestecorrélée a leur niveau de production de ROS.
Enfin, il rapporte que I'activation de NIrp3 paATP est dépendante des RO®). En 2008 le
modéle de Tschopp accrédite I'hypothese de la ptamude ROS par la NADPH oxydase comme
importante dans I'activation de I'inflammasome Nlirpn réponse aux particules de silice ou d’asbeste
(394). Toutefois la NADPH oxydase est un complexe renltymatique avec probablement certaines
redondances. Une autre équipe montra que l'uiisate cellules déficientes pour une sous-unité de
NADPH oxydase ne modifie pas la réponse face au EtSUla silice, ce qui leur permet d’éliminer le
réle des ROS produits par cette sous uri83)(

A la place de la détection de PAMPs/DAMB se I'inflammasome NlIrp3 serait activé par
des ROS générés par les cellules en réponse as stktulaire. Les ROS seraient nécessaires mais pa
suffisants car il existe de nombreuses situatiang pesquelles il y a production de ROS mais pas
d’activation de I'inflammasome. Cherchant a miearmprendre leur implication, I'équipe de Tschopp
s'intéressa a l'oxydoréductase TRX. A I'état balsalTRX est maintenue inactive par la TXNIP
(thioredin-interactingprotein). TXNIP interagit directement avec le dongaiedox de TRX réduite
et qui fonctionnerait comme régulateur négatif'detivité réductase de TRX

La TRX se détache de son partenaire TXNIP lorsgusohcentration en ROS intracellulaire
augmente. La TRX libérée réalise son action dexdféation des ROS. Il fut montré que lorsque
TRX est sous-exprimée, il s’ensuit une augmentatienla production de ILfiien réponse a des
particules 894). En 2010, I'équipe dirigée par Tschopp met endéwte une liaison physique
TXNIP/NIrp3 et ceci en réponse a des agonistedcpéaires (MSU) ou soluble (R-837147). La
protéine TXNIP posséde la capacité de se fixetesudomaines NACHT et LRR de NIrp3. Elle ne se
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lie pas aux autres NLRs ni aux autres protéinesecant des LRRs testés, suggérant son interaction
spécifique avec NIrp3L07).

L'utilisation de cellules déficientes en TXNIP taudiminution de sa production conduits a la
diminution de la quantité d’'IL{1 produite en réponse aux activateurs Nlrp3 ATP, MSllite, alum,
R-837 (L97). Il n’y a pas de différence avec des activateleriirc4 ou AIM2.In vivo, I'inflammation
résultant de l'injection de cristaux de MSU est |égent fortement diminuée chez les souris
TXNIP-/- (197). Toute une série d’expériences tend a montrerlguauple TXNIP/Inflammasome
NIrp3 joue un rdle crucial dans le diabéte de tlipet la production de ILf par les cellule$-
pancréatiques en réponse a la production de ROSécotive a I'hyperglycémiel®7). A noter
I'association TXNIP et diabéte de type Il fut prdegament établi, sans faire le lien avec la produacti
de IL-18 (497).

En résumé cela suggére un modele dans lequel T¥bliRbérée de TRX aprés oxydation de

TRX par des ROS, ce qui permet a TXNIP de se llégnflammasome et de I'activer.

Jirg Tschopp relie la production de ROS a un pimé&ne plus global qu'il qualifie de « stress
métabolique »498). En compagnie de deux de ses collaborateursppgse que l'inflammasome
NIrp3 ne soit pas seulement capable de détecterPdddPs/DAMPs mais également des stress
métaboliques. Il prend pour exemple deux pathokogie diabéte de type Il (T2DM) et la goutte
(498).

Le T2DM se manifeste lorsque les cellyepancréatiques échouent a compenser une trop forte
glycémie. Chez les sujets sains, l'insuline estrfhone qui permet d’internaliser le glucose dass le
cellules, rendant I'hyperglycémie postprandiale giblpgique et transitoire. Les patients atteints de
diabéte ont développé antérieurement une résistaniasuline de facon asymptomatique, avec
maintient de I'hyperglycémie. Le glucose a troptdoconcentration possede des effets néfastes. Les
mécanismes qui initient la résistance a l'insulngs le développement de la maladie ne sont pas
compléetement compris. L'inflammation locale au rivades flots pancréatiques est impliquée. Elle se
caractérise par une infiltration de cellules et preduction locale de cytokines qui accompagnest le
étapes précoces de la maladi®9). L'inflammation locale, couplée aux effets toxégudu glucose,
accélerent la perte des cellules sécrétrices dimesuet diminue la capacité des cellufes-
pancréatiques restantes a sécréter de I'insusiog).(

L'expression de l'IL-B est élevée dans la circulation et au sein des paincréatiques
pendant la phase de progression allant de I'obésitd 2DM. IL-13 fut montré comme un acteur
important dans la pathologi{®01). Les celluleg3-pancréatiques humaines et murines, pourtant non
myéloides, possédent les trois composants de m$amfthmmasome (NIrp3, ASC, et caspase-1)
(197) et produisent de I'lLf4 (502). Pour nouer la boucle, ces cellules exprimentefoent le

récepteur IL-1R1503. Bien que la quantité d’-1[3 produite soit proportionnellement inférieure a
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celle des macrophages, celle-ci suffit pour uneaigation autocrine claire sur la viabilité et sar
capacité sécrétrice de l'insuline, laquelle peut &loguée par des antagonistes de I'B.-1la
production basale d'ILf1 est physiologigue notamment sur la prolifératioas dcellules 3-
pancréatiques. Cependant, I'exposition chroniquale &ortes teneurs de glucose inhibe la production
d’insuline et induit une mort cellulaire d’'une facdépendante de ILBL(502). L'IL-1 3, élevée au

niveau des ilots, diminue la production d’'insuléténduit une apoptose Fas dépendab®)(

L'idée que l'inflammasome NLRP3 puisse étre acpaé des voies de stress métaboliques est
renforcée par les études réalisées sur la goudtgoltte est liée a une dérégulation du métabolisme
des purines, menant & une concentration élevéei@a arique dans le sang et a un dépét de sa forme
cristalline, le MSU, au sein des articulations. €estaux sont responsables de I'inflammation efade
douleur articulaire des patients. Le lien MSU/NItph3Lp est connu depuis 200893. De la méme
maniére que l'activation de l'inflammasome par lecgse, la production d’IL{1 par les cristaux de
MSU est influencé par 'activité de la TRE4).

Les derniers travaux de I'équipe de Tschopp seridearter le réle de la NADPH oxydase
dans la formation des RO%a source principale de ROS cellulaire est d’oegimitochondriale,
notamment favorisée par certaines sources métalesliget I'hypoxie §04). Afin d'éviter les
dommages cellulaires, les mitochondries qui prahiisrop de ROS sont en permanence éliminer par
mitophagie, une spécialisation de l'autophadi®5(. L'inhibition de la mitophagie conduit a
'accumulation de mitochondries endommagées fonenggnératrice de ROS et activatrice de
linflammasome NLRP3481). Le blocage des enzymes clés des complexes | odellla chaine
respiratoire mitochondriale permet d’augmenterfieigilement la production de ROS. Un autre
moyen consiste a bloquer la mitophagie par adddi@r8-methyladenine (3-MA). Dans les deux cas
laugmentation des ROS est a mettre en parallelec ada quantité de ILfl produite via
linflammasome NLRP3481). L'inhibition de 'autophagie augmente la quant&IL-13 produite en
réponse au MSU ou a la nigéricine et n'est pagté@ra une augmentation de la mort cellulgiBd).

Les ROS ont une durée de vie courte et signalentigte distancesb6). Sur les 22 NLRs, seul
NOD5 (NLRX1) serait mitochondrial. Cependant il apgdt que NLRP3 et ASC activés iraient se
localiser prés des structures regroupant réticdondoplasmique (RE) et mitochondrid81). A I'état
latent, NLRP3 se localise au niveau du cytoplasmeneparticulier proche du RE. Aprées stimuli
activateurs, ici testés MSU, alum et nigéricine R¥3 et sa protéine adaptatrice ASC se redistribuent
au niveau de I'espace périnucléaire. Ces prot&eewlocalisent avec des structures regroupédesous
terme de MAM (Mitochondria-associated ER membrareg}t a dire regroupant du RE et des
mitochondries 481). En accord avec les données précederi®g, (507, inflammasome activé et

TXNIP se colocalisent au niveau des mémes strugti@Ms/mitochondries481).
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La synthése de ROS et l'activation de l'inflammasoen réponse a de multiples signaux sont
supprimées lorsque les canaux anioniques voltagendi&nt VDAC1 ou VDAC3 de la mitochondrie
sont inhibés. Les VDACs sont les canaux échanggimss et de métabolites entre la mitochondrie et
les autres compartiments dans le RE les plus impb®08). L'activité de VDAC est régulée par
I’hexokinase et des membres de la famille Bcb2§[. La surexpression de Bcl-2 anti-apoptotique
conduit & la fermeture partielle de VDAC, avec diations concomitantes des ROS et du calcium
mitochondriale. Chez les souris surexprimant Bitl2,opere une diminution de la production de IL-

1B en réponse a MSU, alum ou nigéricine mais patadevateur Nirc4 salmonellgt81)

Une autre équipe publia un article montrant quetivation de la caspase-1 en réponse a
LPS/ATP est dépendante de la production de ROSgitier mitochondriale480). L’activation de la
casp-1 est diminuée chez les macrophages dépfédd mitochondrial (ADNmt).

L’ADNmt est transloqué dans le cytoplasme gracaugmentation de la perméabilité mitochondriale
(MPT) et ceci est favorisé par I'absence d’autoph&0. L'augmentation de l'activité de la casp-1
au sein des cellules sans autophagie nécessitéivdthon de I'inflammasome NIrp3. Cet
inflammasome est également nécessaire pour la MRhsrite la translocation du mtDNA dans le
cytoplasme 480).

Le blocage des ROS produits par la mitochondrieéponse a LPS/ATP bloque le transfert
cytoplasmique de mtDNA et l'activation de la cagpasLa production mitochondriale de ROS est
certainement la conséquence de l'activation de PPRA7 'ATP. L'ATP a été montré comme
inducteur de dommages mitochondriaG9).

En revanche, le blocage des ROS mitochondriaux logue pas la sécrétion d’'lLBlen
réponse a LPS/MSU. Les auteurs rapportent quealtisyles cristallines comme I'asbeste, la silice e
le MSU activent I'inflammasome en partie grace gitaduction de ROS induite par les NADPH

oxidase phagocytiqud 97, 394 ce qui n’est approuvée par toutes les étudigd (

Ainsi, bien quil apparaisse une certaine nécessi®® ROS pour [lactivation de
linflammasome NIrp3, les sources peuvent étre iplek. En clinique,ses mutations engendrant des
dommages mitochondriaux ou une dérégulation detlzpiragie sont associées a la maladie de Crohn

(510 et a une forme récessive de la maladie de Parkif11).

A rebours de tout ce qui a été dit, Eicke Latz ocappque les cellules de patients atteints de
granulomatose chronique (CGD) portent des mutatidenss les génes codant pour les NADPH
oxydasesH12). Leurs phagocytes ne peuvent générer ni anioarexpde ni dérivés métaboliques, ce
qui les rend plus susceptibles a certaines infestiactériennes ou de champignons. Les patients
présentent frequemment des lésions inflammatdieésgue des colites chroniques ou des symptémes

de type lupusH13). Cette derniere caractéristique pourrait étre &éla découverte récente que les
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phagocytes de ces patients possedent un inflamneakgperactif et une surproduction basale de IL-
13 (514). Cela impliquerait que les ROS provenant de NAD®titlases bloqueraient plutét que
favoriseraient I'activation de la caspase-1. Avérse, le méme groupe démontra que les macrophages
SODL1 déficients, qui échouent a détoxifier les soxgles et présentent donc des niveaux de ROS
supérieurs, sécretent beaucoup moins deplleh condition inflammatoireln vivo, les souris
déficientes en SOD1 comme celles déficientes enp-Casont fortement résistantes au choc
endotoxique{15). Ainsi les ROS peuvent avoir un effet inhibiteier 'inflammasome.

A: De Multiples activateurs génerent des ROS soit par :
B: le complexe de NADPH oxydase
B’: par les mitochondries

C: Les ROS activent I'inflammasome

D : Les ROS produits libére TXNIP qui se lient a Nirp3

Toxins
Nigericin,  _—T
Maitotoxin,

Ricin

Dysregulated
Autophagy

Particles
(MsU, silica,
Alum,Cholesterol,
B-amyloid,

Hemozoin) Mitochondria

Pro-IL-18

NADPH Oxydase

Figure 28 | Modéle d’activation de Nlrp3 « production de ROS»

5 Hypothése « Potassium et Gonflement »

L’hypothése de la nécessité d’'un efflux de potamspréalable a I'activation de NIrp3 a été
€galement proposée par Jirg Tschopp. En 2007,rdedgles d’activations étaient pour I'heure sujets
d’études. Soit une liaison directe des activateaadt un changement ionique intracellulaire qui
induirait un changement de conformation d’'un comaptsde l'inflammasome qui conduirait a
I'activation de ce dernier4@5. Selon lui, I'hypothése ionique est supportée gas évidences
expérimentales. Il y a plusieurs années, I'ATP aehigéricine ont été montrés comme étant des
activateurs de la casp-1 par un mécanisme dépemtlamotassium516, 517%. Or, ces mémes
molécules ont tout récemment été montrées comnigatiides de l'inflammasomes(8). Tschopp
fait le lien entre le deux et expliqguentve became interested in investigating the possittiat all
known signals that activate the NALP3 inflammasaaieby inducing intracellular Kefflux, thus
explaining why seemingly unrelated molecules cdivate the same inflammasomé¢495).

Son équipe montre que l'activation des inflammasorillrpl et NIrp3 mais pas Nirc4 est
inhibée lorsque l'efflux de potassium est empécag lfaddition d’'un exces de potassium dans le

185



milieu de culture 495. En effet, 'ajout de KCl a 130mM dans le miliele culture bloque la
production de IL-B NIpr3-dépendente par des macrophages primés aypuBStimulés par R837,
MSU, nigéricine, ATP et la bactérie Escherichia.ddkhjout de KCI bloque également la réponse de
I'inflammasome NIrpl par la toxine létale de Bagllanthracis. L’activation de Nlrc4 par Salmonella
typhimurium n’est pas modifiée par I'addition du K@Eme a plus forte concentratictdf).

Il se produit une activation spontanée de la cesfialorsque les lysats cellulaires sont incubés
dans un milieu contenant moins de 70mM de @ette auto-activation de la caspase se réalisged’
maniere dépendante de la protéine ASC, protéir@viemant effectivement dans la formation des
inflammasomes Nirpl et NIrp3 mais pas Nird9%).

Pour étudier si la forte concentration en potassifiecte 'assemblage de I'inflammasome,
ASC fut immunoprécipité en absence ou présence@mM K'. Aucune casp-1 n’est « pull-down »
avec 130mM de potassium. Donc, une concentratibraciellulaire physiologique en potassium
bloque le recrutement de la casp-1 sur ASC, pagsidmt a cause d'une inhibition de
I'oligomérisation de NLRP3495).

