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INTRODUCTION 

I. L’Immunité 

 

En réponse à la variété et à la complexité des microorganismes, les mécanismes permettant la 

reconnaissance des pathogènes sont très divers. Chez les mammifères, l’Immunité est classiquement 

divisée en Immunité innée et en Immunité adaptative. On considère que l’Immunité innée est la 

première réponse de l’organisme contre des agents pathogènes invasifs tandis que l’Immunité 

adaptative intervient plus tardivement et permet de protéger l’hôte d’expositions ultérieures aux 

mêmes pathogènes. Ces deux types de réponses sont interconnectées, la détection des pathogènes 

par l’Immunité innée permettant notamment d’initier l’Immunité adaptative (Janeway and 

Medzhitov, 2002). Lors de la mise en place de l’Immunité innée, la reconnaissance s’effectue 

principalement grâce à des récepteurs sélectionnés par l’évolution pour reconnaître des molécules 

dites du « non-soi » ou des molécules du « soi » qui ne sont pas physiologiquement présentes dans le 

milieu extracellulaire. La réponse adaptative va, quant à elle, permettre la mise en place d’un large 

répertoire de récepteurs qui reconnaissent collectivement les antigènes du « non-soi ». 

 

A. L’Immunité innée 

 

L’Immunité innée est un système universel et ancien de la défense de l’hôte contre les infections. Les 

senseurs de l’Immunité innée sont constitués d’un nombre limité de récepteurs « fixés » dans le 

génome et qui ne sont pas réarrangés : les PRR (Patterns Recognition Receptors). Ces récepteurs ont 

évolué pour reconnaître des motifs hautement conservés spécifiques des pathogènes et non pas de 

l’hôte, les PAMP (Pathogen-Associated Molecular Patterns) (Janeway, 1989). La reconnaissance de 

ces structures moléculaires permet au système immunitaire de faire la différence entre le « non-soi 

infectieux » et le « soi non-infectieux ». Les PAMP les plus connus sont le LPS (LipoPolySaccharide), le 

PGN (PeptidoGlycaNe), la flagelline et les acides nucléiques microbiens. La reconnaissance de ces 

PAMP par les PRR active des voies de signalisation pour aboutir à une réponse antimicrobienne 

inflammatoire. Cependant, il a été montré récemment que ces récepteurs ne détectent pas 

seulement des pathogènes invasifs mais également des signaux de « danger » endogènes, non 

microbiens, les DAMP (Damage-Associated Molecular Patterns).  
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1. Les différents modèles de l’Immunité innée 

a) Les modèles du « non-soi » et du « non-soi infectieux » 

Pendant près de 60 ans, l’immunologie a reposé sur la théorie d’un système immunitaire qui fait la 

distinction entre le « soi », qu’il tolère et le « non-soi », qu’il attaque. Le modèle originellement établi 

par Burnet (Burnet, 1959) suggère que les lymphocytes sont activés par la reconnaissance d’entités 

étrangères par des récepteurs spécifiques exprimés à leur surface. Suite aux découvertes et aux 

incohérences relevées, ce modèle a été progressivement complexifié. Ainsi, un nouveau type 

cellulaire est ajouté : des cellules dites « helper » (ou auxiliaires, décrites plus tard comme étant des 

lympocytes Th) empêchent les cellules B de mourir suite à la reconnaissance d’un antigène 

(Bretscher and Cohn, 1970). De même, la notion de « co-stimulation » est introduite afin d’expliquer 

pourquoi les cellules T répondent plus fortement contre des cellules étrangères de leur propre 

espèce que contre celles d’espèces différentes. Un nouveau type cellulaire est encore ajouté : des 

cellules « stimulatrices » (désormais appelées Cellules Présentatrices d’Antigènes, ou CPA) initient la 

réponse immunitaire et co-stimulent les cellules T. Ce second signal serait spécifique à l’espèce 

(Lafferty and Cunningham, 1975). Comme la capture d’antigènes par les CPA n’est pas limitée aux 

substances étrangères, ce signal a été plus ou moins mis de côté jusqu’à Janeway en 1989. Il propose 

que les CPA restent quiescentes jusqu’à ce que des PAMP soient reconnus par des micro-récepteurs 

appelés PRR (Janeway, 1989). Ces PRR vont permettre aux CPA de faire la différence du « non-soi 

infectieux » et du « soi non-infectieux » (Janeway Jr., 1992). Le modèle du « non-soi infectieux » a été 

conforté par la découverte de récepteurs membranaires fortement conservés dans l’évolution, les 

Toll-Like Receptors (TLR), qui appartiennent aux PRR et reconnaissent effectivement des PAMP 

(Lemaitre et al., 1996). Malgré des modifications ultérieures, ce modèle ne peut, à lui tout seul, 

expliquer toutes les complexités du système immunitaire et son activation, par exemple lors du rejet 

des greffes ou les maladies auto-immunes.  

b) Le modèle du « Danger » 

En complément de ces modèles, Polly Matzinger élabore la théorie du « Danger » (Matzinger, 1994, 

2002). Elle propose que les CPA soient activées, en plus des PAMP, par des signaux de danger 

appelés DAMP ou « alarmines » issus de cellules endommagées par des pathogènes, des toxines ou 

mécaniquement. Les alarmines sont des molécules intracellulaires comme le HMGB1 (High Mobility 

Group Box 1) ou des Interleukines (IL) comme l’IL-1α et l’IL-33 libérées lors de toute mort cellulaire 

autre que l’apoptose. Ces DAMP, qui sont des molécules normalement contenues dans les cellules, 

sont reconnus par des PRR lors d’infections et / ou d’endommagements cellulaires.  
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Bien que les modèles du « non-soi infectieux » et du « Danger » diffèrent sur un certain nombre de 

points, ils s’accordent toutefois sur le postulat de l’activation des CPA par des signaux issus de leur 

environnement immédiat.  

2. Les senseurs de l’Immunité innée, les PRR 

Les récepteurs de l’Immunité innée, conservés dans l’évolution, permettent la détection des 

situations potentiellement délétères pour l’organisme. Ces PRR, qui ne nécessitent pas de 

réarrangements, peuvent être exprimés à la surface cellulaire (en particulier les cellules épithéliales 

et les CPA), dans les compartiments intracellulaires ou être sécrétés dans la circulation sanguine et 

les fluides tissulaires (Medzhitov and Janeway Jr, 1997).  

L’activation, par des DAMP ou des PAMP, des PRR peut induire divers mécanismes: opsonisation (le 

phagocyte se fixe sur un anticorps qui s’est lui-même fixé sur un antigène), activation du 

complément, phagocytose (aucun anticorps n’est impliqué dans ce phénomène non spécifique), 

activation de voies pro-inflammatoires (production de cytokines pro-inflammatoires et d’Interférons 

de type I (IFN-I)), augmentation de l’expression en surface cellulaire de molécules de co-stimulation 

et induction de l’apoptose. Les IFN-I jouent un rôle central dans l’induction de la synthèse de 

protéines et l’apoptose. Ils augmentent également la maturation des DC (Dendritic Cells), la 

cytotoxicité des NK (Natural Killers) et la différenciation des lymphocytes T cytotoxiques spécifiques 

aux virus ce qui permet d’interconnecter les réponses de l’Immunité innée et adaptative (Honda et 

al., 2006). 

Plusieurs familles de PRR ont été identifiées, chaque membre se distinguant par ses ligands 

spécifiques, sa localisation cellulaire et la voie de signalisation qu’il active. Ces familles offrent une 

forte redondance fonctionnelle permettant une réponse optimale à une grande variété de PAMP et 

de DAMP. 

a) Les TLR (Toll-Like Receptors) 

Peu après la découverte du rôle dans la défense fongique du récepteur Toll chez la drosophile, un 

homologue, désormais identifié comme le TLR1 (Toll-Like Receptor 1), était découvert chez les 

mammifères (Taguchi et al., 1996). Chaque espèce de mammifère possède entre 10 et 15 TLR (avec 

une numérotation incrémentée). L’Homme en possède 10 et la souris 13, certains étant propres à 

une espèce (Lee et al., 2012a).  

Les TLR jouent un rôle majeur dans la détection des pathogènes et l’induction de réponses 

inflammatoires et immunitaires. La stimulation des TLR par des PAMP active diverses voies de 

signalisation qui induisent des gènes antimicrobiens et des cytokines inflammatoires (voir 
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figure 1). La stimulation des TLR permet également la maturation des DC en induisant des 

molécules de co-stimulation et en augmentant la capacité de présentation des antigènes de ces 

cellules. Pour finir, la reconnaissance d’antigènes par les TLR va aider à la mise en place des réponses 

de l’Immunité adaptative. 

Lorsque des TLR se lient à leur ligand (endogène ou exogène), ils recrutent une protéine adaptatrice 

TIR (Toll/IL-1 Receptor) (Akira and Takeda, 2004). A l’exception de TLR3, tous les TLR s’associent 

également à MyD88 ce qui induit une cascade de kinases s’achevant par l’activation du facteur de 

transcription NF-κB (Nuclear Factor Kappa B). NF-κB contrôle l’expression d’un grand nombre de 

molécules impliquées dans l’inflammation aiguë comme les cytokines pro-inflammatoires (l’IL-1, 

l’IL-6, l’IL-8 et le TNFα (Tumor Necrosis Factor α), les chimiokines (comme le MIP-α (Macrophage 

Inflammatory Protein 1 α) ou CCL3 (CC Chemokine Ligand 3) et l’éotaxine) et les molécules 

d’adhésion vasculaire (par exemple la sélectine E) nécessaires pour le recrutement des leukocytes 

(Baeuerle and Henkel, 1994). Les TLR 3 et 4 s’associent avec une autre protéine adaptatrice TIR, le 

TRIF (TIR-domain-containing adaptator protein inducing IFN-β), activant ainsi la production d’IFN-I 

(Akira and Takeda, 2004) (voir figure 1). Ces mécanismes permettent de détecter les PAMP et 

d’induire rapidement une réponse inflammatoire. 

Suivant qu’ils reconnaissent des composants de membranes bactériennes ou des acides nucléiques, 

les TLR sont divisés en deux groupes qui ne partagent pas la même localisation cellulaire (voir 

figure 1). Les TLR2, TLR4 et TLR5 sont intégrés dans la membrane plasmique et reconnaissent 

respectivement des lipopeptides, des LPS et des protéines de flagelles (Gangloff, 2012). Le TLR3 et le 

TLR4 forment des homodimères tandis que le TLR2 forme des hétérodimères avec le TLR1 ou le TLR6 

ce qui lui permet de reconnaître une grande variété de PAMP issus de virus, de champignons, de 

bactéries et de parasites (Oliveira-Nascimento et al., 2012). Le TLR10, propre à l’Homme et absent 

chez la souris, peut s’homodimériser ou s’hétérodimériser avec les TLR 1 et 2 mais ses fonctions sont 

peu connues (Hasan et al., 2005). Les TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9 constituent une sous-famille de TLR 

insérés dans la membrane des endosomes et reconnaissent les ARN (Acides RiboNucléiques) simples 

et doubles brins et les motifs CpG non méthylés (2’-deoxyribo (Cytidine-phosphate-Guanosine)) 

dérivés de composants microbiens. Ils induisent la production d’IFN-I (Kawai and Akira, 2006). Les 

ARN doubles brins sont synthétisés lors de la réplication d’un grand nombre de virus (à ARN ou à 

ADN (Acide DésoxyriboNucléiques)). Ils peuvent être mimés par le Poly IC (Polyinosinic acide-

polycytidylic acide) reconnu par le TLR3 (Alexopoulou et al., 2001). Le TLR7 a pour ligands naturels 

des ARN simples brins riches en guanosine ou uridine, comme ceux dérivés des virus de 

l’Immunodéficience Humaine (VIH) (Heil et al., 2004) ou de l’influenza (Lund et al., 2004). Le TLR8 est 

phylogénétiquement très proche du TLR7 et forme un hétérodimère avec TLR7. Chez l’Homme, le 

TLR7/8 reconnait particulièrement les ARN simples brins dérivés du VIH alors qu’il pourrait être non 
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fonctionnel chez la souris (Heil et al., 2004). Le TLR9 détecte les ADN riches en CpG non methylés 

fréquemment présents chez les pathogènes, par exemple le HSV-2 (Herpes Simplex Virus-2) mais 

plutôt rares chez les vertébrés (Hemmi et al., 2000). 

 

Figure 1 : Spécificité et voies de signalisation des TLR 
Modifié d’après http://www.tocris.com/pathways/tlrPathway.php#.UhHO8KyeZn4 

Les TLR sont des récepteurs clés de l’Immunité innée spécialisés dans la détection de PAMP. Ils existent sous forme 

d’homodimères (TLR 3, 4, 5 et 9) ou d’hétérodimères (TLR 1/2, 2/6, 7/8). Les TLR 1/2, 4, 5 et 2/6 sont insérés dans la 

membrane plasmique tandis que les TLR 3, 7/8 et 9 sont dans la membrane des endosomes. L’activation de ces TLR 

induit les cascades de signalisation PI3K et NF-κB grâce à des molécules adaptatrices comme MyD88, TIRAP (TIR-

domain containing Adaptator Protein), TRIF et TRAM (TRIF-related Adaptator Molecule). Des kinases intracellulaires 

et l’expression de gènes, codants notamment pour des cytokines et des chimiokines, sont régulées pour stimuler une 

réponse immune inflammatoire et / ou spécifique à l’antigène. 

IL est apparu que les TLR peuvent aussi détecter des signaux de danger indépendamment d’une 

infection. Des alarmines ont été identifiées comme des ligands de TLR2, par exemple des fragments 

d’acide hyaluronique (Scheibner et al., 2006), des oxydants comme le péroxyde d’hydroxyde (H2O2) 

(Paul-Clark et al., 2009) et le HMGB1 (Curtin et al., 2009). Les cristaux de MonoSodium d’Urate (MSU) 

peuvent se lier aux TLR 2 et 4 pour activer la voie NF-κB puis induire la production de cytokines 

comme l’IL-1β. Cependant, il est apparu que les PRR essentiels pour la transduction de ce signal ne 

soient finalement pas les TLR mais les NLR (Tao et al., 2013). 

http://www.tocris.com/pathways/tlrPathway.php#.UhHO8KyeZn4
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b) Les NLR (Nod-Like Receptors) 

Les NLR (Nod-Like Receptors) sont une classe majeure des PRR et sont intégrés à la défense de l’hôte 

(Martinon et al., 2002), en complément des TLR. Leur conservation dans l’évolution démontre leur 

rôle primordial dans la défense de l’hôte. A l’inverse des TLR, ces récepteurs sont des senseurs 

intracellulaires présents dans le cytosol. L’activation, par des DAMP ou des PAMP, des NLR induit des 

cascades de signalisation qui aboutissent à l’expression de médiateurs pro-inflammatoires. Ils jouent 

un rôle clé dans l’élimination de pathogènes et la régulation de l’inflammation, en particulier dans les 

voies suivantes : la voie NF-κB/MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases), les IFN-I et la caspase-1.  

Les NLR sont des PRR cytosoliques composés de : 

- un domaine central invariant, NACHT (Nucleotide-binding and oligomerization), NOD 

(Nucleotide-binding and Oligomerization Domain) ou NBS (Nucleotide-Binding Site) 

- un domaine C-terminal LRR (Leucine-Rich Repeat) probablement responsable de la détection 

des molécules microbiennes (PAMP) ou des facteurs de stress endogènes (DAMP) 

- un domaine effecteur N-terminal nécessaire à la transduction du signal. Cette région peut 

être composée d’un PYD (Pyrin Domain), d’un CARD (Caspase Activation and Recruitment 

Domain) ou d’un BIR (Baculovirus Inhibitor of apoptosis protein Repeat) (Martinon and 

Tschopp, 2005; Ting et al., 2008) (voir figure 2). 

 

Figure 2 : Structure des inflammasomes (Lamkanfi and Dixit, 2012) 
Les inflammasomes sont des plateformes multiprotéiques cytoplasmiques. Ils sont classiquement composés d’un 

récepteur NLR (NLRP1, NLRP3, NLRP6, NLRC4 ou NAIP), d’une protéine adaptatrice ASC et d’une protéine effectrice 

de la famille des caspases. Chaque interaction se fait entre domaines homologues. L’inflammasome NLRC4 ne 

nécessite pas forcément ASC mais est essentiel aux NAIP. L’inflammasome AIM2 est particulier et présente un 

récepteur aux domaines différents. NB : l’inflammasome NLRP12 n’est pas inclus. 

Certains NLR sont impliqués dans l’activation de la caspase-1 (aussi nommée ICE pour IL-1 beta 

Converting Enzyme (Alnemri et al., 1996)) via la formation d’un complexe multi-protéique décrit pour 

la première fois en 2002 par Jürg Tschopp et ses collègues, l’inflammasome (Martinon et al., 2002).  
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c) Les NAIP (NLR family, Apoptosis Inhibitory Proteins) 

Les NAIP (NLR family, Apoptosis Inhibitory Proteins) ont été récemment classés comme sous-famille 

des NLR (voir figure 2). Certains membres des NAIP sont nécessaires pour l’activation de 

l’inflammasome NLRC4. Les NAIP contiennent un domaine central NBD (Nucleotide-Binding Domain) 

et un domaine C-terminal LRR, mais à la différence des autres NLR, ils possèdent également trois 

domaines répétés N-terminaux BIR. Ce sont ces domaines BIR qui permettent l’activation de 

l’inflammasome NLRC4 (Kofoed and Vance, 2011).  

d) Les RLR (RIG-1-Like Receptors) ou RLH (RIG-Like Helicases) 

Les RLR (Retinoid Acid (RA)-Inducible Gene-1 (RIG-1) -Like Receptors) sont des hélicases cytosoliques 

qui permettent la détection de virus. En particulier, RIG-1 et MDA5 (Melanoma Differentiation-

Associated protein 5) peuvent détecter les ARN viraux. Leurs fonctions sont redondantes avec celles 

des TLR mais leur localisation cellulaire, leurs ligands et leurs voies de signalisation diffèrent ce qui 

offre aux cellules de l’hôte plusieurs mécanismes de défenses contre les infections virales. 

e) Les CLR (C-type Lectin Receptors) 

Les CLR (C-type Lectin Receptors) incluent les collectines et les récepteurs exprimés par les NK et les 

macrophages. Les collectines sont caractérisées par la présence d’une partie de type collagène et 

d’un domaine lectine ou CTL (C-Type Lectin). La famille des collectines inclut le MBL (Mannan-Binding 

Lectin) ou le MBP (Mannose-Binding Protein), les protéines du surfactant pulmonaire A et D (SP-A et 

SP-D) et le MMR (Macrophage Mannose Receptor). 

Le MBL se lie de façon spécifique aux résidus de mannose terminaux, qui sont des sucres fréquents à 

la surface des micro-organismes, et active des protéases MASP (MBL-Associated Serine Proteases). 

Les MASP 1 et 2 activent la cascade du complément (la voie des lectines) en clivant les protéines C2 

et C4 (Matsushita and Fujita, 1992) (voir La cascade du complément, p29). Le MMR détecte un 

grand nombre de bactéries gram positives et gram négatives ainsi que des champignons. La 

principale fonction du MMR serait d’initier la phagocytose de pathogènes et leur destruction dans le 

compartiment lysosomal (Fraser et al., 1998). 

3. Les inflammasomes NLRP 

Les inflammasomes sont généralement des complexes tripartites composés d’un récepteur NLR, 

d’une protéine adaptatrice ASC (Apoptosis-associated Speck-like containing a CARD domain) et d’une 

protéine effectrice de la famille des caspases. Comme ils sont impliqués dans la réponse immune aux 

pathogènes et aux signaux de danger, ils ne sont pas assemblés à l’état basal et les caspases sont 

inactives. L’assemblage ne s’effectue que si le récepteur détecte un activateur ce qui permet le 
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recrutement de la protéine adaptatrice puis de la protéine effectrice, en particulier la caspase-1 

reponsable du clivage de l’Interleukine-1 beta (IL-1β). Le rôle de l’IL-1β dans l’inflammation 

chronique et aiguë a été montré par Dinarello en 1998 (Dinarello, 1998a). L’IL-1β, cytokine pro-

inflammatoire produite par les macrophages et les monocytes activés, est initialement synthétisée 

en une molécule précurseur inactive, la pro-IL-1β, séquestrée dans le cytosol. La caspase-1 clive la 

pro-IL-1β (après l’acide aspartique 116) en une molécule de 17-kDa hautement inflammatoire 

sécrétée par la cellule (Meylan et al., 2006). Un autre membre de cette famille de l’IL-1, l’IL-18, est 

également produite sous forme de précurseur potentiellement clivable par la caspase-1 (Dinarello, 

1998a). L’IL-18, une fois maturée, est un inducteur de la production de TNF, de chimiokines et d’IFN-γ 

(Dinarello, 2009). L’IL-1β et l’IL-18 vont initier une réponse pro-inflammatoire. La maturation de 

l’IL-1β et de l’IL-18 par la caspase-1 nécessite généralement le recrutement de la protéine ASC 

(Bauernfeind et al., 2011a) par le récepteur NLR. Les recrutements entre les différents partenaires se 

font via des interactions domaine-domaine. La protéine adaptatrice ASC est composée d’un domaine 

CARD et d’un domaine PYD (Bauernfeind et al., 2011a) et permet le recrutement de la pro-caspase-1 

via l’interaction homotypique de leurs domaines CARD (voir figure 2). Les pro-caspases-1 se 

dimérisent et s’auto-clivent en sous-unités p10 et p20 qui forment alors des tétramères. Ces 

caspases-1 matures peuvent ensuite cliver à leur tour la pro-IL-1β et la pro-IL-18. L’activation de la 

caspase-1 dans les cellules myéloïdes conduit également à la mise en place d’une mort cellulaire 

spécifique, la pyroptose.  