Contrairement a I'étude précédent®q) les macrophages utilisés par Franchi et al. téfec
dans des conditions similaires par Escherichiarelpermettent pas la production de p.shns ajout
d’ATP exogéne 486). Les auteurs expliquent que I'ajout d’agonistéfk¥ ou l'infection par des
bactéries extracellulaires (Staphylococcus aureukscherichia Coli) doit s’accompagner de I'ajout
d’ATP essentiel a I'activation de la caspase-1'ofposé, la détection cytosolique de la flagelline
I'ajout de bactéries intracellulaires (S. typhinwmi ou L. monocytogenes) entrainent une activation
de la caspase-1 sans ajout d’ATP exogene et sansgi de déplétion de' K

L’ajout d'un excés de potassium extracellulairebfeque pas I'activation de la caspase 1 en
réponse aux bactéries intracellulaires Salmonegiphimurium (dépendant de Nirc4) ou Listeria
monocytogenes (dépendant de et NiIrp3 et AllGR29). A l'inverse, l'infection par Escherichia coli
ou Staphylococcus aureus suivie d’un milieu richek& empéche I'activation de la caspase4&d).
Une infection par la Salmonelle ne modifie pasdaaentration intracellulaire en potassium. Uneefort
concentration en potassium extracellulaire ne nm@is I'activation de la casp-1 ni la quantitédlde
1B dans le surnageant. Par contre un mutant salneodéficient en flagelline n’est plus en capacité
d’'activer la casp-1 en absence d’ATP. Une stimoitagiar de I'ATP a 5mM induit une forte déplétion
en potassium maximum et stable de 20min & une hd&®. Les auteurs montrent que P2X7,
supposé essentiel a l'efflux de potassium suite &timulation par 'ATP, n'a aucun rble dans
I'activation de la caspase-1 en réponse aux basténtracellulaires mais n’apportent aucune
indication précise sur la réponse aux bactériesaeafiulaires, ou ici cet apport d’ATP est pourtant
indispensable486).
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L'absence de nécessité de P2X7 et d'une déplétigpoassium pour I'activation de la casp-1
en réponse a des bactéries intracellulaires suggeeela détection cytosolique des ces micro-
organismes est suffisante pour I'activation deflimmasome. En ligne avec cela, l'internalisatien d
flagelline purifiée induit une activation de la pek via Nlirc4, lequel est indépendant de la
concentration intra-cytoplasmique en potassiunoataffecté par une incubation des cellules dans un
milieu contenant une forte concentration en pot@ssiA noter que la présentation de ce modéle
posséde de nombreux points communs avec le modéirée de PAMPs », ce qui n'est pas tres

étonnant puisque provenant tout deux de I'équipgé par G. Nufiez.

Une étude plus récente s’'est intéressée de nowareadle du potassium dans I'activation de
linflammasome par des bactérie§2(). Les auteurs indiquent que la présence de bastéri
intracellulaires est connue pour étre détectédepblirc4 grace a la flagelline. Ces bactéries dutive
étre transloquées dans le cytoplasme de I'hdtejesgrace a I'intervention du systeme de sécrétion
de type Ill (TTSS) 180, 52). Cependant, une forme mutante de cette bactérjgoasédant pas de
flagelline est montrée comme encore capable dactNirc4 d’'une maniere dépendante du TTSS
(27). S'intéressant au mécanisme permettant arBgiaesa d'activer Nilrc4 en absence de flagelline
les auteurs montrent que celui-ci est dépendaniadeoncentration en potassiurb2(Q). lls ont
également découvert qu’il en allait de méme pow flemes flagellés de P. aeruginosa et S.
typhimurium 620). Toutefois, les concentrations nécessaires emspioim extracellulaires sont plus
élevées que celle qui avaient été rapportées coefif@etive pour bloquer NIrp3, pouvant expliquer
pourquoi d’autres groupes avaient conclu l'indéperceé de Nirc4 par rapport a la concentration en
potassium486, 499.

A noter que les auteurs de cet article n'ont tboaucune évidence de la formation de pore
membranaire suite a l'infection cellulaire de Prugeosa. Contrairement a 'activation de Nirp3 par
'ATP, l'efflux de potassium suite a l'infection a’été observé que dans une minorité de cellules
isolées et dans ce cas la concentration dans hagemt totale n'est pas modifiée. Il est également
important de noter que la perte cellulaire en @S seule n'est pas suffisante a I'activation de
Nlrc4, car pour certaine souche comme pseudomoA@d Pa présence de flagelline est absolument
indispensable522).

Au final I'efflux de potassium, comme la productida ROS, semble étre nécessaire mais non
suffisant. Cet efflux serait ubiquitaire, consét\ti I'activation de P2X7, a l'infection par des
bactéries, par utilisation directe de toxines bété@es ou par des cristaux. Il est non restreint a
linflammasome NIrp3. La premiere publication sun inflammasome (NIrpl) utilisait déja des
extraits cellulaires en conditions hypotoniqueagit son activation spontanéisd).

Par ailleurs l'efflux de potassium a été montré omnessentiel a la formation de
'apoptosome %23, une plateforme moléculaire cytoplasmique quisepnée de nombreuses

homologies avec l'inflammasome. La diminution dectencentration intracellulaire en potassium est
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une étape précoce essentielle a I'assemblagemtpt@some, apres la libération de cytochrome C par

les mitochondries. L’efflux de potassium contrééetivation de la casp-9 via Apaf-524).

Une étude sur le mode d’action de MSU apporteinfeemation intéressante. Les cristaux de
MSU sont trés riches en sodium. Aprés internatigati’acidification des lysosomes des phagocytes
conduit a la libération de ce sodium et ainsi a fonee augmentation de I'osmolarité intracellulaire
Par compensation il se produit une entrée d’eaudear aquaporines, donnant un aspect gonflé
caractéristique. Les auteurs estiment que c'esdilation ainsi réalisée de la concentration
intracellulaire en potassium, et pas un réel eflexpotassium, qui permet de descendre sous le seui
nécessaire pour l'activation de l'inflammasorégs).

Bien que le mécanisme semble spécifigue aux axstiches en sodium, le gonflement
(«swelling») des cellules est une caractéristique précoem bonnue lors de l'apoptose et de la
stimulation transitoire par une forte concentrateon ATP. Pablo Pelegrin s’intéresse fortement au
«swelling» des cellules et estime qu’il pourrait s’agir m’'mécanisme assez général permettant

d’expliquer I'activation de NIrp3 (conversation pennelle).

A: Certains activateurs induisent directement un efflux de potassium. Par exemple
I’ATP en se fixant sur des P2XR ou des toxines qui forment des pores

B: D’autres activateurs induisent un efflux par un mécanisme plus indirect

C: Dans les deux cas la concentration intracellulaire en potassium diminue sous le
seuil nécessaire pour le changement de conformation et I’activation de Nirp3

K* Efflux K* Efflux
K* Efflux Toxins Q

Bacteria Nigericin,
Maitotoxin,

Particles “ Low [K*] Intracellular

Figure 29 | Modeéle d'activation de Nlirp3 « efflux de potassium »

6 QuID

Les paragraphes ci-dessus citent certains deshehescles plus impliqués selon moi dans
telle ou telle hypothese. Bien sdr je ne préterats garler en leur nom et il est fort probable que

chacun deux s'intéresse aux hypothéses de tradaf autres, parfois pour les contredire
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La nomination permet une meilleure assimilationcdw postulat n'est sans doute vrai sans le recours
des autres et les voies se recoupent sur bienail@s.pLes cristaux induisent un efflux de potassiu
et la forme inachevée de « phagocytose frustrést mssociée a la production de RG34. Il est

possible que I'efflux de potassium régule la praiducde ROS498).

A linverse on peut trouver de multiples exemptds travaux qui ne reproduisent pas les
modéles précédemment publiés. Il fut montré queédisles déficientes en cathepsine B répondaient
parfaitement a MSU, silice et alum tout comme efsence d’une l'inhibition de I'acidification des
lysosomes§27). Le role des ROS, en tout cas ceux produit pNA®H oxydase, est aussi remis en
question 488 et Veit Hornung a récemment relancé compléteneetébat sur le réle des ROXH.

Ses résultats montreraient que ces substances/eSastraient fondamentales et spécifiques pour le
1*" signal, I'induction de la synthése de pro-Ig-dt de NIrp3. Son équipe rejette toute implicaties
ROS des I'étape d'activation de I'inflammasome 8I(28). Ceci me parait difficile a comprendre au
regard des articles précédents, lorsque par exeepli@hibiteurs de ROS sont ajoutés apres I'étape
d’'induction et qu'ils bloquent pourtant I'activatiade NIrp3 ou encore sur les cellules THP1, souvent

« primées » la veille avec du PMA.

Concernant la validité du modéle « entrée de PAMIRS> expériences de surexpression de
NIrp3 au moyen d’un vecteur viral au sein d’unenéig préalablement immortalisée de macrophages
apportent des informations précieuses. La stinaratie ces cellules par le LPS ne permet pas
I'activation de la caspase-1, reposant la questione possible reconnaissance directe de PAMPs par
NIrp3. Cependant, les seules stimulations soit I&FP soit par la nigéricine sont maintenant

suffisantes pour I'activation de la caspase-1, painsing 629).

Selon moi, certains articles publiés mentionnaeg tbles activateurs de linflammasome de
divers composés ne sont pas sans reproche. Sdegeatiteurs ont eu besoin de rajouter de I'ATP
pour activer la caspase-1 et produire la forme readilL-1f. Il me semble alors que leurs activateurs
n'ont principalement induit que le premier signaijnthese de pro-ILAlet NIrp3. Notamment
plusieurs travaux de I'équipe de G. Nufiez, qu'ecuaicas je réfute mais que je préfere prendre avec
précautions quant au message, surtout aux vuelsypethese qu’il défend. Ceci est vrai aussi peur |
zymosan et le mannane, PAMPs de champignb86) €t pour le polyl:C, analogue des ARN viral
double brin $31).

D’une maniére générale, je suis assez prudent @uigction activatrice spécifique de bactéries
sur l'inflammasome NIrp3531) et je préfere ne pas trop en parler. Il faut moteent prendre en
compte l'inflammasome AIM2, capable de reconndik®N cytoplasmique sans grande spécificité
d’origine (171).
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Le tableau ci-dessous tente une synthése non diteade la littérature sur I'inflammasome

NIrp3, en se basant sur le critere de la producatitiz1 p.
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7 Hypothése de travail du laboratoire

De nombreux articles ont exclus le réle de P2Xtuyeat amalgamé avec un rble possible de I'ATP,
voire la signalisation purinergique dans sa gla@apourtant réalisée par toute une famille de
récepteurs.

Notre hypothése se concentre sur le mécanisméw#ton de Nirp3 par des particules. Nos
résultats avec [utilisation de souris déficientem P2X7 montrent également une absence
d’'implication de ce récepteur, mais pas I'utilisatid’inhibiteurs jugés pourtant spécifiques. Plusse
hypothéses peuvent tenter d’expliquer ces contiiad& Les inhibiteurs ne sont pas si spécifiques o
les doses utilisées ne garantissent pas la spificse pourrait aussi que la déficience fornutielle
en P2X7 depuis la fécondation soit en partie corm@erpar d’'autres récepteurs. Aucune de ses
hypothéses n'a de valeur décisive. Cependant,diabke de nos résultats offre toutes les raisons de

croire fermement en un role majeur de la signatisalans I'activation de I'inflammasome Nirp3.

(A) Uinternalisation des particules entraine (1) la libération d’ATP/UTP par des connexines /
pannexines , d’autres canaux ou sous forme vésiculaire

(2) Les nucléotides libérées et les dérivées activent des P2XR et P2YR

(2’) L’activation de P2R amplifient la libération de nucléotides

(B) Fusion avec les lysosomes , acidification, déstabilisation et fuite du contenu dont la
cathepsine B (C)

(3) La signalisation purinergique induite par la libération de nucléotides agit de conceert
avec les autres voies décrites (dont les cathepsines) pour I’activation de NIrp3

— — UTP
ATp—»ADP/
Lo AN

Other
channels

\’

Particles
(MSU, Silica, Alum)

Figure 30 | Hypothése de recherche développée par le laboratoire IEM

Au moins deux études encouragent I'approfondisséne notre hypothése. La plus importante,
réalisée sur monocytes humains, a montré que tletesestimulées par différents PAMPs mais aussi

par le MSU, sécretent de I'ATP et que celui-ci iindlu maturation de la pro-ILfL(535).
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Les monocytes humains fraichement collectés eemisulture n'ont pas de pro-ILB1Au bout
de quelques heures, cette synthése n’est pas esigliéget les cellules sont alors capables de mmature
la protéine $35).

Par ailleurs, les monocytes stimulés par du MSU ddtérents agonistes TLR et NOD
conduisent tous a la synthese de pro{iLet a I'excrétion de la forme mature. Les auteuositnent
que toutes ces molécules induisent la libératiohT& et que celui-ci agit en autocrine/paracrine
principalement via le récepteur P2X7. La signalisaP2X7 induit une efflux de potassium et un
influx de calcium, lequel conduit a I'activation ephospholipase A2 importante pour la maturation
ou I'excrétion de IL-B (535. Une perturbation de ces échanges d’ions par firoations de leurs
concentrations extracellulaires se répercute dimsent sur la quantité d’ILgLproduite. L’ionophore
nigéricine induit un efflux de potassium et conduiine production soutenue d'l[3-indépendante de
P2X7. Cela montre que l'activité du P2X7R devieatgligeable lorsque I'efflux de potassium est
obtenue en dehors d’'une activation de PRR. Lalstatibn de 'ATP endogéne libéré par I'ajout un
inhibiteur de sa dégradation augmente la produdieriL-13 mature $35. Au final, les auteurs
montrent que sur les monocytes humains primairég&rehts PAMPs et DAMPs sont compétents
pour l'induction de la maturation et de I'excrétitinclB par un processus qui fait intervenir en
premier lieu la libération d’ATP endogéne.

La deuxieme étude, cette fois-ci sur des cellulesrines, concerne ['activation de
I'inflammasome en réponse a la protéfiramyloide, agent particulaire dont I'agrégationagela
cause principale de la maladie d’Alzheim&32?). Les auteurs montrent que l'incubation ple
amyloide avec des cellules microgliales induit ilaédation d’ATP. Il s’ensuit une boucle de

stimulation auto- ou para-crine via P2X7 permettastamment la production de I[31532).

C. Quelques mots sur la régulation de I'activité de I'inflammasome

Partout dans le manuscrit il est question d’adtivatle I'immunité innée et de promotion de
'inflammation, en particulier au moyen du complexgosolique formé par I'inflammasome Nirp3. |l

me parait important de mettre en lumiére les mogensontréle dont I'organisme dispose.

Le premier niveau de régulation s’établit au nivaeanscriptionnel sur plusieurs types
cellulaires, lors de I'étape dite de « priming_a. signalisation passe par différents TLRs ou e d
cytokines comme le TNE-qui engagent la voie NdB aboutissant a la synthése non seulement de
pro- IL-1B mais aussi de NIrp®HR9. Certains chercheurs qualifient I'induction derinscription de

NIrp3 comme critique pour la future formation daeflammasome{49).

Il est connu quées monocytes sanguins humains liberentild&p mature aprés une simple

stimulation de la voie TLR (exemple LPS) a I'inveides BMDM et des macrophages péritonéaux de
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souris ou de la lignée de macrophages humains TBRé&rchant a comprendre les disparités de
résultats et d’hypothéses, I'étude de Netea and mdontré que I'addition de LPS sur des monocytes
humains induisait la libération d’ATP en extracklite et que I'activation de la caspase-1 y est
constitutive §50. A I'opposé, les macrophages alvéolaires humaesbérent pas constitutivement
de 'ATP et ont besoin d’'un second signal pounaetleur inflammasome.