Même si les réponses immunes engagées convergent vers la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires et /ou l’apoptose, chaque inflammasome est spécialisé dans la détection de DAMP 

et / ou PAMP bien précis et présente ses propres mécanismes d’activation (voir figure 3). Nous 

allons maintenant détailler ces inflammasomes. 
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Figure 3 : Spécificité de chaque inflammasome (Lamkanfi and Dixit, 2012) 
Chaque inflammasome a ses propres activateurs. Ils peuvent être bactériens (NLRP1, ici NLRP1b bien étudié pour son 

activation par la toxine létale de Bacillus anthracis, NLRC4 qui détecte les flagelles et le composé PrgJ, AIM2 qui 

détecte l’ADN cytoplasmique et NLRP6 qui est spécialisé dans la flore intestinale et dont le ligand reste inconnu) ou 

viraux (AIM2). L’inflammasome NLRP3 se caractérise par une une très grande hétérogénéité d’activateurs (PAMP, 

DAMP, cristaux, irradiations, …) et par des mécanismes d’activation complexes. 

NB : l’inflammasome NLRP12 n’est pas inclus. 

a) L’inflammasome AIM2 

Le récepteur AIM2 (Absent In Melanoma 2) appartient à la famille des protéines PYHIN induites par 

l’IFN et qui contiennent les domaines PYRIN et HIN-200. Il est caractérisé par un domaine PYRIN (ou 

PYD) qui permet le recrutement de la caspase-1 via ASC, et un ou deux domaines C-terminaux de 

liaison à l’ADN, HIN-200, qui remplaçent le domaine LRR, mais ce récepteur ne possède pas de 

domaine NACHT ou NBD. Ces différences n’empêchent pas le récepteur AIM2 de former un 

inflammasome pouvant maturer des cytokines et induire une mort par pyroptose. Le récepteur AIM2 

se lie directement à l’ADN double brin d’origine virale ou bactérienne, dans le cytosol, via des 

interactions électrostatiques entre le domaine HIN de cet inflammasome, chargé positivement, et le 

squelette de l’ADN chargé négativement (Jin et al., 2012). De l’ADN double brin , libre dans le cytosol, 

d’une taille de 80pb (paires de bases), est suffisant et nécessaire pour induire l’activation de 

l’inflammasome AIM2 et le clivage de la caspase-1 (Jin et al., 2012). Lorsque des bactéries comme 

Listeria monocytogenes ou Francisella tularensis sont lysées à l’intérieur de la cellule, 

l’inflammasome AIM2 est activé (Fernandes-Alnemri et al., 2010; Sauer et al., 2010) (voir figure 4). 
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Figure 4 : Activation de l’inflammasome AIM2 par l’ADN bactérien (von Moltke et al., 2013) 
Bien que dépourvu de NLR, l’inflammasome AIM2 est spécialisé dans la reconnaissance de l’ADN double-brin 

cytosolique. La transcription du récepteur AIM2 fait suite à une signalisation par les IFN de type 1.  

b) L’inflammasome NLRC4  

Anciennement connu sous le nom d’IPAF (Ice Protease Activating Factor) ou Card12, cet 

inflammasome peut activer la caspase-1 lors d’infection des macrophages par Salmonella 

typhimurium (Franchi et al., 2006). NLRC4 est composé d’un domaine N-terminal CARD, d’un 

domaine central NACHT et d’un domaine C-terminal LRR. Le clivage de la caspase-1 nécessite le 

recrutement d’ASC, ce qui ne semble pas être le cas lors de l’induction de la mort cellulaire via NLRC4 

(Aachoui et al., 2013a; Broz et al., 2010). NLRC4 est capable de reconnaître deux composants des 

bactéries gram négatives : la flagelline (Miao et al., 2006), composant principal du flagelle, ou le PrgJ, 

un élément du système T3SS (bacterial Type III Secretion) dans le cas du recrutement de la caspase-1 

directement par NLRC4 (Miao et al., 2010a). La distinction, par NLRC4, des bactéries commensales ou 

pathogéniques pourrait se baser sur les différences de flagelle entre les espèces bactériennes. De 

plus, l’injection des facteurs de virulence par le système T3SS est structurellement corrélée au 

flagelle (Miao et al., 2006). La défense de l’organisme contre des pathogènes via l’inflammasome 

NLRC4 peut passer par la maturation puis la sécrétion d’IL-1β et d’IL-18 et par la mort par pyroptose. 

C’est le cas, par exemple, lors de l’infection par le bacille dépourvu de gène de la flagelline et 

responsable de la dysenterie, Shigella flexneri (Sansonetti et al., 2000; Suzuki et al., 2007). L’IL-1β et 

l’IL-18 peuvent n’être que partiellement requises pour la défense contre certains pathogènes tels 

que S. typhimurium (Mariathasan et al., 2004). L’activation de l’inflammasome NLRC4 et le 

recrutement de la caspase-1 vont induire des lipides inflammatoires, les éicosonaïdes, responsables 
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de l’inflammation (Moltke et al., 2012). L’élimination des pathogènes se fait par deux voies 

principalement: 

- la dégradation des pathogènes à l’intérieur des macrophages dans des lysosomes (Amer et 

al., 2006) 

- la pyroptose caspase-1 dépendante des macrophages infectés qui exposent alors les 

bactéries à la phagocytose par les neutrophiles où elles sont détruites par leur ROS (Reactive 

Oxygen Species) (Miao et al., 2010b). 

Il a été découvert récemment que la reconnaissance des divers ligands de NLRC4 nécessite une sous-

famille des NLR, les NAIP (Zhao et al., 2011). Les NAIP 5 et 6 peuvent reconnaître directement la 

flagelline, tandis que la reconnaissance des protéines de T3SS nécessite le NAIP2 (Kofoed and Vance, 

2011). Une fois activés par ces composants, les NAIP induisent une oligomérisation et une activation 

de NLRC4 (Kofoed and Vance, 2011) ce qui permet par la suite le recrutement de la caspase-1. 

L’activation de la caspase-1 nécessite également la phosphorylation de NLRC4, les kinases activées 

restent encore inconnues (voir figure 5). 

 

Figure 5 : Activation de l’inflammasome NLRC4 par les bactéries (von Moltke et al., 2013) 
L’inflammasome NLRC4 est activé suite à la détection dans le cytosol de composants bactériens comme la flagelline ou 

le T3SS. L’élimination des pathogènes nécessite le recrutement de protéines NAIP et la sécrétion des cytokines pro-

inflammatoires IL-1β et IL-18 (si la caspase-1 est recrutée) et / ou la pyroptose des cellules infectées. 

 

c) L’inflammasome NLRP1  

Il s’agit du premier inflammasome décrit (Martinon et al., 2002). Son côté C-terminal comprend, en 

plus de la région LRR classique, un autre domaine CARD et un domaine à la fonction encore 

inconnue, FIIND (Function-to-find Domain), retrouvé uniquement chez NLRP1 (Tschopp et al., 2003). 
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NLRP1 diffère entre l’Homme et la souris : chez l’Homme, il nécessite ASC alors que chez la souris 

l’activation de la caspase-1 peut se passer d’ASC (Hsu et al., 2008). Il est polymorphique chez la souris 

où les trois paralogues connus sont : NLRP1a, NLRP1b et NLRP1c. Cet inflammasome est 

principalement activé par le facteur de virulence majeur, la toxine létale (LT ou LeTx) de Bacillus 

anthracis (Boyden and Dietrich, 2006). Cette toxine est composée d’un antigène protecteur (PA) et 

d’un facteur létal (LF). Le PA est responsable de la formation de pores permettant au LF d’entrer dans 

les cellules ce qui aboutit au clivage protéolytique de substrats des cellules infectées puis à leur mort 

par lyse et nécrose (Thoren and Krantz, 2011). La sensibilité ou la résistance face à l’anthrax est 

modulée par les variants de NLRP1b (Boyden and Dietrich, 2006). La production de LT active 

l’inflammasome NLRP1b et la mort par pyroptose via la caspase-1 des macrophages infectés (Welkos 

et al., 1989) (voir figure 6). Les mécanismes d’activation de l’inflammasome NLRP1 humain restent 

encore à élucider. 

 
Figure 6 : Modèle d’activation de l’inflammasome NLRP1b par Bacillus anthracis (von Moltke et al., 2013) 

Le facteur létal (LF) sécrété par le bacille se fixe sur le récepteur à toxine de la cellule hôte. L’antigène protecteur (PA) 

de B. anthracis se lie alors au LF ce qui forme la toxine létale (LT) qui est internalisée par la cellule dans un endosome. 

L’acidification de l’endosome permet au LF de s’échapper dans le cytosol où il inactive les kinases de la voie MAPK 

impliquées dans la défense de l’hôte. Après maturation du domaine FIIND de NLRP1b, le LF clive ce récepteur dans sa 

partie N-terminale (ce qui pourrait suffire pour induire une activation). Si l’inflammasome NLRP1b ne recrute pas la 

caspase-1, la cellule s’engage vers une mort par pyroptose, mais s’il y a recrutement de la caspase-1, les cytokines 

IL-1β et IL-18 sont également maturées.  
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d) Les inflammasomes NLRP6 et NLRP12  

Ces deux membres de la famille des protéines NBD-LRR sont assez peu caractérisés. Egalement 

appelé Pypaf5, le récepteur NLRP6 s’associe avec ASC et la caspase-1 et peut activer la voie NF-κB. 

Les souris déficientes en NLRP6 sont plus résistantes aux infections de bactéries comme 

L. monocytogenes, S. typhimurium et Escherichia coli (Anand et al., 2012). Il a été suggéré que 

l’inflammasome NLRP6 régule négativement la signalisation inflammatoire et en particulier NF-κB et 

la signalisation des MAPK suite à l’activation des TLR (Anand et al., 2012). Dans la même étude, il a 

également été proposé que NLRP6 régule la réponse inflammatoire au DSS (Dextran Sodium Sulfate) 

en modulant la composition du microbiote. Les souris déficientes en NLRP6 présentent une 

hyperplasie intestinale spontanée, un recrutement de cellules inflammatoires et une exacerbation de 

la colite induite par l’exposition au DSS. L’inflammasome NLRP6 régule la flore intestinale (Elinav et 

al., 2011) ce qui impacte la progression de syndromes métaboliques comme les NAFLD (Non-

Alcoholic Fatty Liver Diseases) et l’obésité (Henao-Mejia et al., 2012). 

L’inflammasome NLRP12 joue aussi un rôle dans la défense contre les pathogènes, en particulier 

contre Yersinia pestis où il permet d’induire de l’IFN-γ via l’IL-18 (Vladimer et al., 2012). Ce bacille 

responsable de la peste peut neutraliser les défenses de l’hôte via son système T3SS qui évite la 

phagocytose et induit l’apoptose (Cornelis, 2002). De plus, le lipide tétra-acétylé A-LPS produit par 

Y. pestis n’est que faiblement reconnu par le TLR4 (Montminy et al., 2006). Il reste à déterminer si 

NLRP12 détecte le pathogène directement ou par une dérégulation de l’homéostasie de l’hôte.  

e) L’inflammasome NLRP3 

Le récepteur NLRP3 peut être activé par une très grande variété d’agonistes, comme des composants 

issus d’infections, de dommages tissulaires ou de désordres métaboliques. L’activation de 

l’inflammasome NLRP3, qui permet l’assemblage de récepteurs NLRP3 et des protéines adaptatrices 

ASC et effectrices caspase-1, nécessite deux signaux : 

(a) une induction de la transcription, dépendante de la voie NF-κB, qui requiert la fixation de ligands 

de TLR ou de NLR ou des cytokines inflammatoires 

(b) un activateur qui permet l’oligomérisation des récepteurs NLRP3. 

Contrairement à NLRP1b, NLRC4 et aux NAIP, l’inflammasome NLRP3 n’est pas, ou peu, exprimé de 

façon constitutive dans la plupart des cellules résidentes comme les macrophages et les cellules 

dendritiques. Un premier signal fourni par les activateurs de la voie NF-κB, comme l’activation du 

TLR4 par le LPS est nécessaire mais pas suffisant pour l’activation de NLRP3 (Bauernfeind et al., 

2009). Le NF-κB permet la synthèse et l’accumulation de pro-IL-1β, de pro-IL-18 et de NLRP3. Un 

deuxième signal, comme l’amiante (Dostert et al., 2008), la silice (Dostert et al., 2008), les adjuvants 
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d’aluminium (« Alum ») (Eisenbarth et al., 2008), l’ATP (Adénosine Tri-Phosphate) via la signalisation 

par le récepteur purinergique P2X7 (Mariathasan et al., 2006), des infections virales (Ichinohe et al., 

2009), des produits de champignons (Gross et al., 2009), des ARN ou ADN bactériens (Kanneganti et 

al., 2006; Muruve et al., 2008), des toxines bactériennes (Mariathasan et al., 2006), … permet 

l’oligomérisation de l’inflammasome NLRP3. Lorsqu’il est activé, le récepteur NLRP3 recrute la 

protéine adaptatrice ASC qui recrute à son tour la caspase-1. La caspase-1 active peut induire une 

mort cellulaire ou maturer les cytokines pro-inflammatoires IL-1β et IL-18 (voir figure 7). Des 

molécules endogènes en excès constituent aussi des signaux de danger et peuvent déclencher une 

inflammation dite stérile car il y a absence de pathogènes. L’inflammasome NLRP3 est ainsi impliqué 

dans la pathogénèse de maladies inflammatoires stériles comme la goutte, l’athérosclérose, les 

diabètes de type 2 et la maladie d’Alzheimer. Ces maladies sont causées respectivement par des 

cristaux d’acide urique (MSU) dans les articulations (Martinon et al., 2006), du cholestérol (Duewell 

et al., 2010), des agrégats d’IAPP (Islet Amyloid PolyPeptide ou amyline) dans le pancréas (Masters et 

al., 2010) et des agrégats de fibres de peptides d’amyloïde-β dans le cerveau (Halle et al., 2008). 

L’acide urique est le produit final du catabolisme des bases puriques chez les mammifères. Lorsque 

des cellules sont endommagées, l’ADN et les ARN contenus sont dégradés puis finalement libérés. 

Les bases puriques (adénine et guanine) libérées dans le milieu extracellulaire sont converties en 

xanthine puis en acide urique par la xanthine oxydase. La synthèse d’acide urique peut être 

supprimée par l’allopurinol qui inhibe la xanthine oxydase.  

 

Figure 7 : Assemblage de l’inflammasome NLRP3 (Santos et al., 2012) 
(1) La fixation d’un activateur sur la région LRR du récepteur NLRP3 induit un changement conformationnel de celui-

ci. (2) Les récepteurs NLRP3 s’oligomérisent et recrutent des protéines adaptatrices ASC via leurs domaines PYD. Par 

leurs domaines CARD les protéines ASC recrutent des protéines effectrices pro-caspase-1. (3) Les pro-caspase-1 

s’autoclivent ce qui les maturent. (4) Elles peuvent ensuite cliver les pro-IL-1β et pro-IL-18 en des molécules actives 

hautement inflammatoires. 
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Les activateurs et les mécanismes d’activation de l’inflammasome NLRP3 sont détaillés dans la partie 

Les mécanismes d’activation de l’inflammasome NLRP3, p34. 

4. Les caspases, les inflammasomes  et « la » mort cellulaire  

Les inflammasomes ont été beaucoup étudiés pour ce qui est de la résolution d’infections via 

l’activation de la caspase-1 et la maturation des cytokines pro-inflammatoires IL-1β et IL-18. 

Cependant, leur rôle dans l’induction de la mort cellulaire pour lutter contre les infections est 

nettement moins connu. Pourtant ce rôle est loin d’être négligeable, surtout qu’une étude récente 

chez le poisson suggère que l’implication des inflammasomes dans la mort cellulaire serait antérieure 

dans l’évolution à leur rôle dans la maturation des cytokines (Angosto et al., 2012). 

Il existe plusieurs types de morts cellulaires, certaines étant « accidentelles », d’autres dites 

programmées. Suivant le cas, elles peuvent être inflammatoires ou non. Les cellules apoptotiques 

ont un effet immunosuppresseur tandis que les cellules nécrotiques augmentent l’inflammation, en 

particulier par la reconnaissance de marqueurs de nécrose via le récepteur à lectine de type C, 

DNGR-1, par les cellules dendritiques (Sancho et al., 2009). 

Pendant un grand nombre d’années, la mort cellulaire programmée était qualifiée d’apoptose. 

L’apoptose, indispensable au développement ainsi qu’à l’homéostasie, est décrite comme non 

inflammatoire, avec une intégrité de la membrane plasmique maintenue lorsque la cellule est 

phagocytée. La nécrose, autre forme de mort cellulaire, était quant à elle souvent considérée comme 

une conséquence passive suite à des stress environnementaux ou des dommages cellulaires et qui ne 

nécessitait aucune voie de signalisation.  

Les facteurs qui permettent de déterminer quelle voie de mort cellulaire est engagée sont variés. 

L’étape du cycle cellulaire, la nature et l’intensité du ou des stimuli et, pour les cellules immunitaires 

en particulier, l’étape d’activation cellulaire, interviennent dans le « choix » de la mort cellulaire 

(Danial and Korsmeyer, 2004; Green, 2005; Strasser, 2005). 

a) L’apoptose  

Lors de cette mort cellulaire non inflammatoire, l’intégrité de la membrane plasmique est maintenue 

tardivement. Les protéines du cytosquelette sont clivées par des protéases ce qui permet d’accélérer 

la dégradation des composants de la cellule. La chromatine est condensée, le noyau fragmenté et la 

membrane forme des « cloques ». L’activation de l’apoptose par les caspases passe par deux voies 

différentes : 



20 
 

- les récepteurs de la mort : des membres de la famille du TNF (FAS, TNF ou TRAIL (TNF-

Related Apoptosis-Inducing Ligand)) se fixent sur des récepteurs dits de « mort cellulaire » 

sur la surface des membranes (Salmena et al., 2003). Cette liaison entraîne la formation d’un 

complexe multi-protéique, l’apoptosome, qui agrégé, active la caspase-8 

- la voie mitochondriale : l’augmentation des ROS, de l’ADN oxydé et des protéines mal 

formées accroît la perméabilité mitochondriale. Cela a pour conséquence la libération dans 

le cytosol de protéines pro-apoptotiques (par exemple, le cytochrome c) et de protéines 

(comme SMAC et DIABLO) qui empêchent l’action des inhibiteurs cytosoliques sur les 

protéines pro-apoptotiques (Li et al., 1997). Cette voie est régulée par la balance des 

protéines pro- et anti- apoptotiques de la famille Bcl-2 et par la caspase-9. 

Les caspases- 8 et 9 ainsi activées mobilisent à leur tour d’autres caspases comme les caspases- 3, 6 

et 7, ce qui est à l’origine de l’activation d’un grand nombre de protéines, dont des DNases, qui vont 

dégrader la cellule (Strasser, 2005) (voir figure 8). Une comparaison peut être établie entre la 

caspase-1 qui active l’inflammasome et la caspase-9 qui active l’apoptosome. 

 

Figure 8 : Apoptose et pyroptose (Aachoui et al., 2013b) 
Représentation schématique des morts cellulaires classiquement induites par les caspases. Une cellule en apoptose 

est caractérisée par une dégradation du contenu cytosolique et un bourgeonnement de la membrane plasmique. Elle 

est dite immunologiquement « silencieuse » car n’induit pas d’inflammation. A l’inverse, la pyroptose, avec une 

libération brutale de son contenu intracellulaire (dont certains composants deviennent des DAMP), est fortement 

inflammatoire. Une apoptose non résolue rapidement peut induire une nécrose, processus de mort cellulaire 

inflammatoire. L’engagement des caspases diffère suivant les voies : l’apoptose est caspases- 3 et 9 ou caspases- 3 et 8 

dépendante alors que la pyroptose nécessite les caspases- 1 et 11. 
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b) La pyroptose 

La pyroptose est une mort cellulaire qui nécessite l’activation d’un inflammasome pour le 

recrutement des caspases -1 ou -11 ce qui induit la maturation d’IL-1β et d’IL-18. La perte d’intégrité 

de la membrane résulte de la formation de pores membranaires qui nécessitent l’activation de la 

caspase-1 (Fink and Cookson, 2006). La perméabilité membranaire permet la libération dans le milieu 

extracellulaire de composants endogènes tels que l’ATP, le HMGB1 et l’IL-1α. En plus de la synthèse 

des cytokines pro-inflammatoires, ces molécules vont participer à l’induction d’une inflammation. La 

pyroptose a été décrite pour les macrophages et les cellules dendritiques ce qui n’exclut pas qu’elle 

pourrait avoir lieu dans d’autres types cellulaires. 

La pyroptose peut être dépendante des inflammasomes NLRP1 et NLRC4. L’auto-protéolyse de la 

caspase-1 a longtemps été considérée comme essentielle à son activation. En l’absence d’ASC, la 

caspase-1, non clivée et localisée de façon plus « diffuse » dans le cytoplasme, ne suffit pas à maturer 

les cytokines pro-inflammatoires (Mariathasan et al., 2004; Suzuki et al., 2007) mais peut néanmoins 

induire la pyroptose (Broz et al., 2010). ASC n’est donc nécessaire que pour l’auto-protéolyse de la 

caspase-1 et la maturation de l’IL-1β et de l’IL-18. L’induction de cette pyroptose caspase-1 

dépendante et ASC-indépendante peut avoir lieu en réponse à l’activation des inflammasomes 

NLRP1 et NLRC4 mais, à priori, n’a pas lieu pour les inflammasomes NLRP3 et AIM2 dépourvus de 

domaine CARD. Pour NLRP3 et AIM2, ASC semble indispensable à la fois pour la pyroptose et la 

maturation des cytokines (Mariathasan et al., 2006; Roberts et al., 2009). L’élimination de 

pathogènes, comme S. typhimurium et Legionella pneumophila (Miao et al., 2010b), peut être 

complètement indépendante de l’IL-1β et de l’IL-18. L’hypothèse la plus simple est que la pyroptose 

permet d’éliminer les cellules que les pathogènes utilisent pour se multiplier (Zamboni et al., 2006) 

mais le recrutement de neutrophiles (aux propriétés antimicrobiennes performantes), indépendant 

de l’IL-1β et de l’IL-18, reste nécessaire pour l’élimination des pathogènes libérés dans le milieu 

extracellulaire (Broz et al., 2012). La pyroptose est également impliquée dans les réponses 

inflammatoires stériles comme dans le cas des lésions avancées de l’athérosclérose (Chang et al., 

2013). Les lipoprotéines oxydées et les cristaux de cholestérol spécifiques de ces lésions avancées 

sont suggérés comme activateurs de l’inflammasome NLRP3 et de la caspase-1 et, par la suite, de la 

pyroptose de macrophages. 