Cette étude trés informative montre un contrél¢idBammasome et de la production d’IL31
suivant la localisation des acteurs immunitai(6S0). Les monocytes sanguins qui entrent en contact
avec des PAMPs signalent a I'h6te une entrée d’ienororganisme au sein de son milieu intérieur.
Ces monocytes sont ainsi capables de déclenchectaetinent une production ID*1B. Les
macrophages sont infiltrés dans les tissus deditisgne et peuvent étre directement en contactlavec
milieu extérieur dans les alvéoles pulmonairesagtsd’intestin. Ici la présence de PAMPs n’est pas
corrélée a une menace directe. La nécessité d'oondesignal permet la discrimination ou par
exemple la mort des cellules avoisinantes et ilérdtion de signaux de dangers tel 'ATP fournira
l'indication d’'une situation « non neutre ». Dares sens, I'ajout d’'INF aux macrophages, signe
d’'une situation également « non neutre », lui pérdeeproduire de IL-1p par I'ajout de LPS sans
ATP exogened50).

Un autre niveau de contrble permettrait a I'orgareé d’opérer une distinction entre infection
et traumatisme afin de moduler la nécessité ouelisité de la réponse a mettre en place. Il est
important pour I'organisme de chercher & pondéstiecéponse qui peut se révéler préjudiciable avec
une balance bénéfice/risque nettement défavoraditlamment dans les cas d'inflammations stériles
incontrélées. Une signalisation TLR en réponse & uwlécules dérivées de micro-organismes
entraine une signalisation majoritairement proamfinatoire. La stimulation TLR par le DAMP
HMGB1 s’accompagne de sa fixation sur d’autres ptmes a signalisation inhibitrice, afin de
diminuer la réponse inflammatoire globad2€). Si on supprime ce verrou, les conséquences peuve

étre létales chez la sourié2@).

A la différence de I'INFy, Les interférons de type | (IFN-et IFN{$) sont couramment
utilisés contre les désordres auto-immuns et infiatoires. Un travail récent montre clairement que
les IFN de type | inhibent la production de IB-h vitro etin vivo. Par l'induction d’'IL-10, ces deux
IFN bloguent la production de pro-lld-et pro-IL1$. lls inhibent également l'activation des
inflammasomes NLRP1 et NLRP3 et la maturation g&skines associées%1).

In vivo, 'augmentation d’interféron de type | par injectide poly(l:C) favorisent a la susceptibilité
des souris face a linfection par le champignonatbicans par un mécanisme qui serait lié a la
diminution de production de ILEL Cela est a mettre en parallele avec les obsensmtde
l'augmentation des risques d’infection aprés coimation virale b51). Les traitements par I'lFN ont
été utilisés avec succes réecemment pour traiterpdéents souffrant de fievre méditerranéenne

familiale 652, maladie liée a la surproduction de IB-1
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Une autre étude a montré un rétrocontrble négatifichmunité adaptative sur I'immunité
innée dans la résolution de linflammatiob58. La réponse inflammatoire doit se terminer
activement sinon elle peut se révéler tres domntdgeaomme dans des cas d’arthrite et de diabéte
de type 2. Les lymphocytes CD4 effecteurs et mé&msogont capables d’abolir I'activation de la
caspase 1 et la libération de IB-par les macrophages par un mécanisme nécesstamntact
cellulaire 653.

Enfin, la protéine Nlpr3 pourrait avoir des rélesmplétement indépendant d’'une forme
d'inflammasome, ce qui ajoute un niveau de compdeai son fonctionnement. Dans un modéle de
Iésion ischémique, il fut montré au sein de ceiulen hématopoiétiques un réle protecteur de Nlrp3

mais pas de ASC ou de la caspase-1 ni d'un traitepaa I'Anakinra ou I'absence de IL-1R354).
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Conclusion

L. Sur mon travail de thése

L'ascendant psychologique de l'inflammasome Nirgd4 la littérature comme pilier de la
détection de situations de dangers peut ameners ealeclusions hatives. Porté par un sujet, un
étudiant chercheur aura facilement tendance a teccublontairement ou non les informations qui
s'alignent difficilement sur sa tendance naturallschématiser. Je me rappelle qu'abasourdi par une
semaine de documentation bibliographique, je me sui interpellé par mon estimé professeur
Francois Erard qui non sans ironie me lanca «salary est, tu connais tout ? ». Je ne su lui gon

que « non, je n'ai fais que clarifier mon incompgsion ».

IL. Sur I'immunologie

L'immunologie a émergé de la microbiologie durdiete pastorienne en rationnalisant la
découverte de la vaccination de Jenner avant deniteune discipline a part entiere, auréolée seize
fois du prix Nobel de médecine et de physiologleressort du XX™ siécle trois paradigmes
principaux, chronologiqguement défensif (réponsei-iafeectieuse), sélectif (sélection clonale) et
cognitif (distinction soi/non-soi). Au cours de migese, j'ai été amené a étudier et adhérer a taithé
du danger de Polly Matzinger qui me semble étreneaure de proposer €légamment des solutions
aux interrogations actuelles. Comme attendu emsejda réponse a une question particuliére oavre |
porte & de nombreuses autres non résolues. Lesissances accumulées ont permis les succées
incontestables sur la santé humaine de la vacomati des greffes, sans pour autant avoir saiss to
les ressorts de I'immunité.

Dogmatique, nous pouvons nous demander la pecténetrelle des modeles que nous utilisons,
sans cesse en évolution, toujours en équilibreetand.e modéle restera nécessaire pour fixer un
terreau de réflexions et faire germer des idéeseims, par la suite vérifiées ou réfutées. Laalifté
réside dans la nécessité parfois de débarrassee gartie du terreau, de rechercher de nouvelles
terres ailleurs, d’accepter les engrais des adre®e pas trop s’attacher a son parterre. L'essor d
I'informatique, la puissance « Murphiesque » (oked a la loi de Murphy) de ses calculs et ses
applications techniques permettent aujourd’hui wtiégr en profondeur les caractéristiques d'une
cellule spécifique (FACS, trancriptomique) commaeird’organisme (séquencage génomique). La
révolution nanotechnologique ouvre un champ futeinisélant I'organique dans la machine.

Francois Erard aime a parler de «science molmwr qualifier I'immunologie. Il s’agit
évidemment d’'une l'opposition aux sciences diteeslicomme les mathématiques et la physique qui
obéissent a un nombre restreint de lois définiegmetuables (vitesse de la lumiere, masse de
I'électron ou encore la force de gravitation). Rluss astrophysiciens de renom admettent que le

changement d’une partie par million de la valeumd’ seule de ces constantes suffirait parfaitement
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pour que la matiere et donc le temps ne puisseastieexL'univers tel que nous le connaissons résult
d’'une symphonie permettant a la matiére de se foahéde s’agglutiner en galaxies, constellations,
étoiles, planétes, algues et doryphores. La bielatans sa division « molle » de I'immunologie,ibbé
aux mémes constantes physiques sans pouvoir egedérollement. Il apparait a I'expérimentateur la
seule résultante d’'une combinaison incroyablemeigu&e dont I'apparente mollesse réside dans la
relative faiblesse de notre capacité a décompaosdétail le systeme étudié. A défaut d’'unellesse

au sengéthargiqueles systémes immunitaires de nombreux organiseragestmalléableslis ont la
capacité d'intégrer une multitude de signaux endeg®u exogenes, de les compiler pour générer une
réponse salutair€itons a nouveau Stephen J. Gould lorsqu’il éaré gles choses ne se passent pas
telles qu'elles auraient due se passer mais tejl€slles ont pu se passerLa réponse globale de
I'organisme est une solution évolutive. Elle nealéde pas d’'un a propos agencé parfaitement ou tous
les parametres unitaires agiraient dans le seuw denla réponse globale. La ligne droite comme
chemin le plus court n'a pas son équivalent erolgiel et serait difficlement superposable a la tieéo

de la sélection naturelle. En ce sens, I'immun#éum systeme ayant pour objet I'établissement d’'un
état de protection de I'h6te suffisamment perforomaur permettre la production de descendants. La
performance se juge par la survie de lindividusaigue la quantité de moyens, notamment
énergétique, déployées.

Il est selon moi pas impossible qu’un systéme imitaire « trop performant » provoquerait un
déséquilibre désavantageux pour la pérennité dpdee en limitant sa capacité d’adaptation et de
coopération. La vie a beaucoup utilisée la symbijosur se complexifier. Nier la relation a la « je
t'aime moi non plus » de la relation macro/micr@mgmes biaise grandement notre jugement du role

de I'immunité.
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Annexe

Annexe 1: Article 4 : Nanoparticules et Inflammation pulmonaire

Nanoparticles activate the NLR pyrin domain containing 3 (Nlrp3) inflammasome and
cause pulmonary inflammation through release of IL-1a and IL-13

Yazdi AS, Guarda G, Riteau N, Drexler SK, Tardivel A, Couillin I, Tschopp ].
Proc Natl Acad Sci U S A. 2010 Nov 9;107(45):19449-54

J'ai eu la chance de faire partie d'une collabhoraentre ma directrice de these, Isabelle Couiinlirg
Tschopp, ancien chef d’'un linstitut basé a Lausatmes expériences ont été principalement réalisgeSuisse
par Amir Yazdi et les autres membres de I'équipe.l@boratoire IEM d’Orléans, nous avons mis au fpein
réalisé les expériences pulmonaires.

L'utilisation de la matiéere a I'échelle nanométrgprésente de tres nombreux avantages, largement
exploité par I'industrie pour toutes sortes d’apalions (Cf. Introduction). Les nanotechnologiestsn pleine
explosion et les prévisions économiques tablenusumarché de centaines de milliards d’euros pataens les
années a venir. Cependant la majorité de la relsberest penchée sur les applications des nandfsodais pas
sur leurs implications sur la santé et I'environeaeim C’est I'objet du travail publié lors de cettdlaboration.

Nos collaborateurs suisse ont montré que les raatiogles de dioxyde de titane (T)Oou de dioxyde
silice (SiQ) sont capables d’activer I'inflammasome NIrp3 @bduire a la production de ILB1A contrarig des
nanoparticules d’oxyde de Zinc (ZnO) d’une taillmitaire ne produisent pas cet effet pro-inflamnira&oEn
accord avec la taille restreinte de ces particulé®, et SiG pénétrent dans les cellules sans nécessité de
phagocytose.

In vivo, l'injection de nanoparticules de Ti@ans le péritoine conduit au recrutement de nphbiies,
lequel s’accompagne d’'une augmentation de la ptamude IL-18 et IL-6 mais ni TNFe, ni IL-1a. Etonnement,
le recrutement de neutrophiles apparait peu dépen@aASC et indépendant de Nirp3. Cependant, éagtiype
clair de la déficience en IL-1R1 laissait présagerrble conjugué de ILelet IL-1B et en effet les résultats
montrent que les souris déficientes en tLrk présentent pas de recrutement de cellulesrinfitoires dans le
péritoine. Enfin, le recrutement de neutrophilesl@pend de I'inflammasome NIrp3 qu’'apres la dépiéte IL1-

a. Ainsi, les effets de ILtrapparaissent prédominer sur ceux NIrp3/fLdhns ce modele de péritonite.

Chez 'Homme, les deux voies principales de patiémm de nanoparticules comme le Ti€bnt la peau
et les poumons.

Les kératinocytes humains en culture sont capatéesdétecter la présence de Ti@une taille
nanométrique, mais pas micrométrique, et conduita production de IL-f§ mature. Cette observation est
importante car elle présente une activité de Biminasome NIrp3 non négligeable au sein de celiubes

myéloides. A noter que les kératinocytes muringprienent pas l'inflammasome et ne produisent pat_ek3
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et que I'exposition cutanée en Ti6ur plusieurs jours ne conduit pas chez ces anirmauwéveloppement d’'une
inflammation visible.

Afin d’étude les potentielles implications de Halation de nanoparticules, nous avons instillé des
nanoparticules de TiOet observé la réponse inflammatoire 6h aprés. Msgltats montrent le role également
prédominant de ILL+ dans le recrutement de neutrophiles dans I'espécien. La protéine Nirp3 apparait
facultative alors que Casp-1 et ASC semblent jomerdle un peu plus important. Cependant, les prashs de
IL1-a et IL-13 sont fortement augmentées, ce qui montrerait litafion de ces deux cytokines dans
linflammation en réponse aux nanoparticules.

En conclusion, notre étude fournit des donnéesdquraient inciter & la plus grande prudence gaant
I'utilisation massive de nanoproduits. Il est imjpott d’étudier plus en profondeur leurs impacts lausanté
humaine. Notre étude montre gu’elles ne sont parseis pour I'organisme et conduisent au développediane
réponse inflammatoire fortement dépendante deallII'implication de I'inflammasome Nlrp3, notammegutix

vues des différences entre les expérieitgdro etin vivo, mérite d’étre clarifié.
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Nanoparticles activate the NLR pyrin domain containing
3 (Nlrp3) inflammasome and cause pulmonary
inflammation through release of IL-1a and IL-1p

Amir S. Yazdi®, Greta Guarda?®, Nicolas Riteau®, Stefan K. Drexler?, Aubry Tardivel®, Isabelle Couillin®,

and Jirg Tschopp®'
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Nanoparticles are increasingly used in various fields, including
biomedicine and electronics. One application utilizes the opacifying
effect of nano-TiO,, which is frequently used as pigment in cosmet-
ics. Although TiO; is believed to be biologically inert, an emerging
literature reports increased incidence of respiratory diseases in peo-
ple exposed to TiO,. Here, we show that nano-TiO; and nano-SiO,,
but not nano-ZnO, activate the NLR pyrin domain containing 3
(NIrp3) inflammasome, leading to IL-1p release and in addition, in-
duce the regulated release of IL-1o.. Unlike other particulate Nirp3
agonists, nano-TiO,—dependent-NIrp3 activity does not require cy-
toskeleton-dependent phagocytosis and induces IL-1a/f secretion
in nonphagocytic keratinocytes. Inhalation of nano-TiO;, provokes
lung inflammation which is strongly suppressed in IL-1R-and IL- 10—
deficient mice. Thus, the inflammation caused by nano-TiO; in vivo
is largely caused by the biological effect of IL-1a. The current use of
nano-TiO, may present a health hazard due to its capacity to induce
IL-1R signaling, a situation reminiscent of inflammation provoked
by asbestos exposure.

caspase-1 | titanium dioxide | silica dioxide

anoparticles are single particles with a diameter less than

100 nm (1). Nanomaterials are increasingly used for manu-
facturing industrial items, such as antibacterial surface coatings
and semiconductors. The most frequently used nanoparticles are
inorganic metal oxides such as silica dioxide (SiO;) and titanium
dioxide (TiO,), due to their large surface-to-volume ratio (2). In
particular, nano-TiO; is frequently used as white pigment in many
everyday products such as white paint, paper, and plastics, and
their use is especially prevalent in cosmetics (3).

Although pm-sized and larger TiO, particles are believed to
be biologically inert (4), an augmented frequency of respiratory
diseases in workers exposed to TiO, was reported in the late 1980s
(5). Supporting this observation, several recent studies demon-
strated that pulmonary uptake of TiO, nanoparticles worsened
respiratory diseases such as pulmonary fibrosis or lipopolysac-
charide (LPS)-induced lung inflammation in vivo (6, 7). The
particle size of TiO, was a critical factor in triggering this pul-
monary inflammatory response (8, 9).