Suivant les stimuli, la pyroptose peut nécessiter l’activation de la caspase-11, mais le recrutement et 

l’activation de cette caspase restent méconnus. La caspase-11 murine induit la pyroptose, de façon 

indépendante de la caspase-1, mais elle peut aussi induire la maturation de l’IL-1β via 

l’inflammasome NLRP3. Nos connaissances actuelles ne nous permettent pas de savoir si les caspases 

humaines -4 ou -5 ont un fonctionnement cellulaire similaire à celui de la caspase-11 chez la souris. 
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Une hypothèse a été émise selon laquelle la caspase-11 serait recrutée par un inflammasome 

similaire à ceux recrutant la caspase-1 (les inflammasomes conventionnels), cet inflammasome 

hypothétique étant qualifié de « non conventionnel ». 

Si trop de cellules de l’hôte entrent en pyroptose, les dégâts occasionnés à l’hôte peuvent être, soit 

une déplétion excessive d’une population cellulaire particulière, soit une trop forte libération de 

médiateurs pro-inflammatoires. De même, un excès dans le recrutement de neutrophiles via l’IL-1β 

peut se révéler préjudiciable à l’hôte. Lors d’une inflammation, les cytokines et la pyroptose 

pourraient former un équilibre dépendant de la quantité des pathogènes et / ou des signaux de 

danger. 

c) L’autophagie  

L’autophagie est le processus principal qui permet aux cellules de recycler leurs propres composants 

de macromolécules ou d’organelles non essentiels, redondants et endommagés (Kroemer and 

Jäättelä, 2005). C’est une réponse à un stress élevé mais encore insuffisant pour induire la mort, 

comme une privation en nutriments des cellules. L’autophagie peut moduler l’inflammation en 

éliminant des médiateurs immunologiques (Harris et al., 2011; Nakahira et al., 2010; Shi et al., 2012).  

Suivant l’acheminement des composés à éliminer aux lysosomes, trois types majeurs d’autophagie 

ont été définis (Yorimitsu and Klionsky, 2005): 

- macroautophagie : l’autophagosome, grâce à une double-membrane, enveloppe les 

composés et se fusionne aux autolysosomes 

- microautophagie : le lysosome s’invagine pour « phagocyter » directement les composés 

- autophagie médiée par les protéines chaperons : des protéines de choc thermique se fixent 

aux composés. 

Cependant, dans le cas de stress extrêmes prolongés, la cellule franchit un « point de non-retour » et 

la macroautophagie provoque une mort cellulaire par autophagie. Cette mort se caractérise par 

l’absence d’une condensation de chromatine et la présence de nombreux autophagosomes. La mort 

par autophagie peut également jouer un rôle dans la suppression de tumeurs, l’élimination de 

microorganismes intracellulaires et la présentation d’antigènes (Kroemer and Jäättelä, 2005; Levine 

and Deretic, 2007).  

d)  La nécrose  

La nécrose se caractérise par un gonflement de la cellule et de ses organelles ou par une rupture de 

la membrane cellulaire, accompagnés d’une brusque libération de composés intracellulaires dans le 

milieu. La nécrose est médiée par les ROS, les ions calcium (Ca2+), la PARP (Poly-ADP-Ribose 
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Polymerase) et les protéases calpaïnes et cathepsines (Conus et al., 2008). La PARP est une enzyme 

de réparation de l’ADN qui peut épuiser les stocks d’ATP cellulaire lorsque trop de brins d’ADN sont 

endommagés. L’ATP étant nécessaire dans la mise en place de nombreux mécanismes de l’apoptose, 

une diminution drastique de la quantité d’ATP disponible induit un shift de l’apoptose vers la nécrose 

(Los et al., 2002). Par ailleurs, une augmentation forte de la concentration en calcium intracellulaire 

active des protéases inductrices de la nécrose. 

La nécrose a originellement été pensée comme spécifiquement « accidentelle » mais des études 

montrent qu’elle peut également être programmée. Lors de la nécrose, des DAMP sont libérés dans 

le milieu extracellulaire. Ils entrent ensuite dans la circulation et peuvent activer des cellules 

immunes, comme c’est le cas pour le NAD+ (Nicotinamide Adénine Dinucléotide) et le HMGB1 

(Adriouch et al., 2012; Lotze and Tracey, 2005). Les premières cellules qui meurent, suite à un 

endommagement ou une infection, fonctionnent comme des sentinelles et permettent d’alerter le 

système immunitaire du danger et de la nécessité de défendre ou de réparer l’organisme. 

L’activation de l’inflammasome NLRP3 peut également aboutir à une nécrose programmée ce qui 

conduit à une inflammation médiée par les neutrophiles (Satoh et al., 2013). 

Des interconnections entre les différentes morts cellulaires existent. Par exemple, si un signal, 

classiquement suffisant pour induire l’apoptose ou l’autophagie, persiste alors la nécrose peut être 

engagée. 

5. Les médiateurs de l’Immunité innée 

L’inflammation qui résulte des dommages tissulaires ou de l’intrusion de particules ou d’organismes 

étrangers est un processus dynamique faisant intervenir des médiateurs pro-inflammatoires. Ces 

médiateurs sont d’origine cellulaire ou dérivés de protéines plasmatiques. Ils sont actifs dans des 

granules de mastocytes, de basophiles ou de plaquettes, ils peuvent aussi être sous forme de 

précurseurs inactifs. Les médiateurs auxquels nous nous intéresserons sont les cytokines, les 

chimiokines et la cascade du complément. 

a) Les cytokines  

Les cytokines inflammatoires, comme le TNF-α, l’IL-1 et l’IL-6, sont produites par un grand nombre de 

cellules mais surtout par les macrophages et les mastocytes. Elles sont essentielles à la réponse 

inflammatoire par l’activation de leukocytes et l’induction de la phase aiguë de l’inflammation. 

Quasiment toutes les cellules sont capables de répondre à ces médiateurs inflammatoires mais la 

réponse est dépendante des types cellulaires et des tissus.  
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Pour notre étude, nous nous focaliserons sur les cytokines de la famille de l’IL-1, l’IL-1F, qui sont 

essentielles pour la défense de l’hôte et le contrôle de l’Immunité et de l’inflammation (Dinarello, 

2009) (voir figure 9). Ces cytokines sont hautement régulées et toute dérégulation de leur 

expression ou de leur maturation peut avoir de graves répercussions pathologiques. L’IL-1 est 

impliquée dans des maladies pulmonaires inflammatoires et immunes comme l’asthme, 

l’hypertension pulmonaire, la fibrose pulmonaire et la formation de granulomes (Arend et al., 2008). 

 

Figure 9 : La famille de l’IL-1 (Carta et al., 2013) 
Table récapitulative des différents membres de la famille de l’IL-1 avec l’ancienne et la nouvelle nomenclature, les 

récepteurs et corécepteurs impliqués. Il est également indiqué le rôle de la cytokine et si elle est synthétisée sous 

forme de précurseur qui doit être maturé ou non pour avoir une activité biologique. 

Excepté l’IL-18 et l’IL-33, les gènes codants les IL-1F sont situés sur le chromosome 2 entre les loci de 

l’IL-1α et de l’IL-1Ra (IL-1 Receptor Antagonist) ce qui suggère que ces cytokines dérivent d’un même 

gène par duplication (chez l’Homme) (Nicklin et al., 2002). Les IL-1F possèdent des caractéristiques 

qui les différencient des autres cytokines : elles sont synthétisées sous forme de précurseurs et, 

l’IL-1Ra exceptée, elles sont dépourvues de peptide signal leur permettant de sortir de la cellule 

(Dinarello, 2009). Pour l’IL-1β, l’IL-18 (Dinarello, 1998a) et l’IL-37 (Boraschi et al., 2011), une 

maturation protéolytique est indispensable à leur activation. Ces cytokines sont maturées 

principalement par la caspase-1. Dans le cas de l’IL-1α (Dinarello, 1998b) et l’IL-33 (Moussion et al., 

2008), le précurseur est actif.  

(1) IL-1β (IL-1F2) et IL-18 (IL-1F4) 

L’IL-1β et l’IL-18 partagent une structure tridimensionnelle relativement similaire (un repliement en 

feuillet β) (Kato et al., 2003). La transcription de la pro-IL-1β est induite par le facteur de transcription 

nucléaire NF-κB en réponse à des agonistes de TLR et à des cytokines endogènes, tandis que la 

pro-IL-18 est constitutivement exprimée par les monocytes sanguins, les macrophages tissulaires, les 

cellules épithéliales et les kératinocytes. Ces deux cytokines pro-inflammatoires sont contrôlées au 

moment de leur transcription mais également lors de leur maturation et de leur libération dans le 

milieu extracellulaire (Dinarello, 2009). Produites sous forme de précurseurs inactifs, sans peptide 
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signal, elles sont principalement maturées par la caspase-1 (Black et al., 1988; Ghayur et al., 1997). La 

maturation par la caspase-1 conduit au recrutement et à l’activation de cellules immunitaires comme 

les neutrophiles sur les sites d’infections et / ou de dommages tissulaires. 

L’IL-18 est le principal inducteur d’IFN-γ et joue un rôle essentiel dans la réponse Th1 et l’activation 

de cellules NK (Akira, 2000). L’IL-18 se lie à son récepteur IL-18Rα avec une faible affinité et ce 

complexe est stabilisé par le recrutement de la protéine accessoire IL-18Rβ, nécessaire à l’activation 

cellulaire. De la même façon, la fixation de l’IL-1β sur l’IL-1R1 induit le recrutement de l’IL-1RAcP (IL-1 

Receptor Accessory Protein) pour former un récepteur de haute affinité (Meng et al., 2007; Torigoe 

et al., 1997). Un grand nombre de poxvirus peuvent produire un homologue de l’IL-18BP (IL-18-

Binding Protein) qui est une protéine soluble avec une haute affinité pour l’IL-18 et agit donc comme 

un inhibiteur. 

La liaison de l’IL-18 avec l’IL-18R induit une cascade de signalisation qui implique la kinase IRAK (IL-1 

Receptor Activating Kinase), le TRAF6 et le facteur de transcription NF-κB (Kojima et al., 1998). 

(2) IL-1α (IL-1F1) 

L’IL-1α partage avec l’IL-1β le même récepteur IL-1R1. Il a été proposé que l’IL-1α puisse réguler la 

migration, la prolifération, la sénescence et la différenciation cellulaires via des mécanismes 

intracrines et des voies de signalisation indépendantes de l’IL-1R1 (Werman et al., 2004). La 

translocation dans le noyau du précurseur de l’IL-1α est possible grâce à sa séquence NLS (Nuclear 

Localization Sequence) située dans sa partie N-terminale (Wessendorf et al., 1993). Cette 

translocation est essentielle pour les fonctions intracellulaires de l’IL-1α (McMahon et al., 1997). Le 

précurseur de l’IL-1α a également un rôle essentiel comme activateur pro-inflammatoire de la 

transcription (Werman et al., 2004). Ainsi, l’IL-1α est une protéine qui possède une fonction double, 

celle de facteur nucléaire et celle de cytokine pro-inflammatoire. 

(3) IL-1Ra (IL-1F3) 

L’IL-1Ra (IL-1 Receptor antagonist) est un agoniste naturel du récepteur à l’IL-1, il a donc un effet 

antagoniste de l’IL-1α et de l’IL-1β. Il se lie à la chaine IL-1R1 ce qui empêche le recrutement de la 

chaine IL-1RAcP, lui permettant d’agir comme un inhibiteur de l’inflammation dépendante de l’IL-1 

(Dinarello, 1998b, 2004). L’inflammation et la fibrose pulmonaires induites par la bléomycine chez les 

souris nécessitent l’IL-1R1, la signalisation via la molécule MyD88 et la protéine adaptatrice ASC 

(Gasse et al., 2007). Ce modèle se caractérise par un excès de production d’IL-1β via l’inflammasome 

NLRP3 et est amélioré par un traitement avec l’IL-1Ra (Gasse et al., 2007). La forme recombinante de 

l’IL-1Ra, l’Anakinra (Kineret®), est d’ailleurs utilisée dans des traitements anti-inflammatoires comme 

celui de la goutte chez l’Homme. 
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(4) IL-33 (IL-F11) 

L’IL-33, déjà connue pour son rôle de facteur nucléaire (Schmitz et al., 2005), est impliquée dans la 

défense de l’hôte ainsi que dans un grand nombre de pathologies dont l’asthme (Gudbjartsson et al., 

2009). L’IL-33 est le ligand du récepteur ST2 (appelé aussi T1 ou IL-33Rα) (Schmitz et al., 2005). Deux 

variants du gène IL-33Rα sont produits par épissage alternatif : la forme transmembranaire ST2L et 

une forme soluble sST2 qui constitue un récepteur « decoy ». Le récepteur IL-33Rα est composé de 

deux chaines, le ST2L et l’IL-1RAcP commune avec l’IL-1R1 (Torigoe et al., 1997). L’IL-33 se lie au ST2L 

et recrute la chaine IL-1RAcP ce qui délivre un signal d’activation permettant la libération de 

cytokines (Ali et al., 2007; Schmitz et al., 2005) (voir figure 10). Une étude a aussi montré que la 

signalisation IL-33/ST2 peut être inhibée grâce à un autre récepteur de la famille de l’IL-1R1, SIGIRR 

(Single Ig IL-1R-Related molecule), également appelé TIR8 (Toll IL-1R8), qui peut former un complexe 

SIGIRR/ST2 (Bulek et al., 2009), mais ces données n’ont pas été confirmées.  

 

Figure 10 : Les ligands et récepteurs de l’IL-33 (Arend et al., 2008) 
L’IL-33 se lie au récepteur T1/ST2 ce qui permet le recrutement de l’IL-1RAcP comme co-récepteur. La forme soluble 

du ST2 (sST2) est un inhibiteur de l’IL-33 et l’IL-1RAcP soluble peut augmenter cette fonction inhibitrice de sST2.  

NB : la signalisation via SIGGIR n’est pas incluse. 

Le récepteur IL-33Rα est exprimé à la surface d’un grand nombre de cellules de l’Immunité : 

mastocytes, basophiles, éosinophiles, lymphocytes Th2, iNKT (NKT invariants), NK, macrophages, 

cellules dendritiques et neutrophiles (Oboki et al., 2010a; Smith, 2010). La fixation de l’IL-33 sur des 

cellules de type Th2 induit la sécrétion des cytokines Th2 IL-5, IL-6 et IL-13 via l’activation du NF-κB et 

des MAPK (Schmitz et al., 2005). En particulier, l’IL-33 induit la forte sécrétion de ces cytokines chez 

un type cellulaire découvert depuis peu, les ILC (Innate Lymphoid Cells) de type 2 retrouvées chez 

l’Homme (Monticelli, Laurel A. et al., 2011) comme chez la souris (Moro et al., 2009; Price et al., 

2010). Les ILC interviennent pour l’Immunité innée ainsi que pour le développement et le 

remodelage tissulaires (Spits et al., 2013). Les ILC2 ont un rôle important dans les réponses de 
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l’Immunité innée, par exemple lors de l’infection par Nippostrongylus brasiliensis (Price et al., 2010) 

ou par le virus de l’influenza (Monticelli, Laurel A. et al., 2011). 

Contrairement à l’IL-1β et l’IL-18, la forme « Full-Length » (FL) de l’IL-33 est biologiquement active, 

alors que son clivage par la caspase-1 l’inactive (Cayrol and Girard, 2009). De plus, cette forme FL 

peut être libérée dans l’espace extracellulaire par les cellules endothéliales endommagées et donc 

l’IL-33 joue aussi le rôle d’alarmine (Cayrol and Girard, 2009). L’activité de l’IL-33 serait régulée lors 

de l’inflammation par des protéases sécrétées par les neutrophiles recrutés dans les tissus, en 

particulier l’élastase et la cathepsine G. Les formes clivées de l’IL-33 sont encore plus actives que la 

FL (Lefrançais et al., 2012) (voir figure 11). Il a aussi été montré que l’exposition des voies 

respiratoires à des allergènes, comme le champignon Alternaria alternata, induit une libération 

d’ATP extracellulaire (ATPe) comme signal de danger. Cette ATP permettrait d’augmenter la 

concentration de calcium intracellulaire et de libérer de l’IL-33 FL via l’activation de récepteurs 

purinergiques de type P2 (Kouzaki et al., 2011). 

 
Figure 11 : Les différents modes de sécrétion et de maturation de l’IL-33 (Lefrançais and Cayrol, 2012) 

L’IL-33, en tant que facteur nucléaire, est stockée dans le noyau de cellules endothéliales ou épithéliales. Il a été 

suggéré que lors de l’apoptose, l’IL-33 est clivée par la caspase-1 ce qui l’inactive. Lors de la nécrose, l’IL-33 « Full-

Length » (FL) est libérée comme alarmine dans le milieu et active des cellules qui expriment le récepteur à l’IL-33, le 

ST2. Ces cellules sont en particulier les ILC2, les mastocytes, les granulocytes et les lymphocytes Th2. Leur activation 

induit une réponse pro-inflammatoire et de type Th2 avec la sécrétion de cytokines comme l’IL-5, l’IL-6 et l’IL-13. Si 

l’inflammation s’accompagne du recrutement de neutrophiles, ces derniers pourraient cliver l’IL-33 par des élastases 

ou des cathepsines G en des formes clivées encore plus actives que la FL. Il pourrait également être possible que 

l’IL-33 soit libérée dans le milieu extracellulaire sans qu’il y ait eu endommagement cellulaire ou nécrose. Cette 

sécrétion serait dépendante de la concentration de Ca2+ intracellulaire régulée par l’ATP et la signalisation 

purinergique. 
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(5) IL-36 

La sous-famille de l’IL-36 inclut les IL-36 α, β et γ et l’IL-36Ra (antagoniste), auxquelles on pourrait 

rajouter l’IL-38 qui se fixe aussi sur l’IL-36R (autrefois IL-1Rpr2). Ces cytokines découvertes 

récemment ont d’importants rôles dans l’Immunité innée et adaptative. Produites par divers types 

cellulaires, elles sont également reliées à la physiopathologie de plusieurs maladies. Les IL-36 α, β et 

γ sont surtout exprimées par les kératinocytes, l’épithélium des bronches, le tissu cérébral, les 

monocytes et les macrophages. Les IL-36 α et β joueraient un rôle important dans l’homéostasie de 

la peau (Franzke et al., 2012; Yang et al., 2010). L’expression des cytokines IL-36 est induite dans les 

cellules épithéliales bronchiales par de sévères stimuli pro-inflammatoires (Chustz et al., 2011). Dans 

la même étude, il a aussi été suggéré que l’activation de fibroblastes et l’induction de l’IL-36γ 

pourraient amplifier l’inflammation neutrophilique. Une autre étude a également montré le rôle de 

l’IL-36α comme cytokine pro-inflammatoire dans l’inflammation pulmonaire (Ramadas et al., 2012). 

A l’inverse, l’IL-36Ra pourrait recruter le récepteur anti-inflammatoire SIGIRR et donc activer une 

voie de signalisation non-inflammatoire (Costelloe et al., 2008).  

(6) IL-37 (IL-1F7) 

L’IL-37 est également un autre membre de la famille de l’IL-1 découvert récemment. Contrairement 

aux autres cytokines que nous venons de voir elle est spécifique à l’Homme et aucun homologue 

murin n’a encore été identifié. L’IL-37 possède cinq isoformes, a, b, c, d et e, la forme majoritaire et 

la mieux étudiée est l’IL-37b. D’après les séquences d’ARN messagers (ARNm) , un site de clivage par 

la caspase-1 a été prédit (mais non confirmé), même s’il reste possible que l’IL-37b soit clivée par 

d’autres protéinases (Kumar et al., 2002). L’IL-37b peut se lier à l’IL-18Rα (Kumar et al., 2002) et à 

l’IL-18BP (Bufler et al., 2002). Les effets de ces liaisons restent inconnus.  

Les cytokines IL-37 sont produites sous forme de précurseurs qui sont clivés lors de stimuli 

inflammatoires. Dans le cas de l’IL-37b, la forme mature peut être transloquée dans le noyau 

(Sharma et al., 2008). Les effets de l’IL-37 sont principalement anti-inflammatoires et pourraient 

nécessiter la protéine Smad3 (Nold et al., 2010).  

b) Les chimiokines 

Les chimiokines sont de petites protéines solubles principalement connues pour leurs fonctions de 

contrôle d’adhésion cellulaire, de chimiotactisme (recrutement d’un type cellulaire particulier en 

suivant un gradient de molécules) et d’activation de leukocytes. Elles ont également d’autres rôles 

dans l’angiogénèse, l’hématopoïèse, le développement des cellules B et T, la maturation des DC, 

l’inflammation, l’infection,… Les chimiokines sont divisées en quatre sous-familles suivant leurs 

résidus conservés dans le domaine N-terminal : CXC, CC, CX3C et C. Leur signalisation passe par des 

récepteurs couplés à des protéines G (GPCR). La liaison d’une chimiokine à son récepteur sur une 
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cellule induit une cascade de signalisation pour aboutir à la transcription de gènes impliqués dans le 

réarrangement du cytosquelette et à la chimiotaxie (déplacement d’un type cellulaire). Le schéma de 

migration des populations de cellules, surtout des leukocytes, est étroitement corrélé à l’expression 

des récepteurs de chimiokines. Les chimiokines sont relativement redondantes : certains récepteurs 

ont plusieurs chimiokines comme ligands et quelques chimiokines peuvent se lier à plusieurs 

récepteurs. Les chimiokines sont classées comme régulatrices de l’homéostasie ou comme 

inflammatoires. Les chimiokines homéostatiques sont constitutivement exprimées et régulent la 

migration des leukocytes et de leurs précurseurs. Les chimiokines inflammatoires sont inductibles et 

modulent la migration des leukocytes dans les tissus en réponse à des stimuli inflammatoires. Ces 

chimiokines inflammatoires peuvent agir sur des cellules de l’Immunité innée comme celles de 

l’Immunité adaptative.  

c) Les enzymes protéolytiques 

Les enzymes protéolytiques comme l’élastine, les cathepsines et les métalloprotéinases jouent un 

rôle important dans l’inflammation. En dégradant la matrice extracellulaire ou des protéines, elles 

peuvent intervenir dans la défense de l’hôte, le remodelage tissulaire et la migration de leukocytes. 