Cytokines of the interleukin-1 family, such as interleukin-1c
(IL-1w), interleukin-1p (IL-1p), and interleukin-18 (IL-18) are
potent mediators of innate immunity. They are produced as
proforms, which are further processed upon activation. Pathways
leading to IL-1a processing, which is active both as pro-IL-1o« and
as cleaved fragment, are yet to be characterized in detail, but were
reported to involve the Ca®*-dependent protease calpain (10).
Besides its function as an autocrine growth factor, IL-1a is known
to drive sterile inflammation, in particular in response to dying
cells (11). Compared with IL-la processing and activation, the
mechanisms mediating pro-IL-1p and pro-IL-18 maturation are
better characterized. Pro-IL-1f and pro-IL-18 are cleaved by the
protease caspase-1, that itself is autoactivated through caspase-1
clustering within large multiprotein complexes called inflamma-

www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas. 1008155107

somes (12). To date four inflammasomes are functionally char-
acterized: the Nlrpl (NLR pyrin domain containing 1, Nalpl),
Nlrp3 (NLR pyrin domain containing 3, Nalp3), Nlrc4 (NLR con-
taining a caspase recruitment domain 4, Ipaf), and AIM2 (absent
in melanoma) inflammasomes. The best-characterized inflam-
masome consists of three main components, the Nod-like re-
ceptor (NLR)-family protein, Nlrp3, procaspase-1, and the ASC
(apoptosis speck-like protein containing a CARD) adapter, which
bridges interactions between the former proteins (12). Following
autoactivation via inflammasome assembly, caspase-1 cleaves
IL-1p, whose biologically active form is then secreted.

The potent actions of mature IL-1f dictate that its synthesis and
secretion are tightly regulated. A first signal, such as Toll-like
receptor activation, triggers synthesis of pro-IL-1p by transcrip-
tional induction, whereas a second stimulus leads to inflamma-
some oligomerization, caspase-1 autoactivation, and caspase-1-
dependent cleavage and release of the biologically active, mature
IL-1p. This second signal, by which an active inflammasome
complex is formed, is triggered by an ever-expanding group of
chemically and biologically unrelated danger-associated molecu-
lar patterns (DAMPs) or pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs) (13). Whereas Nlrp3 inflammasome-dependent in-
flammation promotes pathogen clearance in a number of in-
fection models, such as Candida albicans (14) and Klebsiella
pneumonia (15), the Nlrp3 inflammasome can also initiate path-
ological inflammatory reactions in response to endogenous or
exogenous danger signals such as ATP (16), monosodium urate
crystals (MSU) (17), UVB irradiation (18), and the environ-
mental pollutants, silica and asbestos (19, 20). Although data
suggest that potassium efflux (13), cathepsin B (19), and/or the
generation of reactive oxygen species (ROS) (20) may modulate
inflammasome activation, the exact molecular mechanisms me-
diating inflammasome activation remain elusive (21).

Results

Nanoparticles Activate the Nirp3 Inflammasome in Myeloid Cells and
Lead to IL-1§ Secretion in Primary Human Keratinocytes. To deter-
mine the possible IL-1-stimulatory effect of metallic nanoparticles,
the human macrophage cell line THP1, was stimulated with various
nanoparticles for 6 h. In contrast to ZnO (15 nm), both TiO, (ana-
tase, 20 nm or rutile, 80 nm) and SiO, (15 nm) induced caspase-1
cleavage and IL-1p secretion (Fig. 14). Because the organ primarily
exposed to everyday metallic nanoparticles is the skin, we also stim-
ulated primary human keratinocytes with nanoparticles (Fig. 1B).
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Similar to macrophages, human keratinocytes secreted mature IL-1p
in a dose-dependent manner following exposure to nano-TiO, and
nano-Si0; but not carbon nanotubes, another nanoparticle, which is
used primarily in electronic and material science.

To examine whether mouse and human cells behaved similarly,
mouse bone marrow-derived dendritic cells (BMDC) (Fig. 1C)
and bone marrow-derived macrophages (BMDM) (Fig. S1) were
treated with nano-TiO, and nano-Si0O,. Nano-TiO, and nano-
SiO; were potent stimuli for IL-1p secretion in both murine my-
eloid cell types, whereas release of inflammasome-independent
cytokines such as TNF were minimally affected by nano-TiO,
stimulation as compared with the TLR9 agonist CpG DNA, which
induced TNF secretion without activating inflammasome-de-
pendent IL-1p secretion (Fig. S2).

As particulate danger signals (e.g., asbestos, MSU, and alum)
trigger secretion of mature IL-1f via the Nlrp3 inflammasome, we
hypothesized that the Nirp3 inflammasome may also mediate
responses to nano-TiO; and nano-SiO,. To test this hypothesis,
we treated human and mouse macrophages in which Nlrp3
inflammasome components were knocked down or knocked out,
respectively, with nano-TiO> or nano-SiO,. THP1 cells stably
infected with shRNA directed against caspase-l or Nlrp3 (Fig. 14)
or BMDCs from ASC™~ or Nirp3™~ mice (Fig. 1C) did not se-
crete 1L-1p in response to nano-TiO, or nano-SiO,, indicating
that the Nirp3 inflammasome mediated responses to these ago-
nists. In contrast, knockdown or knockout of the related NLR
family member, IPAF (Nlrc4) which can also mediate inflamma-
some assembly, did not impair IL-1p secretion (Fig. 14, Fig. S1).

Phagocytosis Is Not Required for Inflammasome Activation by Nano-
TiO.. The precise mechanism of inflammasome activation remains
poorly characterized at present; however, potassium efflux and

intracellular ROS have been proposed to be criticial for Nirp3
inflammasome activation in response to “classic” Nlrp3 agonists.
To further characterize the activating capacity of nanoparticles in
this context, we examined whether Nlrp3 inflammasome activity
was suppressed by the ATP-sensitive potassium channel inhibitor,
glibenclamide or the chemical ROS scavenger (2R,4R)-4-
aminopyrrolidine-2, 4-dicarboxylate (APDC). As for “classic”
NIrp3 agonists such as MSU, cellular pretreatment with gliben-
clamide or APDC diminished inflammasome-dependent IL-1p
secretion triggered by nanoparticles (Fig. S34).

Although the above results suggested the current inflamma-
some activation scheme proposed for other particles, we found an
important difference between nano-TiO, and known particulate
activators such as MSU, alum, hemozoin, and pm-sized SiO; (20).
Whereas these above-mentioned particulates can activate the
NIrp3 inflammasome in myeloid cells, they do not trigger activa-
tion in keratinocytes (Fig. 2.4 and B). Thisis likely to reflect the low
capacity of keratinocytes to phagocytose particles. In contrast,
small diameter (15 nm) but not large diameter (1.5 pm) SiO; could
activate the inflammasome in keratinocytes (Fig. 2B), whereas both
nano-sized and pm-sized SiO, activated the Nhp3 inflamma-
some in myeloid cells (Fig. 24 ), suggesting that the inflammasome-
activating signal was triggered without the need for particle phago-
cytosis. In support of this, disruption of actin-mediated phagocytosis
by cytochalasin D was unable to suppress nanoparticle-induced
IL-1p secretion in macrophages (Fig. 2C). Electron microscopy
studies further revealed that mainly clustered TiO, was located free
in the cytoplasm of THP1 cells and not located in phagosomes or
lysososmes, as would be expected if they were internalized by
phagocytosis (Fig. 2D). To further elucidate other possible mech-
anisms of nanoparticle uptake, THP1 cells were either treated with
methyl-p-cyclodextrin to disrupt lipid raft-mediated endocytosis
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filipin or nystatin to block the caveolae-dependent endocytic path-
way or chlorpromazine hydrochloride to inhibit clathrin-mediated
endocytosis but nano-TiO2-mediated inflammasome activation
could not be blocked. (Fig. S3 B-D)

Recruitment of Neutrophils upon LP. Injection of Nano-TiO, Is Com-
pletely IL-1R-, ASC-, and IL-1a—Dependent. Taken together, the above
results suggested a proinflammatory activity of nano-TiO, and
nano-Si0; in vitro. We used an established inflammatory perito-
nitis model (17) to confirm such a role in vivo. In this model, i.p.
injection of inflammasome activators drives the influx of neutro-
philic granulocytes to the peritoneal cavity. Compared with the
solvent control, TiO; evoked significant neutrophil recruitment 6 h
postinjection (Fig. 34 ). The influx of neutrophils was accompanied
by significant sercretion of IL-1p and IL-6 into the peritoneal cavity,
while cytokine levels for IL-1a and TNF remained unchanged (Fig.
S44). When signaling by both IL-1ocand IL-1p was blocked through
deficiency in their common receptor, IL-1 receptor (IL-1R), mice
exhibited strongly reduced neutrophil influx (Fig. 3B). In strict
accordance with impaired neulrophll recrullment a drastic de-
crease in IL-6 secretion was detected in IL-IR™~ mice, suggesting
the dependence of 11-6 secretion on IL-1R signaling (Fig. S4B). As
the ex vivo findings indicated a critical function for the inflamma-
some components ASC and Nlrp3 in the response to specific
nanoparticles, we also examined TiO,-dependent neutrophil influx
in mice deficient in ASC and Nlrp3. Whereas TiO--induced peri-
tonitis appreciably depended on the ASC adapter, surprisingly,
NIrp3 deficiency did not significantly affect TiO,-induced perito-
nitis (Fig. 3 C and D).

Due to our observation that IL-1R deficiency more strongly
suppressed TiO,-dependent neutrophil influx compared with
ASC or Nlrp3 deficiency, we hypothesized that IL-1a and IL-1p
may act in concert to mediate neutrophil influx via their common
receptor. Indeed, IL-lo deficiency protected mice from in-
flammatory cell recruitment (Fig. 3E).

Recruitment of Neutrophils upon LP. Injection of Nano-TiO, only
Depends on NLRP3 After Depletion of IL-1a. As the effects of IL-
la appeared to dominate over Nlrp3/IL-1p in this in vivo setting,

A Murine Macrophages B Human Keratinocytes
£
EEES E £
SERE S p 0
BT D oom N e "
Spdc g9 5§84 ¢
SEFFnn 225 F

g

-:an_ 1p

we reexamined the effect of Nlrp3 deficiency following IL-la
depletion. Following injection of a neutralizing anti-IL-1a anti-
body, Nlrp3 deficiency significantly suppressed neutrophil influx
compared with WT, indicating that both IL-la and IL-1p can
mediate TiO,-induced peritonitis, although the effect of IL-1a
predominates (Fig. 3F).

Nano-Ti0, Induces the Release of IL-1x in a Partially Nlrp3- and ASC-
Dependent Manner in Myeloid Cells and Keratinocytes in Vitro. As
the peritonitis model suggested a major role for IL-la in TiO»-
dependent inflammation in vivo, we next investigated whether
nanoparticles regulated the secretion of IL-1o by murine dendritic
cells (DCs) in vitro. Whereas release of IL-1p by MSU or nano-
TiO, was completely dependent on ASC and Nlrp3 as expected
(Fig. 3G), IL-1a release displayed only a partial dependency on
ASC and Nlrp3 (Fig. 3H). The partial ASC dependency of IL-1«
release was also apparent in murine keratinocytes (Fig. 31).

Cutaneous Exposure to TiO, Does Not Lead to a Clinically or Histo-
logically Visible Inflammation. Data from the peritonitis model and
the in vitro data provided proof of principle that TiO, can induce
1L-1-dependent inflammatory responses. However, the two most
common routes of nano-TiO; exposure to humans are via the skin
(e.g., application of nano-TiO,-containing cosmetics) and the
lungs (e.g., dust inhalation). To more closely mimic a physiologi-
cal route of cutaneous exposure, we treated shaved back skin of
mice with either a single application of TiO, or PBS dissolved in
olive oil or for chronic exposure once daily over a period of 5-10
consecutive days. In agreement with previous reports suggesting
that TiO, nanoparticles do not penetrate into living skin (22, 23),
we found that application of the nanoparticle emulsion or its
vehicle control did not lead to clinically visible inflammation.
Histologically, 8/11 (72%) mice treated with one single applica-
tion of TiO, displayed acanthosis (epidermal thickening) without
any inflammatory infiltrate, whereas the PBS-treated mice dis-
played epidermal alterations in 2/11 (18%) cases. Acanthosis
without inflammatory infiltrate might be due to mechanical irri-
tation and could be caused by the mice scratching or licking away
the TiO,. Upon chronic exposure, the incidence of epidermal

C Macrophages
22
1)

i e}
= 2F
+

Mock
+ Mock
+ TiO,

Cytochalasin D
SN

IL-1p

Fig. 2. Phagocytosis is not essential for nanoparticle-induced inflammasome activation. (4) Bone marrow-derived macrophages released IL-1p upon stim-
ulation with MSU (300 pg/mL), TiO; 20 nm (200 pg/mL), TiO, 80 nm (200 pg/mL), Si0; 15 nm (200 pg/mL), and SiO, 1.5 pm (200 pg/mL). (B) In contrast, human
keratinocytes released mature, cleaved IL-1p only upon exposure to nano-SiO, (200 ug/mL) and not to pm-sized SiO, (200 pg/mL). (C) Actin polymerization
blockade by Cytochalasin D (1 pM) impaired MSU-induced inflammasome activation without affecting TiO,-dependent IL-1p secretion. Results are repre-
sentative of three independent experiments. (D) TEM images of THP1 cells stimulated with nano-TiO,. TiO, aggregates were free in the cytoplasm and not

located in phagosomes.
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thickening did not further increase and still no inflammatory
infiltrates were detectable.

Pulmonary Inflammation upon Intranasal Exposure of Nano-TiO,
Requires IL-1R, ASC, Caspase-1, and IL-1a. We next investigated
the effect of pulmonary exposure to nano-TiO,. A single dose of
intranasally administered TiO, induced an inflammatory re-
sponse leading to neutrophil recruitment in the bronchoalveolar
lavage fluid (BALF), and IL-1R or caspase-1 deficiency signifi-
cantly blocked neutrophil influx (Fig. 44). Similar to the obser-
vations in the peritonitis model, neutrophil influx depended
significantly on the presence of the adapter protein ASC, but
exhibited only a partial dependence on Nlrp3, which did not reach
significance (Fig. 4 B and C). As for the peritonitis model, neu-
trophil recruitment was highly dependent on IL-1« (Fig. 4C), and
so the effects of IL-la in this model may mask the potential
contribution of I1L-1p/Nlrp3. In accordance with our observation
in the peritonitis model, only a minor secretion of IL-1a and TNF
into the BALF could be observed, whereas TiO, caused a prom-
inent increase of 1L-1p and IL-6 (Fig. 4D). Regarding total lung
tissue, an induction of both IL-1a and IL-1p could be observed
after the administration of TiO,, reflecting an increased synthesis
of the two cytokines.
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Fig. 3. Role of the inflammasome and
IL-1a in murine models of TiO,-induced
“‘\" % peritonitis and in murine BMDCs and
primary murine keratinocytes. (A) I.p. in-
jection of nano-TiO; induced the re-
cruitment of neutrophils to the peri-
toneal cavity. (B-F) The recruitment of
inflammatory cells depended upon the
presence of (B) IL-1R, (C) ASC, and (E)
IL-1a, whereas the inflammatory re-
sponse was only clearly dependent on
Nlirp3 following IL-1a depletion (D and F).
(*P < 0.05; **P < 0.01;, ***P < 0.001;
o NS, nonsignificant, n = 7-10 mice per
group). (G) Upon stimulation with MSU
(300 pg/mL) or nano-TiO; (200 pg/mL)
release of IL-1p was completely abolished
in Nlrp3- or ASC-deficient murine BMDCs,
whereas the release of (H) IL-1a only
partially depended on Nirp3 and ASC.
(/) Murine keratinocytes secreted IL-1a
in a partially ASC-dependent manner
upon stimulation with Nigericin (5 pM),
nanoTiO, (200 pg/ml), and nano-SiO,
(200 pg/mL) whereas exposure to nano-
ZnO (200 pg/mlL) did not trigger IL-1a se-
cretion. Results are representative of
three independent experiments.

Discussion

As the use of nanotechnology in our daily consumption products is
expanding at a rapid pace, we investigated the inflammatory ca-
pacity of one of the most commonly used nanoparticles, TiO,.
Previous in vitro and in vivo experiments (24) and postexpositional
analysis (5) suggested TiO, was able to induce inflammation;
however, the mechanisms underlying such inflammation were
unclear. We present here that, like other environmental irritants
such as asbestos or silica, TiO; and SiO; nanoparticles are sensed
by the Nlrp3 inflammasome (20).