Une enzyme protéolytique particulièrement intéressante est la cathepsine B. En effet, la 

cathepsine B est bien connue comme protéase des lysosomes. La phagocytose de particules pourrait 

induire une rupture des lysosomes suivie d’une activation cytosolique de la cathepsine B induisant 

l’activation de l’inflammasome NLRP3 (Tschopp and Schroder, 2010). Cette protéase peut aussi être 

sécrétée dans des vésicules pour produire des peptides biologiquement actifs. Sous cette forme, elle 

joue un rôle dans la maladie d’Alzheimer où elle participe à la production des peptides nocifs 

d’amyloïde-β (Hook et al., 2012).  

d) La cascade du complément 

En plus de tous les senseurs de type récepteurs cellulaires, des protéines solubles peuvent aussi être 

activées par des micro-organismes afin de stimuler et / ou d’amplifier l’inflammation. Il s’agit 

principalement de la cascade du complément (Köhl, 2006). Il existe neuf protéines du complément 

(de C-1 à C-9) généralement inactives et présentes dans le plasma. Si C3 se lie à un pathogène, il est 

stabilisé dans une forme active (Volanakis, 1990). De la même façon, les anticorps ou les MBL qui se 

fixent aux pathogènes peuvent activer l’enzyme C3 convertase (Gadjeva et al., 2004). Chaque 

composant du complément activé clive le suivant de la cascade en une forme active (voir 

figure 12). Les parties clivées peuvent se fixer sur le micro-organisme soit pour favoriser 

l’internalisation du pathogène par des phagocytes (opsonisation) (Ehlers, 2000), soit pour former un 

pore dans la membrane permettant l’élimination du microbe par une lyse osmotique (Esser, 1991). 

De plus, certains composés clivés, comme C5a, ne se fixent pas au pathogène mais restent solubles 
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et constituent des médiateurs proinflammatoires (Gerard and Gerard, 1994). Une étude a également 

montré le rôle du fragment clivé C3a dans la régulation de l’inflammasome NLRP3 des monocytes 

humains (Asgari et al., 2013). C3a augmenterait la production de l’IL-1β via l’augmentation de l’efflux 

d’ATP et par conséquent l’activation de l’inflammasome NLRP3 (Asgari et al., 2013). 

 

Figure 12 : Les trois voies d’activation du complément (Kindt et al., 2008) 
La voie classique est initiée par la liaison du composant C1 aux complexes antigènes-anticorps. La voie alterne est 

initiée par une liaison spontanée de C3b à des antigènes de surface étrangers comme des parois bactériennes. La voie 

lectine est initiée par la liaison de la protéine sérique MBL à la surface d’un pathogène. Ces trois voies génèrent les C3 

et C5 convertases et le C5b lié, qui est converti en complexe d’attaque membranaire (CAM) par une séquence de 

réactions terminales communes. 

 

B. L’Immunité adaptative 

 

L’Immunité adaptative est beaucoup plus récente que l’Immunité innée dans l’évolution, où elle est 

ainsi exclusive aux vertébrés. Lorsqu’une infection ne peut être enrayée par l’Immunité innée, 

l’activation de l’Immunité adaptative devient nécessaire. Elle est mise en place en trois à cinq jours, 

ce qui est le temps nécessaire pour générer l’expansion clonale et la différentiation des lymphocytes 

effecteurs spécifiques. Les récepteurs de l’Immunité adaptative sont codés par des segments de 

gènes qui peuvent être réarrangés ce qui leur confère une très grande variabilité. Les gènes 

d’activation des recombinases sont de courtes séquences d’ADN opposées, sans exons, ce qui 

suggère comme origine des rétrotransposons (Thompson, 1995). Ce type d’Immunité permet la 

reconnaissance spécifique d’antigènes étrangers et la mise en place d’une « mémoire » 

immunologique contre des pathogènes déjà rencontrés. Elle est spécifique à l’individu, à l’exception 

faite du transfert d’anticorps de la mère au fœtus via le placenta. En contrepartie, l’Immunité 

adaptative peut être dérégulée et être responsable d’allergies ou de maladies auto-immunes. 
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Les lymphocytes B et T sont produits dans la moelle osseuse. Les cellules B maturent dans la moelle 

tandis que les précurseurs des cellules T doivent migrer dans le thymus. Les lymphocytes matures 

naïfs circulent ensuite dans la lymphe et le sang. Une réponse immune adaptative démarre si un 

lymphocyte rencontre son antigène spécifique dans les organes lymphoïdes secondaires (Murphy et 

al., 2008) 

Les lymphocytes T sont activés lorsque leurs TCR (T Cell Receptors) reconnaissent des fragments 

antigéniques présentés par des molécules du CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité) (CMH-I 

pour les CD8+ et CMH-II pour les CD4+), portés par les CPA. Ces épitopes de l’antigène sont exposés à 

la surface des CPA qui phagocytent des virus ou des bactéries ou qui sont infectés. Les signaux de co-

stimulation font suite aux signaux de stimulation et permettent une modulation fine de l’interaction 

CMH/TCR. Avec l’environnement cytokinique spécifique mis en place grâce à l’Immunité innée, ces 

signaux sont indispensables à l’activation complète des lymphocytes B (plasmocytes et cellules 

mémoires) et T (lymphocytes T cytotoxiques, CD8+ et lymphocytes T auxiliaires ou helper, CD4+). Les 

récepteurs de co-stimulation permettent l’activation ou l’amplification des cellules, la régulation de 

la survie cellulaire et la détermination des fonctions des cellules effectrices. Au contraire, les 

récepteurs de co-inhibition peuvent prévenir, diminuer ou inhiber les processus d’activation et de 

différenciation. Les molécules de co-stimulation et de co-inhibition appartiennent pour la plupart à la 

superfamille des Ig (Immunoglobulines). Les CPA, et tout particulièrement les DC, expriment des 

molécules de co-stimulation comme CD80 et CD86 à leur surface (Magombedze et al., 2013). 

L’expression des gènes de CD80 et CD86 est régulée par le facteur de transcription NF-κB induit par 

l’activation des PRR.  

Les cellules CD4+ ont un rôle essentiel dans l’Immunité adaptative. Suite à la présentation 

d’antigènes et suivant l’environnement cytokinique mis en place par les cellules de l’Immunité innée, 

les CD4+ naïves se différencient en cellules effectrices Th1, Th2 ou Th17 (voir figure 13). La sécrétion 

de cytokines et l’expression de molécules de co-stimulation par les CD4+ sont nécessaires pour la 

génération d’anticorps spécifiques et à la formation des cellules B mémoire (Magombedze et al., 

2013). Les cytokines sécrétées sont également responsables du recrutement de neutrophiles et de 

monocytes sur les sites d’inflammation. Les CD4+ peuvent aussi avoir un effet immunosuppresseur 

via l’action des Treg (thymus-derived regulatory T cells) ou via la production d’IL-10 (Magombedze et 

al., 2013). Les cellules T naïves CD4+ se différencient principalement en trois types d’effecteurs 

classés suivant les cytokines produites et le facteur de transcription exprimé : 

- Si les CPA sécrètent de l’IL-12, les CD4+ naïves se différencient en Th1 qui expriment T-bet et 

produisent de l’IFN-γ et du TNF-α. Elles sont impliquées dans la défense de l’hôte contre des 

pathogènes intracellulaires. 



32 
 

- Si les CPA secrètent de l’IL-4, les CD4+ naïves se différencient en Th2 qui expriment GATA-3 et 

produisent de l’IL-4, de l’IL-5 et de l’IL-13. Elles sont impliquées dans la défense de l’hôte 

contre des pathogènes extracellulaires. 

- Si les CPA secrètent de l’IL-6 et du TGF-β, les CD4+ naïves se différencient en Th17 qui 

expriment ROR-γt et produisent de l’IL-17 et de l’IL-22. Elles sont impliquées dans le contrôle 

des bactéries et des infections fongiques (Cooke, 2006; Magombedze et al., 2013) (voir 

figure 13). 

Il existe au moins deux autres populations de CD4+ effectrices : les Treg et les Tfh (T follicular helper 

cells) (Magombedze et al., 2013). Les Treg expriment FoxP3 et modèrent l’inflammation par la 

sécrétion de cytokines anti-inflammatoires comme le TGF-β et l’IL-10. Les Tfh expriment Bcl-6 et sont 

essentielles pour la production des IgG. 

 

Figure 13 : Développement et fonctions des cellules T hleper (Cooke, 2006) 

Les cellules T CD4+ effectrices semblent pouvoir passer d’un phénotype à un autre, à la condition 

qu’elles ne soient pas trop avancées dans leur maturation (Magombedze et al., 2013). Cette plasticité 

de phénotype pourrait leur permettre de mieux s’adapter à l’évolution de leur environnement 

inflammatoire. 

Une fois activés par un antigène, les lymphocytes T CD4+ libèrent des médiateurs, comme l’IL-2, qui 

peuvent activer les lymphocytes B et les lymphocytes T CD8+. Les CD8+ activés libèrent par exocytose 

des enzymes comme les perforines qui forment des pores dans la membrane des bactéries ou des 

cellules de l’hôte infectées, permettant de les lyser. Les lymphocytes T agissent donc par cytotoxicité 
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directe ou indirecte. A l’inverse des lymphocytes T, les lymphocytes B peuvent s’activer par 

reconnaissance directe d’antigènes via leurs BCR (B-Cell Receptors) sur leur membrane. Une fois 

activés, ils prolifèrent et se différencient en plasmocytes qui sécrètent spécifiquement des anticorps 

(IgM) à haute affinité dirigés contre l’antigène reconnu.  

L’immunité médiée par les anticorps (dont les IgM et IgD) est appelée réponse humorale. Ils 

participent à la défense de l’hôte en neutralisant ou en recouvrant (opsonisation) les éléments 

étrangers ou en activant la voie du complément (voir figure 14). Ils amènent ainsi les phagocytes à 

éliminer ces éléments étrangers. 

 

Figure 14 : Mécanismes d’action des anticorps dans la défense de l’hôte (Murphy et al., 2008) 
Les anticorps peuvent empêcher des bactéries ou leurs toxines d’entrer dans les cellules en se fixant dessus, ce 

mécanisme est appelé neutralisation. En recouvrant des bactéries ou des particules étrangères, les anticorps 

indiquent aux macrophages et aux neutrophiles de phagocyter (opsonisation). La voie du complément est activée lors 

de l’Immunité innée et ne nécessite pas d’anticorps. Cependant, les régions constantes des anticorps liés aux bactéries 

constituent le récepteur de la première protéine du complément ce qui augmente l’activation de cette voie qui aboutie 

à la lyse et à la phagocytose. 
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Certains lymphocytes B et T se différencient en cellules mémoires capables de créer une réponse 

immunitaire plus rapide, longue, forte et spécifique de l’antigène qui les a activés. Cette réponse 

immunitaire secondaire est mise à profit dans les vaccins. 

Bien qu’étant des fondamentaux de l’immunologie, les voies de signalisation et l’interconnexion 

entre Immunité inné et Immunité adaptative ne seront pas détaillées dans ce manuscrit. 

II. Les mécanismes d’activation de l’inflammasome NLRP3 
 

Au cours de cette étude nous nous intéresserons en particulier à l’activation de l’inflammasome 

NLRP3 et à ses activateurs. 

 

A. Les signaux de danger endogènes et exogènes 

 

A l’inverse des autres inflammsomes, l’inflammasome NLRP3 peut être activé par de nombreux 

DAMP et PAMP que nous pouvons classer en signaux de danger endogènes ou exogènes (voir 

figure 15). 

 

Figure 15 : Les différents inducteurs de l’inflammasome NLRP3 (Medzhitov, 2008) 
L’inflammasome NLRP3 se caractérise par un très large panel d’activateurs. Ils sont classés suivant leur origine 

endogène ou exogène. Parmi les ligands exogènes, on distingue les microbiens des non-microbiens. Les ligands 

endogènes sont dérivés de la cellule, de la matrice extracellulaire (MEC), du plasma ou des tissus. 

Les signaux de danger endogènes sont issus de la cellule elle-même, voire de la matrice 

extracellulaire (MEC), du plasma ou des tissus. Ils sont issus des cellules ou directement de tissus 

stressés, endommagés ou d’un fonctionnement cellulaire anormal. Il peut s’agir de molécules 

modifiées ou libérées dans le milieu extracellulaire lors de la nécrose. La nécrose permet la libération 

de molécules normalement strictement confinées dans des compartiments cellulaires comme l’ATP 
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(Mariathasan et al., 2006), les ions potassium (K+), l’acide urique (Martinon et al., 2006) et le HMGB1 

(Lotze and Tracey, 2005).  

Les signaux de danger exogènes sont généralement d’origines infectieuses ou environnementales. 

Plusieurs pathogènes comme Staphylococcus aureus (Muñoz-Planillo et al., 2009), L. monocytogenes 

(Kim et al., 2010), Candida albicans (Hise et al., 2009) et le virus influenza A (Allen et al., 2009) 

peuvent activer l’inflammasome NLRP3. Certains DAMP ont pour origine des polluants 

environnementaux tels que l’amiante, la silice, l’Alum (hydroxyde d’aluminium, principal adjuvant 

des vaccins actuels) ou encore les nanoparticules (Yazdi et al., 2010). 

Certaines maladies pourraient être issues de stress métaboliques comme les fortes concentrations 

de glucose (Schroder et al., 2010), de MSU, de cholestérol (Duewell et al., 2010) ou d’amyloïde-β 

(Halle et al., 2008). L’inflammasome NLRP3 contribuerait ainsi à la pathogénèse de maladies 

inflammatoires stériles comme le diabète de type 2, la goutte, l’athérosclérose et la maladie 

d’Alzheimer (voir figure 16). 

 

Figure 16 : Implication de l’inflammasome NLRP3 dans des maladies inflammatoires stériles (Yang et al., 2012) 
L’inflammasome NLRP3 est impliqué dans la pathogénèse de plusieurs maladies inflammatoires stériles comme la 

goutte, provoquée par des cristaux de MSU, l’athérosclérose par des cristaux de cholestérol et les diabètes de type 2 

par des agrégats d’IAPP. Les cristaux de MSU sont reconnus par les TLR2 et TLR4 ce qui permet la synthèse de 

pro-IL-1β et sont internalisés par des monocytes ou macrophages ce qui active l’inflammasome NLRP3. L’IL-1β 

secrétée active le récepteur IL-1R1 de cellules endothéliales qui libèrent des cytokines et chimiokines responsables de 

l’activation et du recrutement de leukocytes sur le site inflammatoire, généralement au niveau des articulations. Les 

cristaux de cholestérol forment des plaques et sont aussi internalisés par des macrophages ce qui active 

l’inflammasome NLRP3. Des neutrophiles sont recrutés et exacerbent l’inflammation. Les cytokines et chimiokines 

libérées endommagent et font entrer en apoptose les cellules endothéliales ce qui contribue à la formation de lésions 

athérosclérotiques. Les agrégats d’IAPP sont internalisés par les macrophages pancréatiques. L’hyperglycémie et les 

acides gras activent également l’inflammasome dans les cellules β pancréatiques via un stress du réticulum 

endoplasmique et une production de ROS. L’IL-1β sécrétée est à l’origine d’une résistance à l’insuline et de la mort des 

cellules β et abouti à une diminution de la production d’insuline. 
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B. Activation de l’inflammasome NLRP3 
 

En considérant la forte hétérogénéité des activateurs de l’inflammasome NLRP3, il apparaît peu 

probable qu’ils agissent directement sur le domaine LRR du récepteur NLRP3 mais plutôt qu’ils 

induisent une ou plusieurs dérégulations physiologiques détectées par l’inflammasome. L’activation 

de l’inflammasome NLRP3 nécessite deux signaux. Le premier signal (le « priming ») est 

l’augmentation de la transcription de NLRP3 et de la pro-IL-1β via le NF-κB, classiquement par les TLR 

(Bauernfeind et al., 2009). Le récepteur NLRP3, après transcription, doit également être dé-

ubiquitiné pour pouvoir être activé par ses agonistes et ce processus de priming nécessite les ROS 

induits par les TLR (Juliana et al., 2012). Les chercheurs s’accordent sur le fait que les différents 

activateurs génèrent des signaux de stress cellulaire qui constituent un deuxième signal activant 

l’inflammasome NLRP3. Trois processus d’activation de l’inflammasome NLRP3 sont généralement 

proposés. Le premier est l’efflux de K+ qui est relié à presque tous les activateurs de l’inflammasome 

NLRP3. Le second est consécutif à l’endommagement ou la rupture de la membrane des 

phagolysosomes (« déstabilisation lysosomale ») qui fait suite à l’internalisation de cristaux (Hornung 

et al., 2008). Le dernier est l’endommagement des mitochondries à l’origine de la libération de ROS 

et d’ADN mitochondriaux (ADNmt) dans le cytosol ainsi que d’une perte de potentiel membranaire 

mitochondrial (Δψ) (Nakahira et al., 2010; Shimada et al., 2012; Zhou et al., 2010a). A l’heure 

actuelle, la question de savoir comment les flux ioniques et autres signaux activent spécifiquement 

l’inflammasome NLRP3 ou comment les activateurs de l’inflammasome endommagent les 

mitochondries n’est pas encore élucidée. La compréhension des mécanismes est rendue d’autant 

plus difficile que les activateurs de NLRP3 peuvent engager de multiples signaux cellulaires. L’objectif 

de cette partie est de proposer un état des lieux des dernières connaissances acquises sur l’activation 

de l’inflammasome NLRP3. 

1. Le modèle d’efflux de potassium 

L’ATP extracellulaire (ATPe) est un activateur de l’inflammasome NLRP3 qui signale via le récepteur 

purinergique P2X7 et est libérée lors de la mort cellulaire (Cruz et al., 2007; Mariathasan et al., 2006). 

L’activation de P2X7 par l’ATP provoque un efflux rapide de K+ de la cellule (Ferrari et al., 2006; 

Perregaux and Gabel, 1994) ainsi que le recrutement et la formation de pores par la pannexine-1 

(Pelegrin and Surprenant, 2006). Les pannexines présentent des homologies avec les innexines des 

Invertébrés et peuvent former des canaux, appelés pannexons, pour la libération d’ATP par plusieurs 

types cellulaires. Il existe trois types de pannexines : les pannexines -1, -2 et -3. La pannexine-3 n’est 

pas exprimée par les cellules épithéliales pulmonaires. La pannexine-1 est exprimée par les cellules 

épithéliales pulmonaires et contribue à la libération d’ATP par ces cellules (Ransford et al., 2009). 

L’implication de la pannexine-1 dans la libération d’ATP de façon dépendante de P2X7 est 
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actuellement controversée, en particulier dans une étude qui a montré, grâce à des BMDM (Bone 

Marrow-Derived Macrophages) issus de souris déficientes en pannexine-1, que la fixation d’ATP sur 

le récepteur P2X7 entraîne la perméabilisation de la membrane indépendemment de cet hémicanal 

(Qu et al., 2011). Cependant, la pannexine-1 joue un rôle dans l’apoptose en augmentant la 

perméabilité membranaire et en permettant la libération d’ATP, ce mécanisme étant indépendant du 

récepteur P2X7 (Qu et al., 2011). Toutefois, les pannexines présentent des homologies de fonction 

avec la famille des connexines et, chez les neutrophiles murins, la libération d’ATP peut se faire via la 

connexine 43 (Eltzschig et al., 2006). Un modèle d’activation de l’inflammasome NLRP3 propose que 

la formation de pores par la pannexine-1 permettrait à des activateurs extracellulaires de NLRP3, en 

particulier des PAMP, d’entrer dans le cytoplasme et d’activer l’inflammasome (Kanneganti et al., 

2007) (voir figure 17). D’ailleurs, des toxines bactériennes pouvant former des pores comme 

l’hémolysine α de S. aureus (indépendamment de P2X7) conduisent à un efflux de K+ et à l’activation 

de l’inflammasome NLRP3 (Mariathasan et al., 2006; Muñoz-Planillo et al., 2009). 

L’ATP extracellulaire mise à part, l’efflux de K+ et les ROS sont indépendants de l’activité du récepteur 

P2X7 pour les activateurs de l’inflammasome NLRP3 (Pelegrin and Surprenant, 2006). 

 

Figure 17 : Modèle d’activation de l’inflammasome NLRP3 par l’efflux de K
+
 (Tschopp and Schroder, 2010) 

L’ATP extracellulaire (ATPe) active le récepteur ionotropique P2X7 ce qui a pour conséquence un efflux de K+ et le 

recrutement et l’activation d’un hémicanal, la pannexine-1 qui forme un pore membranaire. La pannexine-1, tout 

comme les pores formés par les toxines bactériennes à l’origine d’une sortie de K+, peut permettre l’entrée de PAMP 

ou de DAMP dans la cellule. Les PAMP, les DAMP et l’efflux potassique sont des activateurs du récepteur NLRP3 de 

l’inflammasome. 

Une étude a récemment proposé un mécanisme commun à tous les activateurs de NLRP3 et pour 

lequel l’efflux de K+ est une étape nécessaire mais pas suffisante pour l’activation de l’inflammasome 
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(Compan et al., 2012). Comme les activateurs connus de NLRP3 induisent un changement de volume 

des cellules (gonflement ou diminution) (Schorn et al., 2010; Taylor et al., 2008) et que le gonflement 

cellulaire induit le recrutement des macrophages in vivo, la variation du volume cellulaire est 

proposée comme signal de danger pouvant être détecté par l’inflammasome (Compan et al., 2012). 

L’étirement de la membrane cellulaire active des canaux comme la pannexine-1 et le TRPV2 

(Transient Receptor Potential Vanilloid 2) qui perméabilisent la membrane à des molécules de 

grande taille (Pelegrin and Surprenant, 2006). Lors du gonflement cellulaire en condition 

hypotonique, le potassium sort des cellules via des canaux potassiques ce qui entraînerait un 

changement conformationnel des récepteurs NLRP3 et favoriserait leur activation. Les canaux TRP 

(Transient Receptor Potential) modulent le Ca2+ intracellulaire lors de la régulation du volume 

cellulaire et ce changement de concentration est indispensable pour l’activation de TAK1 

(Transforming Growth Factor (TGF) -β-Activated Kinase 1) (Fukuno et al., 2011), kinase essentielle à la 

voie NF-κB dans l’activation de l’inflammasome NLRP3 (Gong et al., 2010). 

2. Le modèle de la destabilisation lysosomale 

L’activation de l’inflammasome NLRP3 par les particules et les cristaux est généralement expliquée 

par deux modèles qui ne s’excluent pas forcément. L’inflammation issue de l’exposition à l’amiante 

et à la silice a été reliée à la production de ROS issus de la « phagocytose frustrée », car ces particules 

seraient trop grosses pour être complétement ingérées (Dostert et al., 2008). L’augmentation des 

ROS dans le cytoplasme inactive la Thiorédoxine (TRX) ce qui permet à la protéine interagissant avec 

le TRX (TXNIP) de se fixer directement sur le récepteur NLRP3 pour activer l’inflammasome (Tschopp 

and Schroder, 2010) (voir figure 18). Il a été montré que le TXNIP, qui est une protéine liée à la 

résistance à l’insuline, relie l’activation de l’inflammasome NLRP3 et la pathogénèse des diabètes de 

type 2 (Zhou et al., 2010b). 
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Figure 18 : Modèle d’activation de l’inflammasome NLRP3 par la production de ROS (Tschopp and Schroder, 2010) 
En réponse à l’internalisation de particules dans des phagosomes et/ou suite à l’efflux de potassium, des ROS sont 

produits dans le cytosol. Les ROS dissocient le complexe TXNIP (thioredoxin-interacting protein) – TRX (thioredoxin). 

Une fois libéré de son inhibiteur, le TXNIP se lie directement à la région LRR du récepteur NLRP3 permettant ainsi la 

formation de l’inflammasome NLRP3. 

Dans un autre modèle, des particules comme l’amiante, la silice ainsi que l’amyloïde-β sont 

phagocytées puis ces cristaux endommagent la membrane des phagolysosomes. L’acidification des 

phagosomes et la libération de la cathepsine B lysosomale dans le cytoplasme activent toutes deux 

l’inflammasome NLRP3 (Halle et al., 2008; Hornung et al., 2008; Sharp et al., 2009). Il a été montré 

que ces particules ainsi que le dipeptide d’endommagement lysososmal, LL-OMe, induisent un efflux 

de K+ (voir figure 19).  



40 
 

 

Figure 19 : Modèle d’activation de l’inflammasome NLRP3 par la déstabilisation lysosomale (Tschopp and Schroder, 2010) 
L’internalisation de microparticules (les exemples classiques sont l’Alum et la silice) perméabilise la membrane des 

lysosomes qui libèrent dans le cytoplasme leur contenu, en particulier la cathepsine B. Cette dernière active alors 

l’inflammasome NLRP3 directement ou indirectement (mécanisme encore non résolu). 

 

3. Le modèle des mitochondries endommagées 

La principale source connue de ROS a d’abord été les NADPH oxydases liées aux phagosomes et 

activées lors de l’internalisation de particules (Dostert et al., 2008). Mais les macrophages murins et 

humains déficients pour cette enzyme ont une activation normale de l’inflammasome NLRP3 

(Bruggen et al., 2010; Hornung et al., 2008). Les ROS mitochondriaux ont été mis en avant pour 

l’activation de l’inflammasome ce qui a été conforté par la colocalisation des inflammasomes NLRP3 

avec les mitochondries dans l’espace périnucléaire lors de l’activation de l’inflammasome (Zhou et 

al., 2010a). Une étude propose que les activateurs de l’inflammasome NLRP3 perturbent 

l’homéostasie des mitochondries ce qui permet le recrutement de récepteurs NLRP3 par ces 

organites endommagés (Misawa et al., 2013). Ces complexes mitochondries-récepteurs NLRP3 sont 

déplacés via les microtubules (dont les α-tubulines sont acétylées suite au dysfonctionnement des 

mitochondries) en direction des protéines adaptatrices ASC colocalisées avec le réticulum 

endoplasmique. Il est ainsi montré que les mitochondries jouent un rôle dans la création de sites 

optimaux pour l’assemblage de l’inflammasome NLRP3 (Misawa et al., 2013). Les mitochondries 

endommagées peuvent également libérer de l’ADN mitochondrial oxydé suite à la perte de leur 

potentiel de membrane (Δψ) ce qui provoque une activation directe de l’inflammasome NLRP3 lors 

de l’apoptose (Shimada et al., 2012) (voir figure 20). L’autophagie, en permettant le 
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renouvellement des organelles du cytoplasme dont les mitochondries, module l’activité de 

l’inflammasome NLRP3. L’inhibition de l’autophagie augmente le nombre de mitochondries 

défectueuses et s’accompagne d’une accumulation de ROS et d’ADNmt dans le cytoplasme ce qui est 

corrélé avec une activation de l’inflammasome NLRP3 (Nakahira et al., 2010). Il a aussi été montré 

que l’autophagie permet d’éliminer les inflammasomes ubiquitinés (Shi et al., 2012) et la pro-IL-1β 

dans les cellules activées (Harris et al., 2011). 

 

Figure 20 : Modèle d’activation de l’inflammasome NLRP3 via l’ADN mitochondrial oxydé (Martinon, 2012) 
La signalisation de l’ATPe via le récepteur P2X7, la nigéricine aux propriétés ionophores bien connues et 

l’internalisation de microparticules sont à l’origine d’un efflux de potassium de la cellule ayant des effets délétères sur 

les mitochondries. L’endommagement de ces organites, et en particulier de la chaîne respiratoire, est responsable 

d’une diminution du potentiel de membrane (Δψ) et d’une augmentation de la production de ROS. Dans ce modèle, 

l’ADNmt oxydé libéré dans le cytosol est proposé comme un ligand direct du récepteur NLRP3.  

Une étude récente montre que plusieurs activateurs de l’inflammasome NLRP3, dont l’ATPe, la 

nigéricine et le MSU, nécessitent une signalisation par le calcium (Murakami et al., 2012). Le calcium 

est fourni par le milieu extracellulaire via les canaux d’entrée de calcium et est aussi libéré par le 

récepteur à l’inositol triphosphate (IP3R) du réticulum endoplasmique. Il est suggéré que l’efflux de K
+ 

et la rupture de lysosomes induisent, comme étape intermédiaire, un influx de Ca2+ dans le cytosol ce 
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qui serait essentiel pour endommager les mitochondries et par la suite activer l’inflammasome 

NLRP3 (Murakami et al., 2012) (voir figure 21).  

 

Figure 21 : Modèle d’activation de l’inflammasome NLRP3 par le calcium (Murakami et al., 2012) 
En réponse à l’ATPe, et éventuellement à d’autres activateurs comme la nigéricine et le MSU, l’influx de Ca2+ dans le 

cytosol va induire la libération de ROS (O-) et d’ADNmt dans le cytoplasme ainsi qu’une perte de potentiel 

membranaire mitochondrial (Δψ). L’endommagement des mitochondries active alors l’inflammasome NLRP3. 

Il a ensuite été démontré que l’inflammasome NLRP3 est activé via la signalisation PLC 

(phospholipase C) par les récepteurs senseurs du calcium (CASR). L’activation de CASR par du Ca2+ 

extracellulaire inhibe l’adénylate cyclase (AC) et diminue donc les taux d’AMPc (Adénosine 

MonoPhosphate Cyclique), l’AMPc étant un inhibiteur de l’activation de l’inflammasome NLRP3 (Lee 

et al., 2012b). 

Les mécanismes d’activation de l’inflammasome NLRP3 sont, comme nous pouvons le voir, 

extrêmement variés et souvent complémentaires (voir figure 22). Trouver un mécanisme commun 

à tous les activateurs ou alors le mécanisme suffisant et nécessaire (s’il existe) pour l’activation de 

l’inflammasome constituerait une grande avancée. Il n’est pas à exclure que, suivant les types 

d’activateurs, les mécanismes d’activation ne soient pas les mêmes, ce qui pourrait expliquer les 

différents modèles. 



43 
 

 

Figure 22 : Récapitulatif de tous les mécanismes d’activation de l’inflammasome NLRP3 actuellement répertoriés 

(Haneklaus et al., 2013) 

 

4. Le point sur l’activation de l’inflammasome NLRP3 

Le rôle des mitochondries endommagées (Zhou et al., 2010a) et des pores dans la membrane 

plasmique en réponse aux toxines bactériennes et aux particules a été très récemment controversé 

dans l’activation de l’inflammasome NLRP3 (Muñoz-Planillo et al., 2013). Dans cette étude, il est 

montré que l’ATP, la nigéricine et la gramicidine (une toxine bactérienne formant des pores) 

entraînent une augmentation rapide de la consommation de dioxygène (O2) (facteur révélateur de 

l’endommagement des mitochondries, au même titre que l’acidification extracellulaire). Mais 

contrairement à ce qui avait été auparavant suggéré (Shimada et al., 2012), les dommages 

mitochondriaux suite à la stimulation des cellules par de l’ATP ou de la nigéricine seraient dus à des 

effets cytotoxiques et l’endommagement mitochondrial ne serait pas responsables de l’activation de 

l’inflammasome NLRP3. Quant à la gramicidine, bien qu’elle endommage la mitochondrie lors de 

stimulations cellulaires prolongées, l’augmentation de la dégradation mitochondriale serait médiée 

par des pompes sodium-potassium (Na+/K+-ATPases) et ne serait pas liée à l’activation de NLRP3. En 

utilisant les mêmes substances altérant la chaîne respiratoire mitochondriale que dans l’étude de 

Zhou, l’activation de NLRP3 n’a pas été observée, de même qu’avec des inhibiteurs de l’autophagie 

ou en stimulant les cellules avec de l’H2O2. Il avait déjà été montré que les inhibiteurs de ROS 

empêchaient le « priming » des cellules mais pas l’activation de NLRP3 induite par la nigéricine et la 
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silice (Bauernfeind et al., 2011b).  

Même s’il avait été suggéré que l’activation de l’inflammasme NLRP3 par les différents agonistes 

puisse être bloquée par de fortes concentrations de potassium extracellulaire et donc de faibles 

concentrations de K+ intracellulaire (Pétrilli et al., 2007), il avait été ensuite mis en évidence une 

absence de preuves concernant le rôle de l’efflux de K+ dans l’activation de NLRP3 par les particules 

(Tschopp and Schroder, 2010). Dans cette revue, le mécanisme suggéré pour unifier l’activation de 

NLRP3 par les activateurs repose d’ailleurs sur les ROS. Muñoz-Planillo propose que l’activation de 

NLRP3 par de fortes concentrations de Ca2+ soit due à l’efflux de K+ et pourrait être expliquée par la 

formation de particules. Il présente un modèle de diminution de la concentration de K+ intracellulaire 

unifiant l’activation de NLRP3 par des particules et des molécules perméabilisant la membrane : la 

phagocytose de particules induirait un endommagement de la membrane des lysosomes ce qui 

permettrait l’ouverture de pores membranaires perméables au potassium. Cependant, cette théorie 

devra être soumise à la critique. 

III. La signalisation purinergique 

 

L’ATP est la molécule universelle qui, hydrolysée, fournit l’énergie nécessaire aux réactions 

chimiques du métabolisme de tous les organismes vivants connus. Elle contribue à des processus 

aussi divers que la contraction musculaire, les phosphorylations et le transport actif de molécules. 

L’ATP est un nucléotide constitué d’adénosine (adénine et ribose) et de trois groupements 

phosphates. En condition basale, la concentration intracellulaire d’ATP est d’approximativement de 

10mM alors qu’elle n’est que de 10nM dans le milieu extracellulaire (Schwiebert and Zsembery, 

2003). Il a été montré que l’ATP peut être libérée dans le milieu extracellulaire, lors de la mort 

cellulaire par exemple. Lors de la nécrose, l’ATP a un rôle de signal de danger qui va initier une 

inflammation et lors de l’apoptose, celui d’un signal « find me » pour faciliter la phagocytose (Elliott 

et al., 2009). La concentration d’ATP extracellulaire (ATPe) est maintenue basse par l’action d’ecto-

ATP/ADPases. L’ATPe est donc rapidement dégradée par diverses nucléotidases en ADP, AMP 

(respectivement Adénosine Di- et Mono- Phosphate) puis adénosine. L’ATP et ses métabolites 

peuvent agir sur plusieurs familles de récepteurs via ce que l’on appelle une signalisation 

purinergique (voir figure 23). La signalisation purinergique est étroitement liée à l’Immunité innée. 

Par exemple, l’ATPe peut induire une inflammation pulmonaire en activant des DC (Idzko et al., 

2007). L’adénosine, issue de la dégradation de l’ATPe ou activement libérée, peut moduler les 

fonctions de neutrophiles et des macrophages (Barletta et al., 2012; Haskó and Pacher, 2012). 
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Figure 23 : La signalisation purinergique 
D’après http://www.uni-leipzig.de/~straeter/research/ntpdase.html 

L’ATP peut être activement libérée dans l’espace extracellulaire par exocytose ou via des canaux. Elle peut agir sur des 

récepteurs ionotropiques P2X ou sur des récepteurs couplés à des protéines G P2Y. L’ATP est rapidement dégradée 

par des ectonucléotidases dont les NTPDases et e5’NT. Plusieurs de ses métabolites peuvent se fixer sur des 

récepteurs : l’ADP sur des P2Y et l’adénosine sur des récepteurs P1. Cette signalisation par l’ATP et ses métabolites est 

qualifiée de purinergique. 

1. Les purines 

Les purines sont des molécules aromatiques hétérocyliques. L’ATP fournit l’énergie des réactions 

biologiques intracellulaires des mammifères. Les purines telles que l’ATP, l’ADP et l’adénosine 

peuvent aussi participer à la signalisation extracellulaire. Elles passent par des récepteurs 

purinergiques P1 ou P2Y couplés à des protéines G ou des canaux ioniques P2X (voir figure 23). Le 

métabolisme des nucléotides est assuré par des ectonucléotidases comme des adénylate kinases et 

des diphosphokinases de nucléosides présentes dans les surfaces respiratoires humaines (Donaldson 

et al., 2002). Les NTP (Nucléosides TriPhosphates) sont présents dans la couche liquide des voies 

respiratoires et participent aux événements physiologiques importants via des interactions avec des 

récepteurs de nucléotides. Par exemple, l’activation de récepteurs P2Y2 stimule la fréquence de 

battement ciliaire (Weiss et al., 1992) et la sécrétion de mucus par les cellules de goblet (Ratner et 

al., 2001). 

2. Sécrétion des purines 

Les cellules de mammifères contiennent physiologiquement de hautes concentrations d’ATP (de 5 à 

8mM). Cette ATP peut être libérée dans le milieu extracellulaire comme signal de danger endogène 

ou DAMP en réponse à des conditions pathologiques comme un stress, un endommagement 

http://www.uni-leipzig.de/~straeter/research/ntpdase.html
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cellulaire ou une inflammation (Riteau et al., 2010). L’ATP est libérée différemment suivant le type de 

mort cellulaire. Lors de l’apoptose, la libération d’ATP est contrôlée via des hémicanaux, les 

pannexines. Cette ATP agit comme un signal chimiotactique (« find-me ») pour les phagocytes afin 

d’éviter une nécrose secondaire (Ravichandran, 2011). Lors de la nécrose, l’ATP est libérée 

brutalement lors de la rupture de la membrane. Les cellules endothéliales et les cellules 

inflammatoires activées, comme les neutrophiles, libèrent l’ATP plutôt via d’autres hémicanaux, les 

connexines (Eltzschig et al., 2006, 2008). Les récepteurs P2 eux-mêmes peuvent participer à l’efflux 

d’ATP, en particulier le sous-type P2X7 par la formation de pores (Suadicani et al., 2006). Les 

plaquettes libèrent préférentiellement de l’ADP sous forme de granules (voir figure 24). 

 

Figure 24 : Voies de sécrétion et d’action de l’ATP et de l’ADP extracellulaires (Eltzschig et al., 2012) 
L’ATP est libérée brutalement par les cellules en nécrose ou via des hémicanaux, les pannexines pour les cellules 

apoptotiques et les connexines par les cellules inflammatoires. De l’ADP contenue dans des vésicules peut également 

être libérée par les plaquettes. Ces nucléotides agissent ensuite sur différents récepteurs P2X et P2Y. 
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3. Voie de signalisation des récepteurs P1 et P2 

Les récepteurs purinergiques P2 sont les récepteurs de NTP (purines et pyrimidines) et peuvent 

également être considérés comme des PRR. Deux sous-familles ont été identifiées les P2X et les P2Y. 

Les P2X comprennent sept membres, de PX1 à P2X7, et forment des canaux membranaires 

trimériques qui fixent l’ATP (Khakh and North, 2006). Il a été découvert huit sous-types de récepteurs 

P2Y : P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 et P2Y11 pour ceux couplés à des protéines Gq et P2Y12, P2Y13 et 

P2Y14 pour ceux couplés à des protéines Gi. L’ATP à faible concentration se fixe préférentiellement 

sur les P2Y qui sont à haute affinité. Cependant, lorsque l’inflammation est forte, l’ATP est libérée à 

des concentrations plus élevées et se fixe surtout sur P2X7, qui est un récepteur à faible affinité. Le 

récepteur P2X7 est bien connu comme activateur potentiel de l’inflammation et est impliqué dans la 

maturation et la sécrétion de l’IL-1β (Piccini et al., 2008). L’activation de P2X7 avec des 

concentrations d’ATP de l’ordre du millimolaire permet la formation de larges pores qui conduisent à 

l’apoptose de la cellule (Jarvis and Khakh, 2009). 

Il y a quatre sous-types de récepteurs à l’adénosine (AR) ou récepteurs P1 : A1, A2A, A2B et A3 

(Blackburn et al., 2009). Ils sont retrouvés dans la membrane des cellules alvéolaires épithéliales ou 

pneumocytes de type 1 (AEC1) et de type 2 (AEC2), avec une expression particulièrement forte d’A2B 

chez les AEC2 (Cagnina et al., 2009). A2A et A2B sont couplés à des protéines Gs qui activent 

l’Adénylate Cyclase (AC) et A1 et A3 sont couplés à des protéines Gi qui inhibent AC et induisent un 

efflux de K+ (Landolt et al., 2012). Si elle est activée, AC peut produire de l’AMPc à partir d’ATP ce qui 

est à l’origine d’une entrée de Ca2+ dans la cellule (voir figure 25). Or, il a été montré que l’AMPc 

est un inhibiteur de l’activation de l’inflammasome NLRP3 (Lee et al., 2012b). Ce qui permet de 

suggérer que l’activation des récepteurs P1 par l’adénosine pourrait moduler l’activation de 

l’inflammasome NLRP3. La concentration d’adénosine pourrait être un facteur important dans cette 

régulation car A1 et A2A sont des récepteurs à forte affinité tandis que les récepteurs A2B et A3 sont à 

faible affinité (Junger, 2011). 
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Figure 25 : Voies de signalisation simplifiées des récepteurs P1, modifiée à partir de (Landolt et al., 2012) 
Les récepteurs à l’adénosine P1, membranaires, sont au nombre de quatre : A1, A2A, A2B et A3. L’activation de A1 et de 

A3 inhibe l’adénylate cyclase (AC) tandis que l’activation d’A2A et A2B la stimule, via leurs protéines G respectives. 

L’AMPc, produite à partir de l’ATP par AC, induit un influx de Ca2+. A1 et A3 sont également reliés à un efflux de K+. 

Les récepteurs P1 et P2Y ont la même structure de GPCR c’est-à-dire sept domaines 

transmembranaires à hélices α, un domaine N-terminal du côté extracellulaire et un domaine 

C-terminal dans le cytoplasme. 

L’ATP sécrétée dans le milieu extracellulaire est très rapidement dégradée par des ecto-enzymes en 

ADP, puis en AMP, ensuite en adénosine et pour finir en inosine. Les enzymes qui hydrolysent les 

nucléotides sont de la famille des E-NTPDases (Ecto-Nucléosides TriPhosphate Diphosphohydrolases), 

des E-NPP (Ecto-Nucléotides PyroPhosphatases/PhosPhodiestérases), les ecto-5’-nucléotidases et les 

phosphatases alkalines (Yegutkin, 2008). La NTPDase1 (ou CD39) est une enzyme majeure de 

l’hydrolyse de nucléotides comme le montrent les signes d’inflammation exacerbée chez les souris 

déficientes en CD39 (Mizumoto et al., 2002). CD73 qui est une ecto-5’-nucléotidase responsable de la 

dégradation de l’AMP en adénosine joue aussi un rôle essentiel dans l’inflammation grâce à son 

activité anti-inflammatoire (Zernecke et al., 2006). L’adénosine extracellulaire peut être dégradée par 

l’adénosine déaminase (ADA) en inosine ou être internalisée dans la cellule par des CNT 

(Concentrative Nucleoside Transporters ou famille des SLC28) (Gray et al., 2004) et des ENT 

(Equilibrative Nucleoside Transporters, famille des SLC29) (Baldwin et al., 2004). L’adénosine 

extracellulaire peut également être reconvertie en AMP par l’adénosine kinase (AK) (Yegutkin, 2008). 