Despite the identification and characterization of numerous
sterile or microbial activators of the Nlrp3 inflammasome, the
precise mechanism mediating inflammasome activation by these
diverse stimuli remains to be determined. Interestingly, nano-TiO,
only partly followed the current scheme for particulate-mediated
activation. Like asbestos and silica, nano-TiO, induces the pro-
duction of ROS (3) and ROS scavengers block TiO,-dependent
IL-1p secretion; nanoparticle-dependent inflammasome activation
also appears to depend upon intracellular potassium levels. In
contrast to large-diameter, classic particulate Nlrp3 agonists that
require phagocytosis, uptake of nanoparticles appeared to occur
independently of a functional actin cytoskeleton. Such a mecha-
nistic divergence from the classic particulate activation scheme is
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further supported by the ability of nanoparticles to activate primary
keratinocytes, which unlike professional phagocytic cells such as
macrophages, only ingest small organelles such as melanosomes.
However, the exact mechanism of nano-TiO, uptake remains elu-
sive, as blocking lipid raft-mediated, caveolin-dependent, or clathrin-
dependent endocytosis did not efficiently block IL-1p secretion.

In addition to ASC-, Nlrp3-, and caspase-1-dependent secre-
tion of mature IL-1p, we found that nano-TiO, triggers secretion
of another IL-1 family member, IL-1a, in both myeloid and ep-
ithelial cells. Interestingly, IL-1a secretion also depends, albeit
partly, on the Nlrp3 inflammasome, in accordance with previous
results in caspase-1-deficient mice (25).

The in vivo results presented here clearly demonstrate an IL-
1R-dependent proinflammatory activity of nano-TiO; in the lung
and peritoneum, which exhibits similar potency to MSU and as-
bestos, which cause gout and asbestosis, respectively. Moreover,
the extreme potency of nano-TiO, is reflected by its capability to
release both IL-1o and IL-1p and is further highlighted by the fact
that it can induce the secretion of IL-1 by keratinocytes, a feature
not shared with typical particulates. Our results obtained in lung
and peritoneal inflammation models indicate the dominance of
IL-1a over the biological contribution of 1L-1p/NIrp3.

Our data suggest that nano-TiO, should be used with greater
caution than is currently used. The manufacture of TiO; nano-
particles is a huge industry; about 2 million tons per year are
produced worldwide. In addition to paint, cosmetics, sunscreen,
and vitamins, nanoparticles can be found in toothpaste, food col-
orants, nutritional supplements, and hundreds of other personal
care products. When this widespread usage is considered in light
of the data presented above, the potential risk of inflammation-
driven cancer is a particular concern, especially for people occu-
pationally exposed to high concentrations of TiO, nanoparticles.
Better precautions must be taken to limit the ingestion of these
particles, both in manufacturing and in everyday contact with
nanoparticle-containing substances.

Similar words of caution were expressed in the last century
following the first evidence for association between lung inflam-
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nonsignificant; n=6-8 mice per group).

mation and asbestos inhalation. Yet it took almost 100 y, and
countless fatalities, until asbestos was banned from use. Given that
asbestos and TiO, exert similar proinflammatory activities via
IL-1R signaling through the activation of either IL-1o and IL-1p,
we hope that future decisions will be made to prevent possible
morbidity and perhaps mortality.

Materials and Methods

Mice. C57BL/6J, NIrp3™'~ (17), Asc™’, Ipaf™™ (26), IL-1 « (27), IL-1R™", and
caspase-f” (25) mice (on C57BL/6J background) and BALB/c and IL-1R™~ (28)
mice (on BALB/c background) were housed at the animal facility at the
University of Lausanne or the Transgenose Institute (Centre National de la
Recherche Scientifique, Orleans, France). All animal experiments followed
the French government’s ethical and animal experiment regulations and the
Swiss Federal Veterinary Office guidelines. Six- to 10-wk-old C57BL/6) and
BALB/c mice were purchased from The Jackson Laboratory.

Reagents. Nano-sized particles (TiO,, anatase, 20 nm; TiO,, rutile, 80 nm; ZnO,
15 nm; SiO,, 15 nm, carbon nanotubes) were obtained from lolitec. Before
each use, the particles were sonicated 15 min and vigorously vortexed
for 1 min. Nigericin, MSU, cytochalasin D, nystatin, methyl-p-cyclodextrin,
and chlorpromazine hydrochloride were purchased from Sigma; phorbol
12-myristate 13-acetate and APDC from Alexis.

Anti-human cleaved IL-1p (2021L) was purchased from Cell Signaling and
anti-human caspase-1 (sc-622) was obtained from Santa Cruz; anti-IL-1p p35
is a sheep antibody made in our laboratory. Antibodies against mouse IL-1p
and mouse caspase-1 (p20) were generous gifts from Roberto Solari, Glaxo,
and Peter Vandenabeele (Ghent University, Belgium).

For cytokine detection, ELISA kits for murine IL-1« (R&D System), IL-1p, and
TNF-a (eBioscience) were used according to the manufacturers’ instructions.

Cell Preparation. Bone marrow-derived dendritic cells and bone marrow-
derived macrophages were differentiated from tibial and femoral bone
marrow progenitors as described elsewhere (29, 30). Cells were primed with
10 ng/mL ultra-pureLPS (Invivogen) for 3 h. Cell culture medium was
replaced by OPTIMEM (Invitrogen) for the duration of the stimulation.
Supernatants (SN) were precipitated by methanol-chloroform precipitation
and cell extracts (XT) and SN of ~200,000 cells were loaded for Western blot.

Primary adult murine tail epidermal keratinocytes were isolated from adult
mice according to standard procedure (31). Tail skin was digested overnight in
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10 mg/mL Dispase Il (Roche). After removal of the epidermal sheets and
trypsin digestion (0.05% Trypsin/EDTA), the epidermal suspension was fil-
tered through a 100-um mesh. The cells were cultured in Cnt-57 basal ker-
atinocytes medium (CellnTec) on collagen-coated dishes (Purecol, Nutacon).

Primary human keratinocytes were isolated from neonatal foreskin (32).
Briefly, the s.c. fatty tissue was trimmed and the biopsies were placed in 10
mg/mL Dispase Il (Roche). The epidermal sheets were removed, chopped, and
incubated in 0.05% Trypsin/EDTA. After filtration through a 100-pm mesh,
the cells were cultured in Cnt-57 basal keratinocytes medium (CellnTec).

Generation of THP1 Cells Stably Expressing shRNA. THP1 cells stably expressing
shRNA against Nalp3 and Caspase-1were obtained as previouslydescribed (13).

For experiments, THP1 cells were differentiated 3 h with 0.5 uM phorbol
12-myristate 13-acetate (Enzo Lifesciences). Cell extracts and precipitated
supernatants were analyzed by Western blot.

Electren Microscopy. Samples were fixed in 2% paraformaldehyde, 2.5%
glutaraldehyde, and postfixed in 1% osmium tetroxide, 1.5% potassium
ferrocyanide, and stained with 1% uranyl acetate. After dehydration, the
samples were embedded in Durcupan. Ultrathin sections were contrasted
with lead citrate and then examined with a Philips CM12 electron microscope.

Fluorescence Microscopy. Cholera toxin B staining (Invitrogen) was performed
according to the manufacturer’s instructions. Slides were examined with
a Leica SP5 tandem upright confocal microscope and the LAS AF lite software.

In Vivo Peritonitis Model. Peritonitis was induced in 6- to 10-wk-old age- and
sex-matched mice by injection of 1-1.5 mg of sonicated and thoroughly
vortexed TiO, particles in 400 L sterile PBS. After 5-6 h, the mice were killed
by CO, exposure and the peritoneal cavity was flushed with 5.5 mL of sterile
PBS. The lavage fluid was centrifuged and the cell pellets analyzed for neu-
trophil influx by flow cytometry (CD11b*, Ly-6C*, Ly-6G™'9", F4/80") using the
following monoclonal antibodies: anti-CD11b (M1/70), anti-F4/80 (BM8)
(eBioscience), anti-Ly-6C (AL-21), and anti-Ly-6G (1A8) (BD Biosciences). Data
were collected using a FACSCanto (BD Biosciences) and analyzed using
FLOWIJOQ software (Tree Star).

The supernatants were concentrated using Amicon Ultra centrifugal filters
(Millipore) and analyzed using ELISA kits for murine IL-1ct (R&D System), IL-14,
IL-6, and TNF (eBioscience) according to the manufacturers’ instructions.
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For experiments in which IL-1a was blocked with a neutralizing antibody,
mice were injected with anti-IL-1a (clone ALF-161, eBioscience) 80 pg ip.,
30 min before TiQ; stimulation.

In Vivo Cutaneous Exposure. Intact murine back skin was challenged with
nano-TiO; in PBS/olive oil or the PBS/olive oil carrier control by cutaneous
exposure on the back skin. The back skin of the mice was shaved 24 h before
exposure. Besides a single application, we applied the topical treatment daily
for 5-10 consecutive days. Twenty-four hours after the last exposure, mice
were killed by CO, exposure, skin biopsies were taken, fixed in formalin, and
stained with hematoxylin and eosin (H&E) using standard procedures.

In Vivo Intranasal Application and Bronchoalveolar Lavage (BAL). TiO, (7.5-30
mg/kg) in saline or the vehicle alone was administered by nasal instillation in
a volume of 40 pL under light ketamine-xylasine anesthesia. Six hours post-
application, BAL was performed. Briefly, the trachea was incised and
a homemade small plastic canula was inserted to flush both lungs three times
with 1 mLPBS, going back and forth twice each time. The recovery of the total
lavage exceeded 95%. The samples collected were centrifuged (600 g for 10
min) and cell pellets were resuspended in 0.4 mL PBS and maintained at 4 °C
until cell determination. Differential cell counts were performed on cytospin
preparations (Cytospin 3, Thermo Shandon) after May-Griinwald staining
(Sigma) according to the manufacturer’s instructions. Differential cell counts
were made on 200 cells using standard morphological criteria. For cytokine
determination, the supernatants of the BALF were analyzed by ELISA.

After BAL, the lungs were perfused with Isoton (Coulder) to flush the
vascular content. Lungs were homogenized by a rotor-stator (Ultra Turrax),
the extract was centrifuged, and IL-1« and IL-1f levels in the supernatants of
the lung homogenates were determined using ELISA.

Statistical Analysis. The significance of the differences between groups was
calculated using the unpaired t test and the Bonferroni posttest (GraphPad
Prism version 5.0). Differences were considered significant when P < 0.05.
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Fig. 51. Nano-TiO; and nano-5i0; activate the Nirp3 inflammasome, but not the Nirc4 inflammasome. Caspase-1 cleavage and IL-1 secretion was impaired in
Nirp3-deficient, but not in Nirc4-deficient murine bone marrow-derived macrophages upon treatment with nano-TiO, (200 pg/mL) or nano-Si0O, (200 pg/mL).
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Fig. S2. Nano-TiO; activates IL-1p secretion in murine dendritic cells (DCs). (A) TiO, (200 pg/mL) exposure evoked robust secretion of IL-1p after LPS-priming
(10 ng/mL) and (B) low levels of TNF in unprimed cells compared with the TLR? ligand CpG (2.5 pg/mL).
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Fig. $3. ROS scavengers and glibenclamide, but not endocytosis-inhibitors block nano-TiO>-induced IL-1p secretion. (A) Pretreatment with the ROS scavenger
APDC (100 pM) and the ATP-sensitive potassium inhibitor glibenclamide (50 pM) impairs nano-TiO, (200 pg/mL)-induced IL-1p release from bone marrow-
derived DCs, whereas (B) lipid-raft extraction by methyl-p-cyclodextrin (MBCD; 2x 10 mM wash, 2 mM during treatment), blocking clathrin-mediated endo-
cytosis by chlorpromazine-hydrochloride (1.5 pg/mL or 10 pg/mL) and blocking caveolin-dependent endocytosis by either filipin (2.5 pg/mL or 2.5 pg/mL in
combination with chlorpromazine-hydrochloride, 1.5 pg/mL) or nystatin (10 U/mL) did not alter TiOz-induced IL-1p secretion in THP1 cells. The effective lipid-
raft depletion was demonstrated by the lack of membranous cholera toxin B staining (C) after treatment with MBCD, (D) compared with the untreated control.
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Fig. S4. TiO, i.p. injection induces IL-1p and IL-1 receptor-dependent IL-6 secretion. (A) |.p. injection of 1.5 mg TiO, into the peritoneal cavity led to significant
IL-1p and IL-6 secretion, whereas IL-1a and TNF remained unchanged. (B) IL-6 release into the peritoneal cavity was drastically dimished in IL-1R™~ mice
compared with wild-type controls, indicating the dependence of IL-6 secretion on IL-1 signaling (*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; NS, nonsignificant, n = 6-7
mice per group).
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Annexe 2 : Article 5: IL-17 et fibrose pulmonaire

IL-1 and IL-23 mediate early IL-17A production by y8 T cell in pulmonary inflammation
and fibrosis

P Gasse, N Riteau, R Vacher, M-L Michel, A Fautrel, F di Padova, L Fick, S Charron, V Lagente, G
Eberl, M Le Bert, V F ] Quesniaux, F Huaux, M Leite-de-Moraes, B Ryffel and I Couillin ; PlosOne, July
2011 (In press)

L'étude réalisée dans cet article est acceptée jpallication dans le journal PlosOne. Les expégenc
ont été principalement réalisées par Paméla GR#iss.s'inscrivent dans la continuité de nos mailons sur le
réle de I'inflammasome NIrp3 dans le développententinflammation et de la fibrose induite chezstauris par

la Bléomycine.

Ici, nous avons examiné I'implication de I'll3Jet de I'lL-23 dans la production précoce de I'lE-fiar
des cellules des l'immunité innée. L'IL-17 est ungtokine pro-inflammatoire trés importante impligué
notamment dans le recrutement de neutrophiles. Rmrgrons que lors d’'une Iésion pulmonaire indpie la
BLM, il se produit une régulation positive des gewedants pour I'lL-23, IL-17A et IL-17F. L’augmextion de
la production des ces ARNm est dépendante dealggtion IL-1R1.

L'utilisation de souris déficientes, soit en IL-23) soit en IL17RA, montre I'importance de I'lL-28 de
'IL-17A dans I'établissement de la réponse inflaatoire a la BLM. L'utilisation d’anticorps bloquahiL17A,

mais pas ceux bloquant I'lL-17F, permet de confiradens ce modele le réle de IL-17A.

Nous montrons que les deux formes, IL-17A et IL-1&®nt produits tres précocement aprés
'administration de BLM. Les cellules productricgs I'lL-17 varient selon les modeles, de nombreaxsstypes
de cellules pourraient étre impliqué, aussi iliegtortant de chercher a clarifier les débats. Davtse modéle
d’'inflammation, cette production est réalisée meféellement par les lymphocytesys (RORyt"), dans une

moindre mesure par les lymphocytes T CDHais pas par les iNKT.

Au final, notre étude fournit des données attestatistence d'un axe IL{¥/IL-23/IL-17 dans
inflammation induite par la Iésion pulmonaire let réparation tissulaire. Celle se réalise notantnpem la
production de IL-17A et IL-17F par les lymphocyt€sys. La meilleure compréhension des mécanismes a
I'origine de la fibrose pulmonaire idiopathique p@it permettre le développement de thérapie ptwaute

indisponible.
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Abstract

Background: 1diopathic pulmonary fibrosis is a devastating as yet untreatable disecase. We
demonstrated recently the predominant role of the NLRP3 inflammasome activation and IL-
1B expression in the establishment of pulmonary inflammation and fibrosis in mice.