Deux adénosines déaminases peuvent être retrouvées à la surface cellulaire, ADA et ADA2 (ou 

CECR1). Il existe des patients présentant une déficience en ADA ce qui cause une ImmunoDéficience 

Sévère Combinée (IDSC), caractérisée par un grave défaut de développement des cellules T et B et un 

risque accru d’infections, avec une activation excessive du récepteur A2A (Apasov et al., 2000; Cristalli 
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et al., 2001). Si l’AMPc intracellulaire est en excès, elle peut être secrétée via les MRP 4 et 5 

(Multidrug Resistant Proteins) (Sager and Ravna, 2009) (voir figure 26). 

 
Figure 26 : Voies de signalisation des récepteurs P1 et P2 (Corriden and Insel, 2012) 

L’ATP extracellulaire a pour cible les récepteurs P2Y couplés aux protéines G ou les récepteurs ionotropiques P2X. 

Elle est également dégradée par des ecto-enzymes comme des NTPDases (CD39) ou des ecto-5’-nucléotidases (CD73) 

en ADP, AMP puis adénosine (ado). L’ADP peut être reconvertie en ATP via la synthase F1F0. L’adénosine peut entrer 

ou sortir des cellules via des ENT (Equilibrative Nucleoside Transporters) et activer des récepteurs P1 couplés aux 

protéines G lorsqu’elle est extracellulaire. L’adénosine peut être générée par des pyrophosphatases et des 

phosphodiestérases (E-NPP) à partir d’AMP cyclique (AMPc) extracellulaire. Dans le cytoplasme, l’ATP peut être 

synthétisée par des Adénosines Kinases (AK), des Adénylates Kinases (ADK) et des PhosphoDiEstérases (PDE). 

L’adénosine est produite par des 5’NT. La conversion de l’ADP vers l’ATP est médiée par la mitochondrie lorsque la 

concentration d’AMP intracellulaire augmente. 

Les ecto-nucléotidases sont virtuellement retrouvées à la surface de tous les types cellulaires chez les 

mammifères mais des distributions préférentielles permettent d’avoir des microenvironnements 

immunologiques spécifiques. 

4. Rôles des récepteurs purinergiques et des purines dans les voies 

respiratoires 

Les stress mécaniques subis par les cellules épithéliales pulmonaires induisent une libération locale 

d’ATP à l’origine d’une augmentation de la concentration de Ca2+ intracellulaire (Hansen et al., 1993) 

qui peut s’étendre à d’autres cellules via les récepteurs P2Y (Homolya et al., 2000). Il a été prouvé 

que la concentration d’ATP libérée est suffisante pour activer les récepteurs P2Y2 dans les voies 
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respiratoires (Okada et al., 2006). De même, P2Y2 est bien exprimé au niveau de l’épithélium 

pulmonaire et plus particulièrement par les cellules de Clara (Proost et al., 2009). L’activation des 

récepteurs P2Y2 des cellules épithéliales pulmonaires humaines par des nucléotides permet la 

libération d’IL-6 (Douillet et al., 2006). 

Il a été montré que les AEC1 peuvent sécréter quatre fois plus d’ATP que les AEC2. Les AEC1 sont les 

senseurs mécaniques des poumons et la stimulation paracrine des AEC1 par l’ATPe joue un rôle dans 

la régulation de la sécrétion du surfactant par exocytose (Patel et al., 2005). La déformation cellulaire 

par les forces de tension provoque une exocytose d’ATP dépendante du calcium (Ramsingh et al., 

2011). L’activation des récepteurs P2X7 augmente la sécrétion de surfactant pulmonaire via la 

libération d’ATP par les cellules AEC1 ce qui a pour conséquence la stimulation de récepteur P2Y2 sur 

les cellules AEC2 (Mishra et al., 2011). 

Comme la sécrétion est Ca2+-dépendante, la libération d’ATP, comme d’UTP et d’adénosine, se fait 

probablement par exocytose par les AEC2 (Tatur et al., 2008). Malgré la controverse actuelle, 

l’intervention de la pannexine-1 dans la libération d’ATP par l’épithélium pulmonaire reste possible 

(Ransford et al., 2009). 

Le volume cellulaire est régulé de façon autocrine par des canaux ioniques K+ et Na+ dits « volumes 

sensibles ». En plus d’être impliqué dans la modulation de l’activation de l’inflammasome NLRP3, le 

gonflement des cellules provoque une sortie d’ATP qui va être dégradée en adénosine pour agir sur 

les récepteurs P1 (Musante et al., 1999). L’adénosine est impliquée via A2A et l’activation de 

protéines kinases A dans la migration de cellules épithéliales bronchiques. Chez la lignée A549 qui est 

de type AEC2, l’adénosine induit une expression de la fibronectine qui est potentiellement impliquée 

dans le remodelage tissulaire. De plus, en cas de concentrations d’adénosine trop importantes, le 

développement alvéolaire est anormal (Musante et al., 1999). 

En conditions basales, la concentration d’adénosine extracellulaire est de l’ordre de 1 nM. Lors d’une 

inflammation, la libération et la production d’adénosine est fortement augmentée dans les tissus 

pour atteindre des taux jusqu’à cent fois supérieurs à ceux des conditions physiologiques (Fredholm, 

1997). Cependant, une fois générée, l’adénosine est très rapidement dégradée, et sa demi-vie est de 

l’ordre de quelque secondes (Moser et al., 1989). 

L’adénosine a aussi un rôle fondamental dans la régulation des fonctions de phagocytes et peut donc 

moduler la réponse inflammatoire (Haskó and Pacher, 2012). Via A2B, l’adénosine peut induire une 

différenciation des monocytes en DC. L’adénosine peut également diminuer l’activation des 

macrophages classiques via A2A et augmenter celle des macrophages alternatifs via A2B (Haskó and 

Pacher, 2012). 
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Lors d’endommagements tissulaires, l’environnement extracellulaire peut contenir des 

concentrations de nucléotides aberrantes par la stimulation excessive de cellules, la libération non 

contrôlée de contenus cytoplasmiques ou par la dégradation insuffisante des purines. Etant donné 

qu’une grande variété de types cellulaires peut libérer de l’ATP par divers mécanismes, comme 

l’exocytose ou via les hémicanaux pannexines ou connexines, et que l’ATP est rapidement dégradée 

dans le milieu extracellulaire en métabolites agissant sur d’autres récepteurs, la compréhension des 

mécanismes est encore incomplète.  

IV. Le système respiratoire 

 

Avant d’être amenée à s’intéresser à l’inflammasome NLRP3 et à ses mécanismes d’activation, la 

recherche de notre équipe était focalisée sur l’inflammation pulmonaire. Nous avons étendu notre 

axe de recherche à l’inflammation pulmonaire en réponse à des activateurs endogènes comme le 

MSU ou exogènes comme la silice, l’Alum ou les nanoparticules. L’exposition des voies respiratoires 

humaines à la silice ou aux nanoparticules, en particulier chez les professionnels exposés, est un 

risque potentiel car ces particules sont des polluants environnementaux.  

Le système respiratoire, qui rend possible les échanges gazeux, s’est développé différemment suivant 

les branches de l’évolution. Pour les organismes unicellulaires, il s’agit d’une simple diffusion. Pour 

les poissons, c’est une diffusion aqueuse via les branchies. Pour les amphibiens et les mammifères, 

les gaz sont échangés entre l’air respiré et la circulation sanguine grâce à la diffusion à travers des 

cellules très fines. Les poumons de mammifères sont des organes particulièrement complexes et 

hautement spécialisés dans les échanges gazeux et la défense de l’hôte. Leur large surface (jusqu’à 

70m2 de surface respiratoire pour 0,1µm d’épaisseur) favorise les échanges avec l’environnement 

externe mais les expose également aux risques d’infection et de dommages environnementaux. En 

tant qu’interface entre l’environnement extérieur et la muqueuse, l’épithélium des voies 

respiratoires représente la première ligne de défense de l’organisme contre des agents aériens 

pathogènes, allergènes ou toxiques. Tout endommagement de cet épithélium conduit à une cascade 

inflammatoire et de signalisation cellulaire afin d’induire des mécanismes de régénération ou de 

réparation cellulaire et tissulaire. La différence entre ces deux processus est essentielle. Alors que la 

régénération restaure les structures et les fonctions physiologiques du tissu, la réparation stabilise le 

tissu mais échoue dans la pleine restauration des structures ou des fonctions. Une réparation 

excessive suite à un endommagement peut aboutir à une inflammation chronique, à un remodelage 

et au final à une fibrose. Chez l’adulte, les poumons ont une excellente capacité de régénération face 

à de graves dommages. Cependant, des endommagements chroniques sont souvent non réparables 
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ce qui peut conduire à des pathologies comme l’emphysème où les parois des alvéoles sont 

détruites. 

 

A. L’architecture pulmonaire 

1. Mise en place de la structure pulmonaire  

Les types cellulaires pulmonaires dérivent de deux sources embryonnaires : l’endoderme et le 

mésoderme (Xing et al., 2010). Les étapes de ce développement sont divisées en phases : 

embryonnaire (de quatre à sept semaines), pseudoglandulaire (de sept à seize semaines), 

canaliculaire (de seize à vingt-quatre semaines) puis de sac terminaux (de vingt-quatre semaines 

jusqu’au terme) (Rawlins, 2011). Lors de la phase embryonnaire, l’endoderme se divise par 

dichotomie formant l’arbre bronchial qui acquiert rapidement sa forme lors de la phase 

pseudogladulaire. La spécialisation des parties respiratoires débute à la fin de la phase canaliculaire 

avec la dilatation des voies respiratoires, le développement de la vascularisation et la différenciation 

dans l’épithélium pulmonaire des AEC1 et des AEC2 (Cardoso and Whitsett, 2012). Les cellules ciliées 

se différencient et apparaissent du côté des muscles lisses de la trachée. Les cellules non ciliées 

contenant les granules de sécrétion et les glandes sub-mucosales se développent dans la partie 

cartilagineuse de la trachée. Lors de la dernière phase, les sacs terminaux se développent en conduits 

alvéolaires matures et en alvéoles (Warburton et al., 2000). 

2. Structure pulmonaire 

Les différentes populations de cellules épithéliales pulmonaires sont réparties suivant les fonctions 

spécifiques des voies respiratoires. Dans les voies hautes (trachée et bronches), l’épithélium est 

pseudo-stratifié et contient des cellules de Clara, non ciliées et sécrétrices, des cellules épithéliales 

ciliées qui participent à exporter hors des poumons des particules étrangères, des cellules mucipares 

(ou caliciformes à mucus) productrices de mucus, des cellules basales et des cellules 

neuroendocrines. Les cellules de Clara sont les cellules sécrétrices non ciliées les plus importantes 

des voies aériennes hautes. Dans les bronchioles, l’épithélium diffère suivant qu’il s’agisse d’une 

portion entre lobes ou d’une alvéole. Les bronchioles ont un épithélium constitué d’une seule couche 

de cellules ciliées et de cellules de Clara. Les alvéoles sont délimitées par une couche squameuse 

d’AEC1 et d’AEC2 qui assurent les échangent gazeux. Les AEC2 sont spécialisées dans la production 

de surfactant qui limite la tension superficielle et empêche le collapsus des alvéoles. Les cellules 

épithéliales alvéolaires sont étroitement associées avec des cellules mésenchymateuses 

(fibroblastes, myofibroblastes et lipocytes), des cellules endothéliales et des péricytes (voir 

figure 27). 
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Figure 27 : Types cellulaires du système respiratoire (Rock and Hogan, 2011) 
Dans la trachée et les bronches (a), l’épithélium est caractérisé par des cellules ciliées et des cellules de Clara à la 

surface et des cellules basales et des pneumocytes de type 2 (AEC2), contre la muqueuse. Plus bas, dans les 

bronchioles (b), apparaissent des cellules muqueuses caliciformes. Ensuite, dans les alvéoles (c), lieux d’échanges 

respiratoires, l’épithélium est extrêmement fin et est composé principalement de pneumocytes de types 1 (AEC1) et 2 

(AEC2), soutenus par des péricytes et des fibroblastes.  

 

B. Les mécanismes de défense pulmonaire 

 

1. Les défenses spécifiques de l’épithélium pulmonaire 

En tant que surface d’échanges respiratoires placée à l’interface entre l’environnement externe et 

l’organisme, les poumons possèdent un large panel de défenses immunitaires, plus ou moins 

spécifiques à cet organe. 

a) L’épithélium, une barrière 

L’épithélium des voies respiratoires est une barrière muqueuse pseudo-stratifiée composée de 

plusieurs types cellulaires et qui sert d’interface entre l’environnement externe et le milieu interne 

des poumons. Ces cellules constituent d’elles-mêmes une barrière, passive et mécanique, capable en 

temps normal de se restaurer correctement après un endommagement. 

b) Le mucus, la clairance ciliaire et les composés antimicrobiens  

Le mucus, produit par les cellules muciformes (cellules de goblet) ou les glandes submucosales (voies 

cartiligineuses), a différents rôles : il réchauffe et humidifie l’air inspiré dans les poumons et protège 

le système respiratoire en captant nombre de particules étrangères qui sont exportées hors des 

poumons grâce aux cils vibratiles des cellules ciliées. Il contient également un certain nombre de 
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composés antimicrobiens qui maintiennent les poumons stériles. Le composant majeur du mucus est 

une famille de macromolécules très hétérogènes formant des gels, les mucines, sécrétées sous forme 

de granules (Rogers, 2003). Elles possèdent des sites de liaison pour les adhésines de bactéries et de 

virus. Les mucines sont mélangées avec d’autres protéines, des lipides et des composants 

glycoconjugués pour former une solution aqueuse diluée, le mucus. Les particules piégées par le 

mucus sont remontées en haut des voies aériennes grâce aux cellules ciliées afin d’être éliminées, le 

processus est appelé clairance mucociliaire.  

Les cellules épithéliales humaines des voies respiratoires produisent des peptides antimicrobiens 

dont les défensines β et les cathélicidines. Les défensines β sont induites par des cytokines comme 

l’IL-17A (Kao et al., 2004), des produits bactériens et des virus comme le HRV (Human RhinoVirus) 

(Proud et al., 2004). Les défensines β éliminent les bactéries en dépolarisant et en créant des pores 

dans leur membrane (Sahl et al., 2005). C’est la liaison de pathogènes avec les PRR des cellules 

épithéliales qui induit la libération de composés antimicrobiens retrouvés dans le mucus. L’enzyme 

lysozyme clive des composés de membrane bactérienne ce qui tue les bactéries gram positives. La 

lactoferrine, chélateur de fer peut altérer la membrane externe des bactéries gram négatives. Des 

inhibiteurs de protéases comme SLPI (Secretory Leukocyte Protease Inhibitor) et l’élafine ont des 

propriétés antimicrobiennes. Ces composés sont retrouvés dans le mucus et agissent en synergie 

(voir figure 28).  
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Figure 28 : Défenses antibactériennes et antimicrobiennes des cellules épithéliales alvéolaires (Proud and Leigh, 2011) 
Les cellules épithéliales pulmonaires peuvent, en réponse à une infection, sécréter tout un panel de médiateurs 

inflammatoires qui agissent en synergie. Elles peuvent sécréter des chimiokines qui vont recruter et/ou activer des 

cellules inflammatoires directement sur le site d’infection, mais également des composés antimicrobiens qui agissent 

directement sur les pathogènes pour les éliminer. Les particules, les débris cellulaires et les pathogènes piégés par le 

mucus sont évacués des voies respiratoires par les mouvements vibratoires des cellules ciliées. 

c) Le surfactant 

Le surfactant, produit principalement par les AEC2 mais aussi par les cellules de Clara, en plus de 

décroître la tension de surface des alvéoles, participe aussi à la défense de l’hôte (voir figure 29). Il 

est principalement composé de phospholipides et seulement à 10% de protéines. Quatre protéines 

de surfactant ont été définies : SP-A, SP-B, SP-C et SP-D. SP-B et SP-C sont de petites protéines 

hydrophobes. SP-B est essentielle pour la réduction de tension et sa mutation est létale (Nogee, 

2004). SP-A, SP-C et SP-D peuvent se lier au LPS (Augusto et al., 2001). La défense de l’hôte via le 

surfactant passe principalement par SP-A et SP-D qui appartiennent à la famille des collectines. Les 

collectines se distinguent par des domaines particuliers : une région N-terminale like-collagène avec 

des répétitions de triplets en triple hélice qui confèrent une stabilité structurelle à la protéine. Le 

domaine C-terminal a une activité CTL calcium-dépendant et est responsable de l’interaction des 

collectines avec une large gamme de pathogènes. Une des conséquences de cette interaction est 

l’opsonisation et l’augmentation de la phagocytose du pathogène grâce à la formation d’agrégats 

collectines-pathogènes (Shepherd, 2002). Les collectines peuvent se lier à des bactéries, mais aussi à 
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des virus, des champignons et des allergènes. Elles augmentent également l’expression de certains 

récepteurs situés à la surface cellulaire (Crouch and Wright, 2001). 

 

Figure 29 : Mécanismes de défense pulmonaire (Wright, 2005) 
Les poumons sont des structures particulièrement exposées aux pathogènes et aux particules nocives. Leur défense 

est assurée par divers mécanismes mécaniques (épithélium lui-même, mucus et action des cils), plutôt spécifiques des 

voies aériennes hautes, ou immunologiques (protéines du surfactant, cascade du complément et cellules immunitaires 

résidentes) plus spécifique aux alvéoles. 

Les polluants environnementaux, comme la fumée de cigarette, les aérosols acides, les métaux, les 

composés inorganiques et les produits de combustion, en plus d’être soupçonnés d’être 

responsables de maladies, sont impliqués dans l’exacerbation d’infections et de maladies allergiques 

pulmonaires en interférant avec les systèmes de défense pulmonaire (Gilmour et al., 2001). En 

particulier, les nanoparticules de dioxide de titane (TiO2) diminuent la capacité pulmonaire à éliminer 

les bactéries inhalées en amoindrissant la phagocytose par les macrophages. Les hypothèses 

avancées sont une surcharge de particules par les macrophages, une toxicité directe des particules, 

qu’elles soient internalisées ou extracellulaires, ainsi que la production de médiateurs suppresseurs 

comme les prostaglandines et les corticostéroïdes (Gilmour et al., 2001). 

d) Les interactions entre les cellules épithéliales et les cellules 

inflammatoires 

Les cellules épithéliales jouent un rôle dans la régulation de l’inflammation des voies respiratoires en 

produisant des médiateurs inflammatoires comme des cytokines, des chimiokines, des acides 

arachidoniques et des nucléotides extracellulaires. 
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Les cytokines et les facteurs de croissance produits par les cellules épithéliales sont responsables de 

la régulation de la survie, de la prolifération ou de l’activation d’un grand nombre de populations de 

lymphocytes et de granulocytes lors de l’inflammation. L’IL-6 est particulièrement intéressante car 

elle est impliquée dans la différenciation des cellules B (Kishimoto et al., 1992), la stimulation des 

cellules T et le développement d’une inflammation de type Th2 (Rincón et al., 1997). L’IL-6 peut être 

produite en réponse à des champignons (Tomee et al., 1997) ou des virus respiratoires communs 

(Subauste et al., 1995). Les chimiokines sont nécessaires au recrutement des populations cellulaires 

de l’Immunité. Chaque type cellulaire est spécifiquement recruté par un ensemble précis de 

chimiokines. L’infiltration des neutrophiles sur les sites inflammatoires est une réponse commune 

aux bactéries (Ratner et al., 2001), champignons (Tomee et al., 1997) et virus respiratoires (Subauste 

et al., 1995) qui induisent tous l’expression de CXCL8 par les cellules épithéliales, en plus d’autres 

chimiokines (voir figure 28). Les nanoparticules, comme celles de titane, induisent également un 

recrutement de neutrophiles dans les voies respiratoires murines via une augmentation de la 

sécrétion de CXCL10 (ou KC pour Keratinocyte-derived Chemokine) (Yazdi et al., 2010). Dans le cas de 

RANTES (CCL5), chimiokine chimioattractante pour les éosinophiles, les challenges d’allergènes chez 

les patients asthmatiques induisent un recrutement d’éosinophiles corrélé avec une augmentation 

de la sécrétion de CCL5 dans les lavages broncho-alvéolaires (LBA) (Venge et al., 1996). Des 

chimiokines comme CXCL10 peuvent recruter des lymphocytes et des cellules NK tandis que CXCL20 

peut recruter des DC immatures ce qui augmente la surveillance et la capture des antigènes. Les 

cellules épithéliales des voies respiratoires produisent aussi des acides arachidoniques actifs via la 

voie des cyclooxygénases (COX) par exemple. COX-1 et COX-2 sont exprimées constitutivement et, en 

réponse à des cytokines, de la bradykinine ou des polluants, l’expression de COX-2 est augmentée 

(Zhao et al., 2009). Les nucléotides extracellulaires jouent également un rôle important dans la 

défense pulmonaire. 

2. Les cellules pulmonaires de l’Immunité innée 

a) Les macrophages 

Les macrophages constituent la population de cellules immunes la plus importante dans des 

poumons normaux. Ils jouent un rôle autant dans l’Immunité innée que dans l’Immunité adaptative. 