Methods : The contribution of IL-23 or IL-17 in pulmonary inflammation and fibrosis eATP was
assessed using the bleomycin model in deficient mice. FACS analysis were performed to identify IL-
17 producing cells.

Results : We show that bleomycin or IL-1B-induced lung injury lead in increased expression of early
IL-23p19, and IL-17A or IL-17F expression. Early IL-23p19 and IL-17A, but not IL-17F, and IL-
17RA signaling are required for inflammatory response to BLM as shown with gene deficient mice or
mice treated with neutralizing antibodies. Using FACS analysis, we show that IL-17A and IL-17F are
produced very early and preferentially by RORyt" v8T cells and to a lesser extent by CD4a’ T cells,
but not by iNKT cells in this model. Moreover, IL-23p19 and IL-17A expressions or IL-17RA
signaling are necessary to pulmonary TGF-B1 production, collagen deposition and evolution to
fibrosis.

Conclusions : Our findings demonstrate the existence of an early IL-1B-IL-23-IL-17A axis leading
to pulmonary inflammation and fibrosis and identify innate IL-23 and IL-17A as interesting drug

targets for [L-1f driven lung pathology.
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Introduction

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) represents a growing health issue, occurring from
repeated lung injury of ill-defined origins. It is associated with epithelial cell damage,
recurrent inflammation and dysregulation of repair processes, evolving towards irreversible
lung fibrosis. Patients suffering from this progressive form of interstitial lung disease present
collagen accumulation and localised fibrotic foci in the absence of overt inflammation.
Although chronic in nature, one complication is an accelerated phase of IPF. These
exacerbations are characterized by acute inflammation reactivation which is frequently fatal
within few weeks to a few months and underlining the important role of inflammation in IPF
evolution [1]. In the murine model of bleomycin (BLM)-induced lung fibrosis, neutrophil
influx in the airways is a feature of the acute inflammation phase while lymphocytes
recruitment appears later. We previously showed that inflammation, remodeling and fibrosis
were mediated through the pro-inflammatory and pro-fibrotic cytokine IL-1beta (IL-1p) and
IL-1R1/MyD88 signaling in resident cells [2] and that IL-1f production, inflammation and
fibrosis were dependent on the NLRP3 inflammasome (also called cryopyrin and NALP3).
Moreover we demonstrated that recombinant murine IL-1[ recapitulates the effects of BLM,
triggering pulmonary inflammation and fibrosis. Since interleukin-17 (IL-17) is a major pro-
inflammatory cytokine involved in neutrophil recruitment [3,4] and chronic lung
pathologies[5,6], we hypothesized that IL-1 secreted upon lung injury may induce innate
“proTh17” IL-23 and IL-17 expression in lung resulting in pulmonary inflammation and
evolution to fibrosis. Interestingly, a crucial role for IL-1 in the induction of IL-17-producing
T cells that mediate autoimmune arthritis or EAE was reported, suggesting a link between IL-
1 and IL-17 in establishment of some autoimmune diseases [7,8]. In particular, IL-1 signaling
was shown to be critical for IL-17 production, Th17 cell differentiation and EAE development

[9,10]. Moreover IL-1a or IL-13 synergizes with IL-23 to promote IL-17 production by
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murine T cells in the absence of T cell receptagagiement [8]. Studies on IL-23-driven
innate IL-17 production suggest that the functiébriLe23 may not be confined to expansion
of memory Th17 cells [11]. Recently, Il3land IL-23 were shown to induce innate IL-17
production fromyd T cells amplifying Th17 responses and autoimmufilt¥]. Since the
development of Th17 cells may take 4 to 7 daysyirggy an antigen-specific priming, with
costimulation provided by APCs, and a particulatokine environment [13], they are
unlikely the only source of IL-17 in the early neaghilic inflammation phase. Here, we
addressed both the cell source and upstream eleading to IL-17 response in BLM-
induced lung fibrosis.

IL-17 was first described to be produced by a GIBAT cell subset characterized by IL-17 (or
IL-17A), but also IL-17F, IL-21, IL-22, IL-6 and TRa production and termed Th17 [14,15].
The generation of CD4Thl7 subset is under the control of specific ciytek and
transcription factors [16]. In mice, TGFis necessary and the switch to the Th17 pathway is
induced by IL-6 and/or IL-21 [17] and requires IB-Zor full in vivo differentiation,
expansion and migration into the circulation andpteral tissues[13,18]. A whole family of
new cytokines has been grouped around IL-17A, tbeest associated to IL-17A being IL-
17F which shares about 50% sequence homology arstrikangly similar pattern of
expression with IL-17A. IL-17A or IL-17F can be seted as homodimers or IL-17A/IL-17F
heterodimers. Similar to IL-17A, IL-17F signals \dareceptor complex composed with IL-
17RA and IL-17RC. The relative contribution of IIZA and F in lung fibrosis was still
unknown. IL-17A was also shown to be produced vesyly byys T cells triggering
protective immunity against infection [19] exaceih@ chronic inflammation [20]. The non-
classicalyd T cells in the thymus develop either to IL-17 &Nk [oducing cells in the
absence or presence of antigen encounter, respigdidd]. During an immune respongé, i

cells rapidly produce IL-17 in response to IL-23d&m other dendritic cell products while
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antigen-specific CD4p* Th17 cells develop later [22,23]. Recently NKTlgehat lack the
NK1.1 marker were also identified as early IL-1Bgucing cells that can contribute to
neutrophil recruitment through IL-17 secretion [24]-17 synthesis depends on the ROR
transcription factor in both || | | | I o5 Th17 cells, and/8T cells but also
iINKT17 cells [25,26,27].y6 T cells produce IL-17 in response to IL-23 alone adter
infection [19,28,29] whereas INKT cells express 1IL-through IL-23-dependent and
independent pathways.

Here, we show that lung injury triggers the expi@s®f early IL-23, IL-17A and IL-17F in
an IL-1 dependent manner, that early IL-23 and Tl&,1but not IL-17F are necessary for the
establishment of the innate response to BLM antyth@ cells are the major source of early
IL-17A and IL-17F. Moreover, we show that IL-23pi9required for the late evolution to
pulmonary fibrosis. Importantly, IL-23p19 and ILA7are upstream of the expression of
TGF$1, the central mediator of lung fibrosis suggestinat tinnate IL-17A fromyd T cells
[30] might promote the commitment towards an inflaatory Th17 phenotype through

induction of TGFB1 in an IL-6 rich environment.
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Methods

Mice

IL-1R1-/- [31], IL-23/p19-/- [32] and IL-17RA-/- [33] backcrossed 10 times on the wild-type
C57BL/6 genetic background were bred in our animal facility at the Transgenose Institute
(CNRS, Orleans). Rorc(yt)-Gi™ were used for IL-17 producing cells investigation [34]. All
animal experiments complied with the French Government’s ethical and animal experiment
regulations. This protocole was analysed and approved under the number CL2007-033 by the

Ethic commitee for animal experimentation of CNRS and University in Orleans.

Treatments

Bleomycin sulfate (5, 7.5 or 10mg/kg) from Bellon Laboratories (Montrouge, France), rmIL-
1B (50pg/kg) from R&D Systems (Minneapolis, USA) were given intranasally in 40 pL under
light ketamine-xylasine anesthesia. IL-17A (100pg, Novartis Pharma, Basel, Switzerland), IL-
17F (100-150pg, Dr C. Uyttenhove, Bruxelles, Bergium) neutralizing antibodies or control Ig
were administered intranasally or intraperitonally. A dose-response study was performed to

find the effective dose for both antibodies.

Bronchoalveolar Lavage Fluid (BALF)

BALF was performed as previously described [35].

Lung homogenization and analysis

Lungs were homogenized and lung tissue myeloperoxidase activity (MPO) was evaluated as

described [35].
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Cell count and determination

Total cell and differential cell counts were determined in BALF as previously described [35].

Mediator measurements by ELISA

IL-1B, KC, IL-6 and TIMP-1 levels in BALF or lung homogenate were determined by ELISA
(R&D system, Minneapolis, USA). Latent or active TGF-f1 levels were assayed in BALF
and lung homogenates by ELISA (R&D, Minneapolis, USA). Latent or active TGFB-1 was

not detected in lung homogenates using this method.

Semi-quantitative PCR

IL-17A, IL-17F, IL-23/p19 or IL-1p mRNA levels in lung were assessed (Online
supplemented material). The electrophoresis gels were analyzed using a densitometric
analyzer (Image]). Band densities were measured and compared to housekeeping gene

HPRTI.

Zymographic analysis of MMPs

MMP-2 activity was determined by gelatin zymography as described [2].

Histology

After BAL and lung perfusion, the large lobe was fixed and 3-um sections were stained with
Hematoxylin and Eosine (H&E) or sirius red. For collagen determination the slides were
stained with 0.1% picrosirius solution (0.1% sirius red in satured aqueous picric acid, pH2)
for 1h, counterstained with Mayer’s hematoxylin for 2 min. All the slides were numerised

with Nikon i80 — X10 plan APO objective and QICAM color cooling camera (Qimaging).
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The lung sections were analyzed by imageJ - NIH software. The percentage of collagen was

determined.

Total lung collagen assay

Aliquots of lung homogenate (50ul) were assayed for total lung collagen levels using the
Sircol collagen dye binding assay according to the manufacturer’s instructions (Biocolor Ltd,

Northern Ireland).

Flow cytometry analysis

Lung mononuclear cells were isolated and stimulated in the Online supplemented material.
Cells were incubated with CD1d-tetramer-APC (NHI tetramer), anti-NK1.1-PerCP-Cy5.5,
anti-CD4-APCalexa750, anti-CD8-PB,  anti-TCRY3-APC, anti-TCRap-APC, anti-
CDI11bPerCp Cy5.5 (BD PharMingen) or isotype control antibodies. For intracellular
staining, cells were fixed with 4% PFA, washed, and permeabilized with 0.5% saponin
(Sigma-Aldrich) in PBS, then incubated with anti-IL-17A-PE, anti-IL-17F-PE, anti-GFP
alexa488, anti-IL12p40-FITC anti-IL-23p19-alexa647 or isotype controls. The cells were

analyzed in a FACSCanto II (Becton Dickinson) by using FlowJo software.

Statistical Analysis

Statistical evaluation of differences between the experimental groups was determined by non
parametric one way analyse of variance test and Bonferroni post test using Prism software. P

values of <0.05 were considered statistically significant.
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Results

[L-23p19, IL-17A and |IL-17F expression after airway bleomycin or IL-
1B administration

We previously showed that inflammation, remodeling and fibrosis after bleomycin (BLM)
exposure were mediated through IL-1f release with recombinant murine IL-1f (rmIL-1pB)
recapitulating the effects of BLM [2]. We speculated that IL-1J3 secreted upon lung injury
may induce innate IL-23 and IL-17 expression in lung resulting in pulmonary inflammation
and evolution to fibrosis. Here we analyzed the expression of IL-23/p19 in the lung upon local
BLM or rmIL-1f. Using semi-quantitative PCR analysis, we showed that IL-23/p19 mRNA
expression is increased in lung of wild-type mice, 24h after a single intranasal administration
of BLM (Fig. 1A). Since IL-1f is induced following BLM, we asked whether rmIL-1f could
also cause IL-23p19 expression. Indeed, instillation of rmIL-1f induced a significant increase
of IL-23p19 pulmonary mRNA expression (Fig. 1A, B). Moreover BLM-induced pro-1L-1
expression in the lung was not affected in absence of IL-23pl9 indicating that IL-1f is
upstream of IL-23p19 (Fig. 1A, B). These results suggest that IL-1p produced locally upon
lung injury induce TL-23p19 expression in the lung. Intracellular staining of TL-23p19" cells
by flow cytometry confirmed that IL-23p19 is produced by lung infiltrating CD11b"
monocytes (not shown). We then analyzed the respective expression of IL-17A and IL-17F in
the lung after local BLM or rmIL-1f administration. We showed that IL-17A but not IL-17F
mRNA expression is induced in the lung 24h after BLM in these experimental conditions

(Fig. 1C, D). Instillation of rmIL-1p induced a dramatic increase of IL-17A and IL-17F
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pulmonary mRNA expression (Fig. 1C, D). IL-17A and F expression after local BLM in IL-
1R1 deficient mice was reduced in absence of IL-1R1 signaling suggesting that IL-
1B produced locally upon lung injury may in turn induce IL-17A and IL-17F expression in the
lung (Fig. 1C, D). These data show the existence of an IL-1B-IL-23-IL-17A axis following

lung injury

Early pulmonary inflammation is dependent on 1L-23p19 and IL-17RA signaling

To investigate whether IL-23p19 plays a role in lung inflammation upon lung injury, we
evaluated early airway inflammatory cell response after airway BLM administration in lung
of IL-23p19 deficient mice. Within 24h, BLM elicited an acute neutrophil recruitment into the
bronchoalveolar lavage fluid (BALF) and into the lung in C57BL/6 wild-type mice (Fig. 2A,
B). In the absence of IL-23p19, neutrophil recruitment in the BALF (Fig. 2A) and neutrophil
activity in the lung as assessed by MPO activity measurement (Fig. 2B) were dramatically
reduced. Saline administration did not cause neutrophil influx in either group. 1L-6 and KC
production in lung 24h after BLM were also diminished in the absence of IL-23p19 but IL-1f
release was unaffected (not shown). To evaluate the role of IL-23p19 in the possible
protease/antiprotease imbalance, we measured tissue inhibitor of matrix metalloproteinase-1
(TIMP-1) levels into the lung after BLM administration. Production of TIMP-1 is the
hallmark of evolution towards fibrosis. Twenty four hours after BLM administration, lung
TIMP-1 was significantly increased in wild-type mice but not in IL-23p19 deficient mice
(Fig. 2C). Thus, BLM induced airway neutrophil recruitment, KC, IL-6 and TIMP-1
expression in an IL-23p19 dependent way, while IL-1p release was likely upstream of 1L-23.
To assess whether innate IL-17A and/or IL-17F play a role in early lung inflammation, we
evaluated the inflammatory cell response in the lung of mice deficient for IL-17 receptor (IL-

17RA). In the absence of IL-17RA, neutrophil recruitment in the BALF (Fig. 3A) and
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neutrophil activity in lung (Fig. 3B) were dramatically reduced 24h post BLM. Production of
both KC (Fig. 3D) and IL-6 (Fig. 3E) in the lung were reduced in IL-17RA deficient mice but
IL-1B levels were not significantly modified, indicating that IL-1f is upstream of IL-17 (Fig.
3C). Moreover 24 hours after BLM administration, lung TIMP-1 expression was induced in
wild-type mice but not in IL-17RA deficient mice (Fig. 3F). Thus, BLM induced airway
neutrophil recruitment, KC, IL-6 and TIMP-1 expression in an IL-17RA dependent way,

while IL-1p release was likely upstream of IL-17.

IL-17A, but not IL-17F, is essential for bleomycin-induced acute lung inflammation and
remodeling

To determine the relative contribution of IL-17A and IL-17F in BLM-induced acute lung
inflammation, we investigated the inflammatory response to BLM using neutralizing
antibodies against IL-17A or IL-17F. Neutralization of IL-17A led to a significant reduction
of neutrophil recruitment into the BALF (Fig. 4A) and reduction of neutrophil MPO activity
in the lung (Fig.4B) 24h after BLM administration. IL-1f (Fig. 4C), KC (Fig. 4D), IL-6 (Fig.
4E) or TIMP-1 (Fig. 4F) lung levels were also reduced after IL-17A neutralization. Lower I1L-
1B in mice treated with anti-IL17A could be explained by the existence of an autocrine or
paracrine loop with IL-17 inducing IL-1 production and amplifying the response. In contrast,
we could exclude a role of IL-17F in these responses by analyzing the effect of IL-17F
neutralizing antibodies. Blocking IL-17F had no significant effect on neutrophil recruitment
into the BALF (Fig. SA) or into the lung parenchyma as shown by MPO analysis (Fig. 5B).
Pro-inflammatory cytokines and chemokine levels were also not reduced by IL-17F
neutralizing antibodies (Fig. 5C-E). Moreover, anti-IL-17F antibodies had no effect on lung
TIMP-1 levels (Fig. 5F). Anti-IL-17A and anti-IL-17F antibodies were used at doses efficient

in blocking lung neutrophilic inflammation induced by intranasal administration of rmIL-17A
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or rmIL-17F, respectively, to C57BL/6 wild-type mice (data not shown). Therefore, locally
BLM-induced inflammation, but also repair processes depend on functional IL-17A, but not

on IL-17

Cellular source of early IL-17A and F: yd and o T cells but not iN K Tcells

In order to investigate the IL-17 producing cells in the lung in response to bleomycin
administration, we used transgenic Rorc(yt)-GprG mice expressing EGFP under control of the
Rore(yt) promoter on a bacterial artificial chromosome (BAC) which allows visualization of
the RORyt" cells [26]. RORyt was shown to be a marker for IL-17—-producing cells in both af
and y5 T cell populations [26]. Lymphocytes from the lung of Rorc(yr)-Gfp™® mice were
collected 24h after BLM or saline administration, stimulated /7 Vitro with PMA/ionomycin,
and cell surface markers and intracellular staining for IL-17 were performed. FACS analysis
showed that BLM administration enhanced the total number of IL-17AP*RORyt"® and IL-
17FP*RORyt™ lung mononuclear cells (Fig. 6A). These IL-17-producing cells positive for
RORyt were essentially y§ T cells and CD4* af3 T cells but few iNKT cells (Fig. 6B). Up to
70% of IL-17AP*RORyt*™ cells and 60% of IL-17FP*RORyt™ were v8 T cells. Among y6 T
cells recruited after BLM administration, more than 30% produce IL-17A and 5% produce IL-
17F (Fig. 6C). These data demonstrate that early IL-17A and F producing cells in response to
BLM-induced lung injury are essentially 3 T cells and to a lesser extent CD4"* af8 T cells,

while almost no iNKT cells produced IL-17A or F in these conditions.

Lung remodeling and fibrosis are dependent on 1L-23

To further assesss the role of IL-23 in lung fibrosis we analyzed remodeling and fibrosis in
lungs of IL-23p19 deficient mice 14 days after BLM administration. MMP-2 (or gelatinase A,
72 kDa) is well described in pulmonary fibrosis, preferentially secreted by fibroblasts and
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epithelial cells [36]. Assessing gelatinase activity by zymography, we showed that BLM
dramatically induced MMP-2 activity in wild-type mice and this activity was significantly
reduced in IL-23p19 deficient mice (Fig.7A). Moreover, BLM-induced TIMP-1 expression
was also reduced in IL-23p19 deficient mice (Fig. 7B). Since TGF-B1 is essential in the
development of lung fibrosis and also in the development of IL-17 producing cells in
particular Th17 cells, we asked whether the production of TGF-f1 upon bleomycin is
dependent on IL-23. Indeed, latent TGF-B1 was detected after activation in BALF from wild-
type mice, 14 days after bleomycin administration but was reduced in BALF from IL-23p19
deficient (Fig.7C). Active TGF-B1 was undetectable in BALF from wild-type and deficient
mice probably due to lower production (data not shown). Microscopic analysis of lung
sections showed extensive fibrotic areas with abundant collagen deposition as compared to
normal alveolar structure of the saline controls 14 days post BLM. Cellular infiltrates,
alveolar wall destruction and collagen deposition were significantly reduced in IL-17RA
deficient mice (Fig. 7E) in comparison to BLM-treated wild-type mice. Collagen
quantification in lung homogenates showed that total collagen content, enhanced 14 days after
bleomycin instillation was significantly reduced in lung of IL-17RA deficient mice (Fig. 7D).
These data demonstrate that lung remodeling and fibrosis require IL-23 for full responses /1
Vivo and that 1L-23 is involved in TGF-B1 production in response to epithelial lung injury

induced by bleomycin.

Bleomycin-induced remodeling, lung fibrosis and TGF-B1 are reduced in the absence of
IL-17RA signaling and can be prevented by IL-17A neutralization

Furthermore, the analysis of remodeling in lung of IL-17RA deficient mice 14 days after
BLM administration showed that MMP-2 activity and TIMP-1 level were reduced (Fig. 8A,

B). As latent TGF-B1 was reduced in BALF from IL-23-p19 deficient mice, we asked
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whether it required functional IL-17A. Latent TGF-B1 expression was also reduced in IL-
17RA deficient mice (Fig. 8C) whereas active TGF-f1 remained undetectable (data not
shown). Total collagen content in lung was significantly reduced in IL-17RA deficient mice
in comparision to wild-type mice (Fig. 8D). Moreover, we observed that cellular infiltrates,
alveolar wall destruction and collagen deposition were significantly reduced in IL-17RA
deficient (Fig. 8E) in comparison to BLM-treated wild-type mice.

We further confirmed the implication of IL-17A in lung remodeling, and demonstrate that
these developments can be prevented by anti-IL-17A neutralizing antibodies. Antibodies to
IL-17A administered after BLM reduced MMP-2 activity in BALF (Fig. 9A), TIMP-1 level in
lung (Fig. 9B) and latent TGF-B1 level in BALF (Fig. 9C) in wild-type mice. Moreover, anti-
IL-17A antibody treatment attenuated pulmonary fibrosis observed at day 14 (Fig. 9E).
Remodeling response, analyzed by collagen specific sirius red staining of microscopic lung
sections showed that lung collagen content, enhanced after BLM, was significantly reduced
by anti-IL-17A antibody treatment (Fig. 9D). Therefore, IL-17A and IL-17RA signaling are
required for the development of pulmonary inflammation, fibrosis, and collagen deposition in

response to bleomycin and IL-17A neutralization can prevent evolution towards fibrosis.
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Discussion

In this study, we report the involvement of IL-23p19 and innate IL-17A in the occurrence of
pulmonary inflammation and fibrosis and demonstrate the critical role of IL-1f in these
processes. We show the existence of an IL-1B/IL-23/IL-17 axis which is essential for
bleomycin-induced pulmonary inflammation, remodeling and fibrosis.

IL-23p19 and IL-17A were expressed early in tissue following local bleomycin suggesting
that these cytokines play a role in lung injury-induced inflammation and subsequent evolution
to fibrosis. Since we previously outlined that exogenous IL-1f can mimic the pathology, we
analyzed the effect of airway rmIL-1p on pulmonary IL-23p19 and IL-17 expression. IL-
23p19, IL-17A and IL-17F mRNA were strongly increased after airway rmlIL-
1B administration and bleomycin-induced IL-17A and IL-17F expression were dependent on
IL-1R1 signaling, demonstrating that IL-1f is upstream of IL-17. Further, IL-17 may promote
IL-1B production by an amplification loop. Therefore the data suggest that lung injury
promotes IL-1f production which increases IL-23 expression and in turn can stimulate innate
IL-17 expression. An IL-1B/IL-17 axis has been reported in experimental autoimmune
encephalomyelitis and arthritis for which a crucial role for IL-1§ in the induction of IL-17-
producing T cells was demonstrated [8,12,37]. Moreover IL-1f drives pathogenic Th17 cells
during spontaneous arthritis in interleukin-1 receptor antagonist (IL-1Ra)-deficient [38].
Chronic destructive arthritis was reduced in IL-17RA deficient mice whereas abolished in IL-
IR1 deficient mice [39]. In multiple sclerosis, IL-17 was produced by microglia in response
to IL-23 or IL-1B [40]. In mice, IL-1B and IL-23 are produced by dendritic cells upon
infection-induced Th-17 cells [41]. After lung injury, IL-1p may be produced very early by

14

230



dendritic cells and alveolar macrophages acting on IL-17 producing cells to promote IL-17
expression. We showed for that early IL-23pl19, IL-17RA signaling and IL-17A were
necessary to trigger pulmonary inflammation and remodeling responses in response to lung
injury. The relative role of IL-17A versus IL-17F in lung inflammation leading to fibrosis was
not known [42]. We showed that IL-17A promotes pulmonary inflammation and remodeling
upon airway BLM whereas IL-17F has no effect. IL-17A and IL-17F which are highly
homologous members of the IL-17 protein family and bind the same receptor complex
consisting of IL-17RA and IL-17RC were often described as pro-inflammatory cytokines with
redundant role in inflammation and autoimmunity. IL-17F apparently plays a marginal role in
the development of delayed-type and contact hypersensitivities, autoimmune
encephalomyelitis, collagen-induced arthritis, and arthritis in IL-1Ra deficient mice. In
asthma, IL-17F may play an important regulatory role and seems to function differently than
IL-17A [42,43]. Our results suggest that unlike IL-17A, IL-17F has no essential role in acute
inflammation in our model. Overlapping or distinct roles of these cytokines may depend on
IL-17A and/or IL-17F production by different cell types or on the role of functional
homodimers or heterodimers. In an attempt to identify the IL-17 producing cells, we found yd
T cells but neither iNKT cells nor o T cells as the major source of early IL-17A and IL-17F.
IL-17-producing y3 T cell were present in naive mice and enhanced after bleomycin. Indeed,
IL-17- producing yd T cells may be differentiated in the periphery and poised ready to
produce IL-17 in a rapid manner [29]. This is the first demonstration of early IL-17A and F
production by y8 T cell after pulmonary injury. IL-17A producing yd T cells are more present
than IL-17F producing y& T cells in agreement with the predominant role of IL-17A in
pulmonary inflammation after injury. Late pulmonary induction of IL-17 expression by y6 T
cells 7 and 14 days after local BLM was reported but the direct role of the IL-17 on late

inflammation and fibrosis was not studied [S]. Moreover, in this study deletion of all 5 T cell
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was associated with reduced inflammation in the bronchoalveolar space but severe interstitial
inflammation with complete loss of alveolar structure and delayed epithelium repair 7 and 14
days after bleomycin. By contrast, using mice deficient for IL-17 signaling or treated with
anti-IL-17 antibodies, we show reduced inflammation in the bronchoalveolar space and in
interstitium inflammation and confirmed two studies reporting that IL-17 has a detrimental
role in lung fibrosis [5,44]. Dendritic epidermal Y8 T cells involved in skin epithelium wound
repair [45] may also contribute to lung epithelium repair as suggested in the lung of tobacco
smokers without COPD [46]. Depletion of these cells might be responsible for the disease
aggravation described in yd deficient mice [5]. Dendritic epidermal yd T cells with lung
wound repair activity and IL-17 producing yd T cells with detrimental effect may coexist in
the airways after lung injury. This could explain the different phenotypes observed between
our study with mice deficient for IL-17 signaling and Braun and collagues’s study with mice
deficient for y3 T cells. As we show that early IL-17 producing cells are essentially y3 T cells,
this suggests that IL-17 producing y3 T cells have a detrimental effect probably in inducing
the expansion of Th17 which are auto-reactive and pathogenic T cells. yd T cells were
described as non-conventional T-cell implicated in early innate immunity whereas
conventional CD4 aff Th17 cells were often involved in adaptive immunity suggesting that
late IL-17 producing cells in response to bleomycin-induced lung damages would be CD4 a3
Th17 cells [23]. In support of this, it was shown that IL-17-producing y& T cells activated by
IL-1pB and IL-23 can promote IL-17 production by CD4" T cells suggesting that v3 T cells act
in an amplification loop for IL-17 production by Th17 cells [12]. Even if IL-17 production by
v T cells has a protective role in inducing adaptive immune response against infection, IL-17
producing yd T cells were implicated in inflammatory diseases associated with tissue damage

[47,48] and in the generation and activation of IL-17-producing auto-reactive T cells. IL-17-
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producing yd T cells exacerbate collagen-induced arthritis and experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE) [12].

Interestingly we report that airway TGF-f1, the main critical mediator of remodeling and
fibrotic responses in the lung, was induced after lung injury in wild-type mice but strongly
reduced in IL-23p19 and IL-17RA deficient mice or wild-type mice treated with anti-IL-17A
antibodies indicating that IL-23p19 and IL-17A are upstream of the expression of TGF-
B1 and suggesting that innate IL-17A produced by y6 T lymphocytes may influence the
production of TGF-f1. In case of repeated injury, the emergence of TGF-1 as a component
associated with cellular injury and inflammation with IL-6 and IL-1B would provide the
conditions for differentiation of CD4 of3 Th17 cells as a second wave of immune response.
Moreover, we reported for the first time that IL-23 is required for full establishment of
pulmonary inflammation, remodeling and fibrosis in mice. 1L-12p40 subunit, which
associates with IL-23p19 subunit to form IL-23 cytokine, but neither IL-12p35 nor IL-12p70,
was shown to play a key role in silica-induced pulmonary inflammation and fibrosis [49].
Increased serum IL-23 was observed in patients with systemic sclerosis [50]. Our results
strongly support the notion that IL-23 is required for IL-17 production by y3 T cells in
response to epithelial cell damage. Naive yd T cells have been shown to produce IL-17 in
response to IL-23 alone [19,29] and to constitutively express IL-23 receptor [12,28]. These
cells have a pathogenic role in severe disease such as collagen-induced arthritis [20]. In this
case they appear to be driven by self molecules that arise during inflammation. Such a break
of self tolerance with induction of pathogenic IL-17 producing y3 should be possible in the
case of repeated lung injury and inflammation leading to pulmonary fibrosis. A first study
showed that bleomycin and IL-1B-mediated pulmonary fibrosis was IL-17A dependent [51].
Nevertheless, the authors used bleomycin which is only 90% drug (and lacks the bleomycin
A2 but not the B2 peak), the other 10% consisting of streptococcal contaminants including
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TLR2 ligands. These authors may have studied a TLR2 response and hypersensitivity
pneumonitis. We used the bleomycin pharmaceutical grade material that have both bleomycin
A2 and B2 and lacks TLR2 ligands and from which patient died from bleomycin-induced
pulmonary fibrosis. Another study described how IL-17A may regulate the expression and/or
proinflammatory properties of IL-22 in pulmonary fibrosis but did bot analysed the link
between IL-1f3, IL-23and IL-17 [52].

In conclusion, we highlighted the existence of an innate IL-1B-IL-23-IL-17A axis in the
establishment of early pulmonary inflammation with direct consequences on late evolution to
fibrosis after lung injury. We demonstrate that IL-23p19, IL-17A and IL-17RA signaling are
essential to pulmonary inflammation whereas IL-17F seems dispensable. Moreover we
identified yd T cells as the major source of early IL-17A, providing a new mechanism
whereby IL-1 and IL-23 may mediate pulmonary fibrosis. IL-23p19 was identified for the
first time as an essential mediator of pulmonary fibrosis. Importantly, IL-23p19 and IL-17A
are upstream of TGF-B1, the central mediator of lung fibrosis. Our findings point on the
potential role of IL-17-producing TCRyd T cells in lung injury as a first line of defense that
can orchestrate an inflammatory response leading to pulmonary fibrosis. Our study provides
new information on the pathogenic role of IL-23 and IL-17 underlining the importance of
targeting these cytokines in the development of new therapeutic approaches against lung

fibrosis.
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Figures Legends

Figure 1 IL-23p19, IL-17A or IL-17F expression upon BLM or rmIL-1f.

mRNA expression levels for IL-23p19 in lung of BLM (10mg/kg) or rmIL-18 (50ug/kg) or
saline treated were assessed using semi-quantitative PCR at 24h in wild-type mice (A). Semi-
quantitative IL-1 expression in the lung, evaluated with IL-1B/HPRT1 PCR ratio, was
reduced in absence of IL-23p19 signaling (B). mRNA expression levels for IL-17A, IL-17F
and HPRT1 in lung of BLM (10mg/kg) or rmIL-1B (50ug/kg) or saline treated wild-type mice
or IL-1R1-/- mice were assessed using semi-quantitative PCR at 24h (C). IL-17A and IL-17F
mRNA levels were compared to the housekeeping gene HPRT1 mRNA levels and expressed
as IL-17/HPRT ratio by measuring band densities using a densitometric analyzer (Imagel)
(D). Data represent mean values = SD from 3 ratio independent experiments (n=5 or 6 mice

per group; *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001).