Les macrophages pulmonaires se situent à l’interface entre la surface respiratoire et 

l’environnement. Ils sont issus des monocytes ayant quitté la circulation sanguine pour entrer dans 

les tissus. Leur rôle est l’élimination de pathogènes, de particules étrangères et des débris issus de 

cellules en nécrose ou en apoptose. Ils sont activés lorsque des ligands se fixent à leurs récepteurs de 

surface cellulaires spécifiques et produisent alors divers médiateurs pour recruter des neutrophiles 

et induire une inflammation (Galli et al., 2011). Par exemple, l’IFN-γ induit une voie de signalisation 
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classique qui active les macrophages classiques M1. Ces macrophages ont des capacités accrues pour 

la phagocytose et la présentation d’antigènes mais aussi pour la production de cytokines Th1, comme 

l’IL-1β, l’IL-6, l’IL-12 et le TNF-α (Gordon and Martinez, 2010). C’est une toute autre voie de 

signalisation qui est engagée lorsque les macrophages sont stimulés avec des cytokines Th2 comme 

l’IL-4 et l’IL-13 impliquées dans le développement de maladies respiratoires chroniques. La voie M1 

est alors bloquée et les macrophages sont activés en AAM (Alternatively Activated Macrophages) qui 

ont leurs propres récepteurs de surface, enzymes et protéines spécifiques (Gordon and Martinez, 

2010). Suivant la définition, les AAM peuvent inclure les macrophages alternatifs M2, activés par 

l’IL-4 et l’IL-13, ou tous les macrophages différenciés par d’autres signaux que l’IFN-γ : activation des 

récepteurs Fc (FcR), activation par les glycocorticoïdes, l’IL-10, le TGF-β, ou le GM-CSF (Granulocyte 

Macrophage-Colony Stimulating Factor) (Martinez et al., 2009). Les macrophages M2 ont un rôle 

anti-inflammatoire et participent à l’élimination de parasites extracellulaires mais ils sont également 

mis en cause dans le développement de maladies inflammatoires respiratoires. Les monocytes 

peuvent également se différencier, suivant leur microenvironnement, en d’autres catégories de 

macrophages suppresseurs (voir figure 30) (Galli et al., 2011). Les macrophages régulateurs, 

sécréteurs d’IL-10 et de TGF-β, sont induits par l’activation de leurs TLR, en présence de complexes 

immuns IgG. Les macrophages régulateurs, mais aussi les TAM (Tumor-Associated Macrophages) et 

les MDSC (Myeloid-Derived Suppressor Cells) qui constituent une sous-population de monocytes, en 

inhibant l’Immunité antitumorale, favorisent la croissance et la dissémination des tumeurs (Galli et 

al., 2011)  

 

Figure 30 : Classification des macrophages selon leur phénotype fonctionnel (Galli et al., 2011) 
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Cependant, les macrophages démontrent une certaine plasticité : ils sont capables, suivant les 

signaux issus de leurs microenvironnent, de passer d’un phénotype à un autre, leur permettant ainsi 

de moduler l’Immunité innée et adaptative (Galli et al., 2011). 

b) Les cellules épithéliales  

Elles forment une barrière entre l’environnement externe et l’organisme et assurent les échanges 

respiratoires. Par les molécules qu’elles sécrètent, elles jouent également un rôle essentiel dans 

l’Immunité innée et adaptative. Elles peuvent agir directement sur les éléments nocifs et les 

pathogènes grâce à la production de mucus (qui joue un rôle de film protecteur mais aussi grâce à 

ses composés antimicrobiens) et à la clairance ciliaire mais aussi indirectement par le biais de 

médiateurs pro-inflammatoires (cytokines, chimiokines, acides arachidoniques, etc) qui recrutent et 

activent les cellules inflammatoires. 

c) Les neutrophiles 

Les neutrophiles représentent 50 à 75% des leukocytes circulants et sont les plus abondants 

phagocytes spécialisés du corps (Jandl, 1987). Ils sont libérés quasiment matures dans la circulation 

sanguine et sont activés par des cellules endothéliales actives sur des sites inflammatoires et / ou 

d’infection (Galli et al., 2011). Leur maturation se poursuit dans les tissus avec la transcription de 

gènes de médiateurs inflammatoires et la libération de leurs granules (Galli et al., 2011). Ils ont un 

rôle primordial dans la défense de l’hôte et sont souvent impliqués dans la pathogénèse de maladies 

inflammatoires. Leur courte durée de vie (quelques heures voire quelques jours dans la circulation) 

se termine souvent par l’engagement d’une mort cellulaire précise qui contribue à leur fonction 

inflammatoire dans les tissus où ils ont été recrutés (Galli et al., 2011). Les mécanismes 

antimicrobiens des neutrophiles incluent la phagocytose suivie de la mort intracellulaire, la libération 

d’enzymes extracellulaires et de granules antimicrobiennes et la formation de NET (Neutrophil 

Extracellular Trap), c’est-à-dire la création d’une matrice extracellulaire de fibres de chromatine 

permettant de colocaliser les pathogènes et les molécules antimicrobiennes. La phagocytose des 

neutrophiles est améliorée par l’opsonisation des pathogènes par la cascade du complément, des 

anticorps et des opsonines. Le FcR des neutrophiles et les récepteurs du complément sont essentiels. 

Après la fusion du phagosome avec le lysosome, les pathogènes sont tués dans le phagolysosome par 

la production de ROS et par des composants antimicrobiens non oxydatifs. Les neutrophiles sont 

également une source d’adénosine et de ses précurseurs. Ils possèdent les quatre types de 

récepteurs P1 (Cronstein et al., 1990; Fredholm et al., 1996; Gessi et al., 2002) et l’adénosine peut 

stimuler ou inhiber les fonctions des neutrophiles suivant sa concentration et le profil de récepteurs 

exprimés à la surface des cellules (Fredholm, 1997; Junger, 2011). L’adénosine secrétée par les 

neutrophiles peut inhiber la libération de CXCL8, chimioattractant des neutrophiles, par les cellules 
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endothéliales, ce qui permettrait aux neutrophiles de sortir de la circulation sanguine et de migrer 

vers des cellules ou des tissus endommagés. Le récepteur Fc est modulé par les récepteurs A1 et A2B : 

la fixation de l’adénosine sur A1 augmente la phagocytose et la production de ROS par les 

neutrophiles tandis qu’A2B supprime la production de ROS (van der Hoeven et al., 2011; Salmon, J. E. 

and Cronstein, B. N., 1990). Chez les neutrophiles, l’activation de A2A par l’adénosine augmente 

l’expression de COX-2 et par conséquent la conversion de l’acide arachidonique en prostaglandine E2, 

agent anti-inflammatoire qui inhibe le chimiotactisme des neutrophiles et la production des ROS 

(Cadieux et al., 2005; Pouliot et al., 2002). A3 joue surtout un rôle dans l’induction du chimiotactisme. 

Il a été montré que les neutrophiles humains libèrent localement de l’ATP qui est détectée par les 

récepteurs P2Y2 et est ensuite rapidement dégradée par CD73 en gradient d’adénosine qui agit sur 

les récepteurs A3. L’ATP détectée par P2Y2R et l’adénosine par A3 forment une signalisation autocrine 

qui favorise le chimiotactisme des neutrophiles (Chen et al., 2006). Des concentrations d’adénosine 

de l’ordre du nanomolaire activent les récepteurs à forte affinité A1 et A3 qui favorisent l’attraction 

des neutrophiles et la phagocytose tandis que des concentrations plus faibles, de l’ordre du 

micromolaire, activent les récepteurs à faible affinité A2A et A2B qui inhibent les fonctions 

inflammatoires des neutrophiles. Les neutrophiles sont ainsi impliqués dans la génération 

d’adénosine et un grand nombre de leurs fonctions est régulé par leur environnement inflammatoire 

dont l’ATP et ses métabolites, en plus des chimiokines et cytokines.  

Il existe une sous-population de neutrophiles particulière : les MSDC granulocytes, responsables de la 

suppression des cellules T chez les souris et les patients atteints de tumeurs. Cette population semble 

être produite ou être altérée en réponse au microenvironnement de cytokines et de facteurs de 

croissance particuliers des cellules tumorales (Galli et al., 2011) 

d) Les NK, NKT et iNKT 

Les lymphocytes NK (Natural Killers) sont des lymphocytes de l’Immunité innée circulants dans le 

sang, la lymphe et les tissus et qui détectent les cellules anormales ou infectées par des pathogènes 

(en théorie, toute cellule dépourvue de CMH de classe 1), sans nécessiter d’antigène et sans 

activation préalable. Contrairement aux lymphocytes, ils sont dépourvus de récepteurs spécifiques 

d’antigènes. Les NK humains sont des cellules CD3-CD56+. Les NK CD16+ sont hautement cytotoxiques 

mais sécrètent peu de cytokines inflammatoires. Les NK CD16- ne peuvent pas éliminer directement 

des cellules cibles mais sécrètent de fortes quantités de cytokines inflammatoires (Lanier, 2008). Les 

NK peuvent produire par exemple de l’IFN-γ qui contribue à la polarisation des macrophages vers le 

phénotype M1 (Galli et al., 2011). 

Les lymphocytes NKT sont un groupe hétérogène de lymphocytes T qui sont CD3+ et expriment le 

TCRα/β ainsi que des marqueurs spécifiques aux cellules NK comme le NK1.1 pour la souris. Le 
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TCRα/β a une diversité très réduite et ne reconnaît pas des complexes CMH-peptides mais plutôt des 

lipides et des glycolipides, comme l’α-galactosylcéramide (α-Gal-Cer), présentés par une molécule 

présentatrice d’antigènes, le CD1d. Comme les NK, les NKT humains sont CD16+ et CD56+ et peuvent 

produire des granzymes. 

Les iNKT (NKT invariants) ou NKT de type 1 sont une sous-population de lymphocytes T CD1 qui 

expriment le TCR et plusieurs NK. Les iNKT tiennent leur nom de l’expression pour le TCR d’une 

chaîne α invariante composée de 18 segments Vα14-Jα chez la souris et de 18 segments Vα24-Jα 

chez l’Homme, associée avec des chaînes β utilisant un nombre limité de Vβ. Ils reconnaissent des 

antigènes présentés par le CD1d et sécrètent des cytokines comme l’IL-4 et l’IFN-γ. Les iNKT peuvent 

aggraver des maladies comme l’arthrite, l’asthme allergique et l’athérosclérose. 

e) Les ILC (Innate Lymphoid Cells) 

Les ILC (Innate Lymphoid Cells) sont une population de cellules hétérogènes qui jouent des rôles clés 

dans l’Immunité innée et l’inflammation en particulier au niveau des épithéliums. Elles partagent des 

similitudes morphologiques, fonctionnelles et de développement avec les cellules T helper (Th) CD4+ 

mais sans présenter de récepteurs spécifiques aux antigènes. Elles sont divisées en trois classes 

d’après leur profil de transcription et les cytokines exprimées :  

- les cellules NK classiques ou ILC cytotoxiques. Elles nécessitent de l’IL-15 pour se développer. 

Elles participent à l’Immunité innée en aidant à la lutte contre les infections virales. Elles 

tiennent leur nom de leur capacité à tuer des cellules cibles et produisent de l’IFN-γ. 

- les ILC RORγt+ car expriment RORγt (RA receptor-related Orphan Receptor γt). Pour leur 

développement et leur survie, elles ont besoin d’IL-7 et elles peuvent produire les cytokines 

IL-17 et IL-22 associées aux Th17 (T helper 17). Elles éliminent plus particulièrement les 

bactéries. 

- les ILC RORγt indépendants ou ILC2. Elles ont aussi besoin de l’IL-7. Elles produisent des 

cytokines de type Th2 comme l’IL-5 et l’IL-13 et elles sont plus spécialisées dans l’élimination 

des parasites extracellulaires. Elles peuvent aussi participer à la polarisation des 

macrophages suppresseurs M2 (Galli et al., 2011; Spits et al., 2013) (voir figure 31). 
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Figure 31 : Classification des ILC suivant leur phénotype (Spits et al., 2013) 

Dans les pathologies de type Th2, les cellules immunes et les cytokines provoquent des dommages 

tissulaires et des inflammations pathologiques. L’asthme et l’allergie sont les maladies de type Th2 

les plus fréquentes des voies aériennes. L’IL-25 et l’IL-33, impliquées dans les allergies respiratoires 

(Hvid, M. et al., 2011; Liew, F. Y. et al., 2010), affectent surtout les ILC2 qui pourraient constituer des 

effecteurs. Les ILC2 sont les sources principales d’IL-5 et d’IL-13, et ces cytokines sont inductrices de 

la voie Th2 (Halim et al., 2012). Il paraît alors raisonnable de penser que les ILC2 jouent un rôle dans 

les pathologies pulmonaires de type 2 comme l’asthme et les allergies (Klein Wolterink et al., 2012) 

et que, dans des conditions physiologiques, tout comme dans la défense contre les vers dans 

l’épithélium intestinal, les ILC2 ont un rôle dans l’Immunité innée de l’épithélium pulmonaire. 

f) Les cellules dendritiques (DC) 

Les DC jouent un rôle clé dans l’Immunité par leur rôle de sentinelle grâce à leur PRR mais également 

grâce à leurs récepteurs à divers médiateurs inflammatoires dont la prostaglandine, l’ATP et l’acide 

urique. Elles peuvent également stimuler les cellules de l’Immunité innée puis initier une réponse 

immune spécifique de l’agent étranger en migrant aux ganglions lymphatiques pour y présenter des 

antigènes aux lymphocytes T naïfs. Ces différentes capacités placent les DC à l’intersection de 

l’Immunité innée et de l’Immunité adaptative dans les poumons. 
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Suivant leur origine, leur localisation et leur fonction, les DC sont classées en au moins cinq 

populations différentes (Hammad and Lambrecht, 2011). En homéostasie, sont retrouvées dans les 

voies respiratoires des DC résidentes intraépithéliales CD11chiCD11b+ capables de projeter leurs 

dendrites dans le lumen ainsi que des DC résidentes dans la lamina propria CD11chiCD11b- qui sont 

une source de chimiokines proinflammatoires. De la même façon, les DC interstitielles de la région 

distale des poumons peuvent également être divisées en populations CD11chiCD11b+ et 

CD11chiCD11b-. L’espace alvéolaire abrite aussi des DC CD11chi. Toutes ces populations CD11chi sont 

regroupées sous le terme de DC conventionnelles (cDC) par opposition aux DC plasmacytoïdes (pDC) 

qui sont CD11cint et dont la localisation est moins tranchée. Lors d’une inflammation pulmonaire, des 

DC CD11b+ dérivées de monocytes sont recrutées dans les voies respiratoires. Lors d’infections 

virales, des IKDC (Interferon-producing Killer DC) peuvent aussi être recrutées (voir figure 32). Les 

DC résidentes sont majoritairement dérivées, non pas de progéniteurs des organes lymphoïdes 

centraux, mais de PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells). De plus, les différentes sous-

populations de DC dérivent également de différentes sous-populations de monocytes (Lambrecht 

and Hammad, 2009). 

 
Figure 32 : Les différentes populations de DC pulmonaires (Hammad and Lambrecht, 2011) 

Les DC sont physiologiquement présentes dans les poumons en tant que sentinelles du système immunitaire. Lors 

d’une inflammation de nouvelles populations de DC sont recrutées dans les voies respiratoires. 

Même si les DC expriment des PRR tels que les TLR, les NLR et les CLR, il a été montré, dans les 

modèles d’allergie pulmonaire, que leur recrutement, leur activation et leur migration 

intraépithéliales nécessitent la voie de signalisation TLR4 des cellules épithéliales pulmonaires 

(Lambrecht and Hammad, 2012). L’activation des cellules épithéliales est à l’origine d’une production 
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de chimiokines qui attirent les DC immatures ou les monocytes précurseurs dans les poumons où ils 

se différencient rapidement en DC inflammatoires (Hammad and Lambrecht, 2011). 

 

C. L’inflammation pulmonaire 

1. L’inflammation 

Décrite par Celsus il y a plus de 2000 ans, une inflammation se visualise classiquement par quatre 

signes : rougeur, chaleur, gonflement et douleur. L’inflammation est une réponse aiguë aux 

infections et aux dommages tissulaires afin de limiter les dégâts au corps en éliminant les pathogènes 

et en retirant les débris cellulaires (Medzhitov, 2008). Cette réponse immunitaire classée comme 

adaptative a été particulièrement bien caractérisée pour les infections microbiennes détectées par 

des récepteurs de l’Immunité innée, dont les TLR et les NLR. L’inflammation n’est pas seulement 

induite par des pathogènes, mais aussi par des endommagements stériles, une stimulation excessive 

des mastocytes et des nerfs (Steinhoff et al., 2000) ou la mort cellulaire. La mort cellulaire par 

nécrose induit rapidement un recrutement de neutrophiles suivi par une accumulation de 

monocytes.  

Les premières cellules impliquées sont les macrophages résidents et les mastocytes qui vont produire 

des médiateurs inflammatoires variés : des cytokines, des chimiokines, des amines vasoactives 

(histamine, sérotonine), des éicosanoïdes (à partir de l’acide arachidonique) et des produits de 

cascades protéolytiques. Ces médiateurs induisent le recrutement de protéines plasmatiques et de 

leukocytes (principalement des neutrophiles) sur le site inflammatoire. Le recrutement des 

leukocytes circulants dans le sang est permis par la liaison des sélectines des cellules endothéliales 

avec les intégrines des leukocytes ainsi que par chimiotactisme (Pober and Sessa, 2007). Arrivés sur 

le site inflammatoire, les leukocytes sont activés par contact direct avec des pathogènes ou via les 

cytokines sécrétées par les cellules résidentes. Les neutrophiles activés libèrent alors le contenu de 

leur cytosol : ROS, protéinase 3, cathepsine G et élastase qui, n’étant pas sélectifs, endommagent 

aussi bien les pathogènes que les cellules de l’hôte (Nathan, 2002, 2006). Dans la plupart des cas, la 

réponse inflammatoire aiguë aboutit à la destruction des pathogènes et précède une phase de 

réparation principalement induite par les macrophages résidents et recrutés. De nouveaux 

médiateurs font leur apparition : des lipoxines, des résolvines et des protectines. Ces médiateurs 

inhibent le recrutement des neutrophiles et permettent le recrutement de monocytes qui vont 

éliminer les cellules mortes et initier le remodelage tissulaire.  



65 
 

2. L’inflammation aiguë 

Immédiatement après un endommagement des cellules pulmonaires, une phase inflammatoire aiguë 

est initiée par la production de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-1, l’IL-6 et le TNFα. Les 

cellules progénitrices résidentes proches prolifèrent et migrent pour recouvrir rapidement la lésion 

en quelques heures. Une barrière constituée de cellules squameuses non différenciées est ainsi 

rapidement mise en place ce qui limite le passage de substances, particules ou microorganismes de 

l’environnement dans le corps. Les cellules progénitrices recrutées prolifèrent, commencent à se 

différencier et à restaurer l’endommagement (Erjefält et al., 1995, 1997) (voir figure 33). 

Contrairement à l’épithélium intestinal, en conditions physiologiques, le renouvellement cellulaire 

des cellules épithéliales des voies respiratoires est très long : six mois pour une cellule épithéliale de 

la trachée et dix-sept mois pour une cellule épithéliale des poumons (Roth et al., 2012). Cependant, 

dans un contexte d’endommagement, la prolifération cellulaire est exacerbée, et la fonction de 

barrière et les proportions cellulaires sont rapidement restaurées (Hong et al., 2004; Rawlins et al., 

2009; Rock et al., 2009). 

 

Figure 33 : Modèle d’inflammation / réparation de l’épithélium pulmonaire (Beers and Morrisey, 2011) 
Tout stress ou endommagement de l’épithélium pulmonaire induit une réponse : 

- une prolifération des cellules épithéliales résidentes pour une réparation et / ou une différenciation des 

cellules progénitrices pour une régénération tissulaire 

- une entrée en apoptose des cellules épithéliales abîmées, phénomène non inflammatoire, laissant les cellules 

épithéliales résidentes et les progéniteurs prendre le relais 

- une activation et un recrutement des cellules inflammatoires par la libération de signaux de danger et de 

cytokines et chimiokines. Des endommagements répétés ou une apoptose persistante peuvent induire un 

remodelage des voies respiratoires. Il peut s’agir d’une multiplication excessive de fibroblastes avec une 
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sécrétion exagérée de collagène par exemple lors d’une Fibrose Pulmonaire Idiopathique (FPI). A l’inverse, il 

peut y avoir perte ou destruction des cellules, c’est le cas de l’emphysème. Lors de ces deux types de 

pathologies, la fonction respiratoire des parties pulmonaires affectées est perdue. 

Le temps de régénération de l’épithélium en une barrière complètement fonctionnelle dépend de la 

gravité de l’endommagement mais aussi du type d’épithélium affecté : l’épithélium pseudo-stratifié 

prend davantage de temps à être réparé que la simple couche de cellules des bronchioles.  

Il pourrait y avoir, dans les voies respiratoires, pas une, mais plusieurs populations de progéniteurs, 

spécifiques de régions spatiales (Rawlins et al., 2009). C’est le cas d’une partie des cellules de Clara, 

dites variantes (Claravar) et qui semblent être capables de repeupler l’épithélium des bronches 

(Reynolds et al., 2000). Les cellules de Clara sont aussi capables de générer un épithélium cilié après 

un endommagement ce qui ferait de ces cellules une des sources de cellules progénitrices (Rawlins et 

al., 2009). Dans les alvéoles, les AEC2 peuvent également agir comme des progéniteurs facultatifs et 

sont capables de remplacer les AEC2 endommagés ou de se différencier en AEC1 après une lésion 

pulmonaire (Adamson and Bowden, 1975). 

3. L’inflammation chronique 

Le processus normal de l’inflammation conduit suite à l’infection ou à l’endommagement, à la 

restauration et à la réparation tissulaires. Cependant, s’il y a un déséquilibre dans les phases de 

destruction ciblée et de réparation / remodelage contrôlée, l’inflammation peut aboutir à un 

dommage tissulaire récurrent par les leukocytes, les lymphocytes et / ou le collagène. L’infiltration 

dans les tissus d’agrégats de lymphocytes et de leukocytes forme des granulomes parfois 

accompagnés de fibroblastes synoviaux proliférants ou d’une perte de la structure tissulaire avec un 

dépôt excessif de fibres de collagène (fibrose). L’ADN peut même être suffisamment oxydé pour être 

à l’origine de transformations néoplasiques. 