Figure 2 Acute inflammation and remodeling upon BLM are dependent on IL-23p19

Analysis of acute inflammation and remodeling was performed 24h after BLM instillation
(7.5mg/kg). IL-23p19 deficient mice showed reduced neutrophil recruitment in BALF (A) and
lung tissue (B) and reduced TIMP-1 production in lung (c) in comparison to wild-type mice
Data represent mean values £ SD from 2 independent experiments (n=5 mice per group; **, p

<0.01; ***, p<0.001).

Figure 3 Impaired acute lung inflammation upon BLM in IL-17RA deficient mice
IL-17RA deficient mice showed reduced neutrophil recruitment in BALF (A) and lung tissue
(B) in comparison to wild-type mice. BALs and myeloperoxidase (MPO) activity were

performed 24h after BLM instillation (7.5mg/kg). KC (D), IL-6 (E) and TIMP-1 (F) levels in
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the lung were also reduced in IL-17RA deficient mice at 24h but not IL-1f levels (C).
Cytokines, chemokine and TIMP-1 quantification in lung homogenates were performed by
ELISA. Data represent mean values + SD from 4 independent experiments (n=5 mice per

group; ns, not significant, *, p<0.05; **, p<0.01).

Figure 4 Acute lung inflammation and remodeling upon BLM depends on IL-17A

Inflammatory and remodeling responses of wild-type mice treated with neutralizing antibody
against IL-17A (150pg/mouse, i.p. just after BLM or saline i.n. instillation). Neutrophil
recruitment in BALF (A) and myeloperoxidase (MPO) activity in lung tissue (B) induced by
BLM (7.5mg/kg) were reduced after mice treatment with anti-IL-17A. IL-1f (C), KC (D), IL-
6 (E) and TIMP-1 (F) levels in lung homogenates assessed by ELISA were also reduced 24h
after mice treatment neutralizing antibody against IL-17A. Data represent mean values + SD

from 3 independent experiments (n=4 mice per group; *, p<0.05; **, p<0.01).

Figure 5 Acute lung inflammation and remodeling upon BLM are independent of IL-17F

Inflammatory and remodeling responses upon BLM (7.5mg/kg) of wild-type mice treated
with neutralizing antibody against IL-17F (100-150pg/mouse, i.p. just after BLM or saline i.n.
instillation). Neutrophil recruitment in BALF (A) and myeloperoxidase (MPO) activity (B)
upon BLM (7.5mg/kg) were not reduced 24h after treatment with high doses of neutralizing
antibody against IL-17F. IL-1B3 (C), KC (D), IL-6 (E) and TIMP-1 (F) in lung homogenates
assessed by ELISA were also reduced in BLM mice 24h after treatment with neutralizing
antibody against IL-17F. Treatments with anti-IL-17F had not significant effect on all these

parameters. Data represent mean values = SD from 2 independent experiments (n=6 mice per

group).
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Figure 6 Early IL-17A and F are produced mainly by y8 T cells

G

Lymphocytes from the lung of Rorc(yt)-Gfp' mice were prepared 24h after BLM or saline
administration, and stimulated in vitro with PMA/ionomycin for 4h. Specific staining of cell
markers (CD1d-tetramer-APC, anti-NK1.1-PerCP-Cy5.5, anti-CD4-APCalexa750, anti-CDS§-
PB, anti-TCRy3-APC, anti-TCRof-APC), or isotype control and intracellular staining for IL-
17 (anti-IL-17A-PE, anti-IL-17F-PE, anti-GFP alexa488 or isotype controls) were performed.
FACS analysis showed that BLM administration enhanced the total number of IL-
17AP®RORyt™ and IL-17FP”RORyt** lung mononuclear cells (A). IL-17-producing cells
positive for RORyt were essentially v3 T cells and CD47* a8 T cells but few iNKT cells (B).
Among y8 T cells after bleomycin administration, at least 30% produce IL-17A and 5%

produce IL-17F (C). Results are mean values £ SD from 4 independent experiments, with

pools of 5 mice/group for each experiment, * p<0.05; **, p<0.01).

Figure 7 Remodeling and fibrosis are dependent on IL-23p19

Analysis of late pulmonary remodeling and fibrosis was performed 14 days after BLM
administration (5mg/kg). MMP-2 activity (A) and TIMP-1 production (B) were reduced in IL-
23p19 deficient mice. Active MMP-2 was expressed as relative intensity (RI). Latent TGF-$1
detected in BALF from wild-type mice was reduced in BALF from IL-23p19 deficient mice
(C). Total collagen content in lung was significantly reduced in IL-23p19 deficient mice in
comparision to wild-type mice (D). Collagen was measured using the Sircol collagen dye
binding assay. Lung microscopic sections showed extensive fibrotic areas with collagen
deposition in wild-type mice treated with BLM which was attenuated in IL-23p19-/- mice (e).
Sirius red (SR) staining, scale bars Imm and 200 um, n=5 mice. Data represent mean values
SD from 2 independent experiments (n=5 mice per group; *, p < 0.05; **, p<0.01; *** p<

0.001).
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Figure 8 Attenuation of bleomycin-induced lung fibrosis in IL-17RA-/- mice

Pulmonary remodeling and fibrotic response of wild-type mice or IL-17RA deficient mice 14
days after BLM or saline i.n. instillation. MMP-2 (72Kd) activity in BALF was analyzed by
zymography 14 days after administration of BLM (5mg/kg in.). Active MMP-2 was
upregulated at day 14 after BLM in the BALF of wild-type mice but only partially in IL-
17RA-/- mice (A). TIMP-1 as indicator of a fibrotic process was upregulated in the lungs of
B6, but to a lesser extent in IL-17RA-/- mice on day 14 (B). The latent form of TGF-f1 was
present in BALF from B6 mice, 14 days after BLM, but was reduced in BALF from IL-17RA
deficient mice as determined by ELISA assay (C). Active MMP-2 was expressed as relative
intensity (RI). TIMP-1 and TGF-B1 levels were assessed by ELISA. Total collagen content
enhanced 14 days after bleomycin instillation was significantly reduced in lung of IL-17RA
deficient mice (D). Collagen was measured using the Sircol collagen dye binding assay. Data
represent mean values + SD from 2 independent experiments (n=4 mice per group; *, p <
0.05; **, p<0.01; ***p < 0.001). Lung microscopic sections showed extensive fibrotic areas
at day 14 with collagen deposition in wild-type mice treated with BLM (5 mg/kg i.n.) which
was attenuated in IL-17RA-/- mice (E). Sirius red (SR) staining, scale bars Imm and 200 pm,

n=5 mice).

Figure 9 Attenuation of bleomycin-induced lung fibrosis upon anti-IL-17A treatment

Pulmonary remodeling and fibrotic responses of wild-type mice treated with neutralizing
antibody against IL-17A (150pg/mouse, i.p. just after BLM and 3 times per week) 14 days
after BLM (5mg/kg i.n.) or saline. MMP-2 (72Kd) activity in BALF was analyzed by
zymography 14 days after administration of BLM. Active MMP-2 upregulated upon BLM in
the BALF of wild-type mice was greatly reduced after 6 treatments with neutralizing antibody

against IL-17A (A). TIMP-1 in lung was also significantly decreased after treatment with
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neutralizing antibody against IL-17A in comparison to untreated BLM mice (B). Latent TGF-
B1 detected in BALF from wild-type mice was reduced in BALF from wild-type mice treated
with anti-IL-17A antibodies (C). Active MMP-2 was expressed as relative intensity (RI).
TIMP-1 and TGF-B1 levels were assessed by ELISA. In order to quantify lung collagen
deposition, all the slides were numerised by Qimaging and analyzed by image] - NIH
software. % of SR by lung were shown. Collagen content enhanced after BLM was
significantly reduced when the mice were treated with anti-IL-17A antibody (D). Data
represent mean values £ SD from 2 independent experiments (n=5 mice per group; *, p <
0.05; ***, p < 0.001). Lung microscopic sections showed extensive fibrotic areas at day 14
with collagen deposition in wild-type mice administrated with BLM which was attenuated in
mice treated with neutralizing antibodies against IL-17A (E). Sirius red (SR) staining, scale

bars Imm and 200 pum, n=5 mice
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Figure 3
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Figure

Neutrophils in BALF [104] >

IL-18in lung (pg/mL) O

m

IL-6 in lung (pg/mL)

B e
[SEE TS

o N A O ®

1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400

1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400
200

200

B6 B6 B6BLM B6BLM B6BLM
Ig control anti IL-17F 1g control anti IL-17F anti IL-17F
150 pg 100 pg 150 pg
B6 B6 B6 BLM B6BLM B6 BLM
Ig control anti IL-17F g control anti IL-17F anti IL-17F
150 pg 100 pg 150 pg
B6 B6 B6 BLM B6 BLM B6 BLM
Ig control  anti IL-17F Ig control Anti IL-17F Anti IL-17F
150 pg 100 pg 150 pg

(o8]

MPO (O.D. 460nm)

@)

KC in lung (pg/mL)

TIMP-1in lung (ng/mL) TI

0,40
0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05

2000
1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400
200

25

20

15

10

B6 B6 B6BLM B6BLM B6 BLM
Ig control  anti IL-17F Ig control anti IL-17F anti IL-17F
50 ug 100ug 150 pug
B6 B6 B6 BLM B6 BLM B6 BLM
Ig control  anti IL-17F Ig control anti IL-17F anti IL-17F
150 pg 100 pg 150 pg
B6 B6 anti B6BLMIg B6BLM+ B6BLM+
Ig control IL-17F control anti IL-17F  anti IL-17F
150ug 100pg 150ug

249



Figure 6
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Figure 7
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Figure 9
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Online supplemented material

Semi-quantitative PCR

IL-17A, IL-17F, 1L-23/p19 or IL-B mRNA transcript levels from in lung of treatedoantrol
mice were assessed. Total RNA was isolated fromtleen 100mg of lung tissue previously
snap-frozen in liquid nitrogen. RNAs were first exted with RNA TRIzol reagent (Sigma)
and further purified using a commercial kit (RNea&jagen,) following manufacturer's
instructions. 1ug of purified total RNA was usedgnerate first-strand cDNA synthesis by
reverse transcription. These cDNA were subject émigjuantitative PCR. An initial
denaturation for 9 min at 95°C was followed by &% (L-1p), 35 (for IL-23/p19, IL-17A and
HPRTL1) or 40 (for IL-17F) cycles of amplificatioAmplification conditions were as follows:
30s of denaturation (94°C), 30s of annealing, @l & amplification (72°C). PCR products
were resolved by electrophoresis on a 1.5% agagete The electrophoresis gels were
analyzed using a densitometric analyzer (Imagaiges were taken and band densities were

measured and compared to housekeeping gene HPRT1.

Flow cytometry analysis

Lung mononuclear cells were isolated and stimulated for 4h with 10 M Phorbol Myristate Acetate
(PMA, Sigma-Aldrich), 5.10° M ionomycin, and 20 pg/ml brefeldin A. Cells were incubated with
CD1d-tetramer-APC (provided by NHI tetramer facilities), anti-NK1.1-PerCP-Cy5.5, anti-CD4-
APCalexa750, anti-CD8-PB, anti-TCRy8-APC, anti-TCRaB-APC, anti-CD11bPerCp Cy5.5 (BD
PharMingen) or isotype control antibodies. For intracellular staining, cells were fixed with 4% PFA,
washed, and permeabilized with 0.5% saponin (Sigma-Aldrich) in PBS, then incubated with anti-IL-
17A-PE, anti-IL-17F-PE, anti-GFP alexa488, anti-IL12p40-FITC anti-IL-23p19-alexa647 or isotype
controls. The cells were washed, fixed and analyzed in a FACSCanto Il (Becton Dickinson) by using

FlowJo software.
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Nicolas RITEAU

Immunité Innée et Inflammasome : Réle des Signaux d e Dangers
Endogenes

La théorie du danger développée par Polly Matzinger stipule que I'attrait principal du systéme immunitaire
ne réside pas dans la distinction entre le soi « a protéger » et le non-soi « a combattre ». Toute situation
potentiellement délétére pour I'hbte, avec émission de signaux de dangers endogenes, est a ce titre capable de
générer une réponse immunitaire afin de mobiliser les acteurs capables de permettre un retour a une situation
basale.

L’exposition des poumons de facon répétée a des agents toxiques environnementaux se traduit par une
inflammation et une fibrose pulmonaire en condition stérile, c'est-a-dire sans intervention de micro-organisme.
L'administration de Bléomycine dans les poumons de souris est un bon modele pour étudier les molécules
endogénes ou signaux de dangers engagés et les voies de signalisations associées. Nous avons identifié I'ATP
extracellulaire et I'acide urique, provenant des cellules stressées ou endommagées, comme capables d'induire
l'activation d'un complexe protéique cytoplasmique appelé inflammasome Nirp3. Celui-ci conduit a la maturation
de linterleukine-1p, cytokine pro-inflammatoire.

Dans une seconde partie, nous nous sommes intéressés aux mécanismes moléculaires d’'activation de
linflammasome NIrp3 en réponse a des agents particulaires, responsables notamment de pathologies
pulmonaires aprés inhalation. Nos résultats montrent que de I'ATP endogéne est libéré activement par les
cellules mises en contact avec des particules. Par un mécanisme autocrine/paracrine 'ATP va ensuite signaler
sur plusieurs récepteurs purinergiques membranaires. Cette signalisation purinergique est importante dans la
capacité des cellules a produire de I'interleukine-1 mature.

Au final, les travaux présentés dans ce manuscrit attestent du réle critique de molécules endogenes dans
la mise en place d’une réponse immunitaire innée basée sur 'activité de I'inflammasome NIrp3.
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Innate Immunity and Inflammasome: Role of Endogenou s Danger
Signals

The Danger Theory developed by Polly Matzinger specifies that what really matters for the immune
system is not to distinguish between self «to protect » and non-self «to fight ». Any potentially detrimental
situation for the host would be able to generate endogenous danger signal that are able to mount an immune
response to eventually return to baseline.

Lung repeated expositions to toxic environnemental pollutants lead to inflammation and then fibrosis in
sterile condition, meaning without a role of micro-organism. Lung administration of Bleomycin in mice is a good
model to define what are the endogenous molecules or danger signals and associated pathways. We have
identified extracellular ATP and uric acid as danger signals released by stressed or damaged cells and able to
produce pro-inflammatory interleukin-13 through activation of a cytoplasmic complex called the NIirp3
inflammasome.

We then became interested in the molecular mechanism of particle-induced NIrp3 inflammasome
activation in vitro. We demonstrate that particles such as silica or alum hydroxide lead to endogenous ATP
release and further purinergic signaling via an autocrine/paracrine manner. We identified purinergic signaling as
an essential triggering of interleukin-18 maturation in response to particles.

As a whole, the work presented here highlights the critical role of two endogenous molecules, ATP and
uric acid, in the NIrp3-mediated immune response.
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