Ces inflammations chroniques ne semblent pas être induites par l’infection ou les dommages 

tissulaires directement mais plutôt par la dérégulation d’un ou plusieurs systèmes physiologiques qui 

ne sont pas directement reliés à la défense de l’hôte ou à la réparation tissulaire (Medzhitov, 2008). 

L’inflammation chronique pulmonaire peut aboutir à des conséquences désastreuses pour 

l’organisme, avec pour cas extrêmes le développement de pathologies sévères et sans autres 

traitements à l’heure actuelle que la greffe pulmonaire, comme c’est le cas chez les patients atteints 

de fibrose (multiplication excessive des cellules) ou d’emphysème (destruction et perte des cellules) 

(voir figure 33). Ces deux pathologies aboutissent progressivement à une perte complète de la 

fonction respiratoire. Ces changements de structures des voies aériennes sont qualifiés de 

remodelage. 
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4. Le microbiote pulmonaire 

Bien que les poumons soient considérés comme stériles en conditions physiologiques, des études 

récentes montrent que les voies aériennes abritent des bactéries résidentes (Marsland, 2013). Il 

semblerait également que la charge et la diversité bactériennes diffèrent entre des individus sains et 

des patients atteints d’asthme ou de COPD. Chez les souris axéniques (dites « germ-free »), l’absence 

de microbiote conduit à l’activation dérégulée des cellules dendritiques et des macrophages 

pulmonaires ainsi qu’à des réponses inflammatoires pulmonaires biaisées (Marsland, 2013). Ces 

découvertes étant récentes, les origines de la colonisation ainsi que les rôles fonctionnels de ce 

microbiome restent à identifier (Gollwitzer and Marsland, 2013; Marsland, 2013). Néanmoins, le rôle 

du microbiote des voies respiratoires pourrait permettre de mieux comprendre les mécanismes des 

réponses inflammatoires pulmonaires. 

5. L’exposition des voies respiratoires aux nanoparticules 

Les nanoparticules sont définies comme de la matière d’une taille comprise entre 1 et 100 nm. Elles 

existent à l’état naturel (dans les cendres volcaniques par exemple) ou sont le résultat de l’activité 

humaine (manufacturation ou polluants). Elles suscitent un fort engouement dans plusieurs 

domaines, de part leurs propriétés innovantes conférées par leur taille (en particulier, 

l’augmentation du ratio surface sur volume par rapport à des matériaux de même composition mais 

de taille micrométrique ou millimétrique). Dans l’industrie, elles sont largement utilisées dans divers 

domaines comme l’automobile, l’électronique, le bâtiment mais également l’alimentaire. Elles font 

aussi l’objet de travaux dans la recherche médicale, surtout dans le but d’être utilisées comme 

vecteurs de traitements. Les nanoparticules à base de carbone sont aussi un polluant 

environnemental issu de la combustion (par exemple des pots d’échappement des véhicules diesel). 

Les particules de la pollution ambiante sont connues pour induire des effets indésirables sur la santé 

et, en particulier, aggraver des pathologies respiratoires déjà établies comme l’asthme et les COPD 

(Chronic Obstructive Pulmonary Diseases) (Hussain et al., 2010). Même si le carbone ou le titane sont 

considérés comme des particules chimiquement inertes, à la taille nanométrique ils peuvent induire 

une réponse inflammatoire chez le rat et la souris (Chen et al., 2009; Muller et al., 2005). Cette 

utilisation en pleine expansion a mené à des questions sur des risques potentiels pour la santé 

humaine et l’environnement dès les années 1990. L’étude de la toxicité potentielle des 

nanomatériaux est à l’origine d’un nouveau champ disciplinaire, la nanotoxicologie. Les rapports 

nanotoxicologiques sont souvent contradictoires et les relations entre les cellules et les 

nanoparticules encore mal comprises. Il a été fait état que la cytotoxicité des nanomatériaux dépend 

de la composition et de la taille des nanoparticules ainsi que du type cellulaire exposé (Rabolli et al., 
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2010; Sohaebuddin et al., 2010). Ce qui, dans un contexte où les populations humaines sont mises en 

contact avec des nanoparticules aux compositions hétérogènes, rend les études très complexes.  

Il a été montré que les nanoparticules ont la capacité de franchir la barrière épithéliale. De même, les 

nanoparticules inhalées peuvent passer outre le mécanisme de clairance ciliaire et atteindre les 

alvéoles pulmonaires pour entrer dans la circulation sanguine et entrer dans d’autres organes 

(Hackenberg et al., 2010). Certaines nanoparticules peuvent activer l’inflammasome NLRP3 et induire 

une inflammation pulmonaire caractérisée par un recrutement de neutrophiles et une sécrétion de 

cytokines pro-inflammatoires (Yazdi et al., 2010). Les cellules de mammifères, comme les 

macrophages et les AEC1, peuvent internaliser les nanoparticules dont certaines induisent la 

production de ROS qui pourraient provenir de deux sources : soit de la chaîne respiratoire 

mitochondriale soit de l’oxydation des nanoparticules elles-mêmes (VanWinkle et al., 2009). 

L’internalisation des nanoparticules dans les voies respiratoires semble être modulée par le 

surfactant pulmonaire (Vranic et al., 2013). L’activation de l’inflammasome NLRP3 après 

internalisation de nanoparticules, éventuellement via les ROS produites, peut aussi induire une 

pyroptose (Reisetter et al., 2011). Il a également été montré que les nanoparticules peuvent induire 

une apoptose des cellules après stimulation de cellules épithéliales bronchiques ; via des ROS 

mitochondriaux pour le carbone et via une déstabilisation des lysosomes pour le dioxyde de titane 

(Hussain et al., 2010). Dans cette étude, la réponse proposée pour expliquer ces différences tient à la 

nature chimique des nanoparticules. Le dioxyde de titane semble également provoquer, en plus du 

stress oxydatif et d’une apoptose, une génotoxicité in vitro (Hackenberg et al., 2010; Park et al., 

2008). Une étude montre qu’administrées en intra-péritonéal à des doses très élevées, les 

nanoparticules de titane peuvent provoquer la mort des animaux (Chen et al., 2009). L’accumulation 

des nanoparticules dans la cavité abdominale associée à des lésions de divers organes internes 

révèle, dans ce contexte, une toxicité aiguë. 

Les nanoparticules d’oxydes de métaux sont parmi les plus utilisées. Dans nos travaux, nous étudions 

l’inflammation provoquée par les nanoparticules de dioxyde de titane et de dioxyde de silice, mais 

pas par celles d’oxyde de zinc. A l’exception du dioxyde de silice dont la taille est comprise entre 10 

et 20 nm, les autres particules sont calibrées à 20 nm. Le dioxyde de titane est un minéral tétragonal 

qui peut se présenter sous la forme anatase, rutile ou brookite. Ces formes, de même composition 

chimique, diffèrent par leur structure cristalline. L’anatase, que nous utilisons, est principalement 

employée comme pigment ou agent opacifiant dans divers matériaux comme la peinture, le papier, 

le dentifrice, les produits cosmétiques, …. Les nanoparticules de silice sont développées pour leur 

potentiel dans des applications biomédicales et biotechnologiques (Hernández-Ortiz et al., 2012). La 

silice peut se présenter sous forme cristalline ou de silice amorphe qui semblent différer en terme de 

biocompatibilité (Hernández-Ortiz et al., 2012). Les nanoparticules de silice que nous utilisons 
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contiennent de la silice cristalline. L’oxyde de zinc, que nous utilisons comme contrôle négatif in 

vitro, est retrouvé dans la composition d’aliments et de crèmes solaires. 

Les interactions entre les protéines et les nanoparticules sont de plus en plus étudiées pour la 

nanomédecine et la nanotoxicité. Cette couche dynamique de protéines ou d’autres molécules 

biologiques dépend de la composition, de la taille et de la surface des nanomatériaux (Hernández-

Ortiz et al., 2012). L’exposition pulmonaire aux nanoparticules pourrait gravement impacter la santé 

en induisant notamment la formation de granulomes, une inflammation des bronches, une fibrose 

interstitielle progressive, des réponses inflammatoires chroniques, un stress oxydatif, des lésions de 

la plèvre et des mutations de gènes (Ferreira et al., 2013). Par leur facilité à franchir les barrières du 

corps, les nanoparticules peuvent se retrouver dans des organes ou des tissus différents de leur voie 

d’entrée (cutanée, voies respiratoires ou ingestion) (voir figure 34). 

 

Figure 34 : Maladies associées à l’exposition aux nanoparticules (Buzea, 2007) 
Une des principales voies d’entrée des nanoparticules est le système respiratoire d’où, via le système circulatoire 

et / ou lymphatique, elles peuvent parvenir à divers organes comme le cerveau ou le cœur. D’autres voies d’entrée 

peuvent être prises en compte comme l’ingestion ou la voie cutanée. Plusieurs études font état de maladies associées 

ou aggravées par les nanoparticules.  
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OBJECTIFS 

Les travaux de ma thèse ont eu pour objectif d’aller plus en avant dans la compréhension des 

mécanismes d’activation de l’inflammasome NLRP3. En effet, malgré une bibliographie de plus en 

plus documentée sur les inflammasomes en général, sur leurs activateurs et les voies de signalisation 

engagées, le ou les processus exacts qui enclenchent la formation de ces complexes cytoplasmiques 

sont encore sujets à débats. L’inflammasome NLRP3, le plus étudié encore à l’heure actuelle, a 

révélé, et révèle encore, une incroyable diversité dans ses activateurs. De part leur différences 

structurelles et chimiques, ils incitent à penser qu’il ne peut pas s’agir d’une activation directe entre 

agonistes et région LRR des récepteurs NLRP3 mais plutôt que l’inflammasome détecte des produits 

ou des différences physiologiques de la cellule en réponse aux toxines bactériennes, polluants 

environnementaux et signaux de danger. Au fur et à mesure de l’avancée de la recherche, deux axes 

principaux ont été mis en évidence. Le premier est la déstabilisation des phagolysosomes qui résulte 

de l’internalisation de particules, généralement des polluants externes difficilement dégradés par les 

phagocytes, et qui aboutit à la libération dans le cytoplasme de ROS et d’enzymes lysosomales 

(Hornung et al., 2008). Le deuxième est une perméabilisation de la membrane plasmique et / ou la 

signalisation de l’ATP extracellulaire via le récepteur purinergique P2X7 qui aboutit à des 

changements dans les flux ioniques de la cellule (Cruz et al., 2007; Zhou et al., 2010a). Ces 

mécanismes seraient ce qui permet d’enclencher la formation de l’inflammasome NLRP3 et, au final, 

la maturation de cytokines pro-inflammatoires sécrétées dans le milieu extracellulaire pour engager 

une réponse inflammatoire, locale ou systémique, de l’organisme. 

Mon étude s’est portée sur le poumon, organe aussi complexe qu’intéressant, qui doit concilier deux 

fonctions à la limite de l’antagonisme : présenter une surface d’échange respiratoire la plus grande 

possible et assurer la défense de l’organisme contre tout intrus venant de l’environnement externe.  

J’ai commencé ma thèse par l’étude des cristaux de MonoSodium d’Urate (MSU), de silice, d’Alum et 

d’allopurinol, comme contrôle. Ces particules, à l’exception de l’allopurinol, ont été décrites comme 

inflammatoires (Dostert et al., 2008; Eisenbarth et al., 2008; Martinon et al., 2006) car activent 

l’inflammasome NLRP3. Elles ont été choisies pour leur diversité : le MSU en tant que constituant 

endogène de l’organisme, la silice comme polluant externe pouvant être à l’origine d’une fibrose 

pulmonaire si inhalée et l’Alum qui est un adjuvant universel. Nous avons également étudié le rôle de 

l’ATP, comme signal de danger, et de ses récepteurs purinergiques dans l’activation de 

l’inflammasome NLRP3 (Riteau et al., 2010).  

J’ai ensuite élargi la thématique aux nanoparticules qui sont définies comme des composés naturels, 

manufacturés ou résultants de pollutions, d’une taille comprise entre un et cent nanomètres. Elles 

peuvent être retrouvées dans l’air ambiant, et de par leur petite taille, parviennent à franchir les 
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différentes barrières de l’organisme, avec plus ou moins de facilité (Chen et al., 2009; Hackenberg et 

al., 2010). Leur intégration dans des produits de la vie courante ou industriels a fait l’objet d’un fort 

engouement lors de la découverte que l’augmentation du ratio surface sur volume confère aux 

nanoparticules des propriétés particulièrement innovantes. Des études sérieuses sur les risques 

potentiels pour la santé humaine et l’environnement sont menées (une nouvelle discipline, la 

nanotoxicologie (Oberdörster et al., 2005)) et une augmentation de la fréquence des maladies 

respiratoires a été relevée pour des travailleurs exposés aux particules de titane (Garabrant et al., 

1987). Comme les nanoparticules les plus fréquemment utilisées sont les métaux inorganiques, et en 

particulier le dioxyde de titane (TiO2) et le dioxyde de silice (SiO2), ce sont celles-ci qui sont utilisées 

dans mes travaux, avec les nanoparticules de zinc (ZnO) comme contrôle. Une étude précédemment 

publiée en collaboration par l’équipe (Yazdi et al., 2010) montre que les nanoparticules de SiO2 et de 

TiO2, mais pas de ZnO, activent l’inflammasome NLRP3 et qu’in vivo, l’inhalation de TiO2 induit une 

inflammation pulmonaire caractérisée par une sécrétion des Interleukine-1α (IL-1α) et 

Interleukine-1β (IL-1β).  

Mon axe de travail a été étendu à l’implication de l’IL-33 et de son récepteur ST2 dans la réponse 

inflammatoire aux nanoparticules. L’IL-33 est une cytokine pro-inflammatoire de type Th2 (T helper 

type 2) donc plutôt impliquée dans les maladies comme l’asthme allergique (Kearley et al., 2009). 

Cependant, comme il a été montré que l’IL-33, associée à la chaine ST2 soluble, peut avoir un effet 

anti-inflammatoire (Smith, 2010; Tajima et al., 2003), nous nous sommes intéressés à l’implication 

éventuelle de l’IL-33 dans une modulation de l’inflammation induite par les nanoparticules. De plus, 

une étude a montré que cette cytokine de la famille de l’IL-1 est libérée comme signal de danger 

dans des modèles d’endommagement pulmonaire caractérisés par une infiltration de neutrophiles 

(Lefrançais et al., 2012). Ce qui se révèle particulièrement intéressant dans notre modèle 

d’inflammation pulmonaire en réponse aux nanoparticules avec recrutement de neutrophiles. 

Afin de répondre à ces différents axes, nous avons utilisé un modèle in vivo d’instillation des 

nanoparticules chez la souris ainsi que différentes cultures de cellules primaires murines et de lignées 

de monocytes humains. Dans le modèle murin d’inflammation pulmonaire, des souris sauvages 

C57BL/6 ou déficientes (« knock-out ») pour des gènes d’intérêt (récepteurs purinergiques, cytokines 

inflammatoires,…) sont anesthésiées afin de leur administrer en intranasal des solutions de 

nanoparticules de SiO2 ou TiO2 et de mimer l’exposition respiratoire. Les animaux sont ensuite 

sacrifiés six ou vingt-quatre heures après, le temps qu’une réponse inflammatoire s’installe. 

Différents paramètres comme les cytokines, les chimiokines et les recrutements cellulaires sont 

étudiés dans les poumons. Des cultures de macrophages dérivés de la moelle osseuse de souris 

sauvages ou « knock-out » ainsi que les THP-1, lignée de monocytes/macrophages humains, sont 

stimulées avec des micro- et nano- particules, en présence ou non d’agonistes, d’inhibiteurs ou 
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d’enzymes d’intérêt. Après trois, quatre ou six heures de stimulation (suivant le type cellulaire et les 

particules), la concentration d’IL-1β est mesurée dans le surnageant.  

Au cours de ces recherches, nous avons montré qu’en réponse aux microparticules, l’inflammasome 

NLRP3 est activé grâce à la sécrétion d’ATP extracellulaire libérée par des hémicanaux de type 

pannexines et connexines et la signalisation via les récepteurs purinergiques P2X. L’ADP, métabolite 

issu de la dégradation de l’ATP extracellulaire, joue également un rôle important en activant les 

récepteurs purinergiques de type P2Y. Nous mettons ainsi en évidence que des particules aussi 

différentes que le MSU, la silice et l’Alum activent l’inflammasome NLRP3 par une voie d’activation 

commune qui nécessite de l’ATP, de l’ADP, des hémicanaux et des récepteurs purinergiques P2X et 

P2Y. 

Dans un deuxième temps, nous avons montré que l’inflammation induite par les nanoparticules de 

SiO2 et de TiO2 nécessite un métabolite de l’ATP aussi important que l’ATP lui-même ou l’ADP, 

l’adénosine. L’adénosine extracellulaire signale via des récepteurs purinergiques P1 composés d’A1, 

A2A, A2B et A3. L’adénosine joue un rôle régulateur dans l’inflammation en tendant à la diminuer et 

passe principalement par les récepteurs A2A et A2B. 

Pour terminer, même si l’inflammation par les nanoparticules induit une réponse de type Th1, nous 

émettons l’hypothèse que l’axe IL-33/ST2 a également un rôle modulateur. S’il y a une déficience en 

IL-33 ou ST2, l’inflammation est exacerbée mais une quantité excessive de ces éléments induit une 

réponse de type Th2 avec une éosinophilie. Ceci ferait penser à une balance étroitement régulée : 

l’IL-33 tend à diminuer la réponse inflammatoire aux nanoparticules de SiO2 et de TiO2 mais l’IL-33 en 

excès exacerbe l’inflammation.  

L’ensemble de ces données permet de proposer l’adénosine et l’IL-33 comme cibles potentielles pour 

des traitements aux maladies inflammatoires pulmonaires. 
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1ère partie : Mécanisme commun d’activation de l’inflammasome NLRP3 par 

les microparticules : libération d’ATP et signalisation purinergique 

(Article 1) 
 

ATP release and purinergic signaling: a common pathway for particle-mediated inflammasome 

activation  

Nicolas Riteau*, Ludivine Baron*, Bérengère Villeret, Noëlline Guillou, Florence Savigny, Bernhard 

Ryffel, François Rassendren, Marc Le Bert, Aurélie Gombault* and Isabelle Couillin* 

 

*These authors contributed equally to this work. 

Cell Death and Disease, 2012, 3, e403. 

 

L’inflammasome est une plateforme multi-protéique cytoplasmique décrite pour la première fois par 

Jürg Tschopp en 2002 (Martinon et al., 2002). Il permet de détecter des pathogènes, des polluants 

externes ou des signaux de danger (DAMP) endogènes et d’induire la maturation de cytokines pro-

inflammatoires ou de déclencher la mort de la cellule. L’inflammation induite par les DAMP est dite 

« stérile » car elle n’est pas induite par des pathogènes mais par des molécules appartenant au 

« soi ». L’inflammasome NLRP3 a la particularité de reconnaître une grande diversité de ligands 

structurellement très différents et ses mécanismes d’activation sont encore débattus. Une fois 

activés par ces ligands, les récepteurs NLRP3 s’oligomérisent, recrutent une protéine adaptatrice ASC 

puis une protéine effectrice, la caspase-1 qui clive la pro-IL-1β en IL-1β, une cytokine hautement 

inflammatoire sécrétée par les cellules.  

Notre choix d’agonistes de l’inflammasome NLRP3 s’est porté sur des micro-cristaux endogènes 

comme le MSU (Martinon et al., 2006) ou exogènes, ici la silice (Dostert et al., 2008) et l’Alum 

(Eisenbarth et al., 2008). L’acide urique est un produit du catabolisme des purines. En excès, il peut 

former des cristaux de MSU dans les articulations ce qui est à l’origine d’une maladie inflammatoire 

communément appelée goutte. L’inhalation de silice, difficilement éliminée des poumons et donc 

responsable de stimuli persistants, peut à la longue aboutir à une fibrose appelée silicose (Huaux, 

2007). Les sels d’aluminium (Alum) constituent l’adjuvant vaccinal le plus employé au monde. Un 

adjuvant vaccinal est une substance non antigénique mais qui, administrée en même temps que 

l’antigène, permet d’accélérer, de prolonger ou d’augmenter la réponse immune spécifique à 

l’antigène (Vogel, 1995).  

Il a été montré que la pannexine-1 est un hémicanal non sélectif recruté et ouvert suite à l’activation 

de P2X7 ce qui forme un pore (Pelegrin and Surprenant, 2006). Les hémicanaux formés par les 

pannexines ou connexines peuvent s’ouvrir en réponse à des stimuli physiologiques et 
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pathologiques, lorsqu’ils ne forment pas des jonctions gap. Une fois ouverts, ils sont perméables à de 

grosses molécules comme l’ATP (Eltzschig et al., 2006; Pelegrin and Surprenant, 2006). 

Les microparticules sont internalisées par les phagocytes professionnels que sont les macrophages. 

Cependant, elles sont peu, ou pas, dégradées par la cellule ce qui résulte en un phénomène de 

« frustration » des phagolysosomes avec pour conséquence une déstabilisation lysosomale. Les 

lysosomes libèrent alors dans le cytoplasme leur contenu, et en particulier des ROS et de la 

cathepsine B, et induisent un efflux de potassium. Par des mécanismes encore à éclaircir 

l’inflammasome NLRP3 est activé : les récepteurs NLRP3 s’oligomérisent, recrutent des protéines 

adaptatrices ASC qui recrutent des protéines effectrices caspase-1 ce qui permet la maturation de la 

cytokine pro-inflammatoire IL-1β. 

Avec des monocytes humains dérivés en macrophages (lignée THP-1), nous montrons que 

l’internalisation des microparticules est essentielle pour la sécrétion d’IL-1β et induit une libération 

d’ATP extracellulaire (ATPe) ce qui constitue un DAMP. L’implication des protéases à cystéine et de la 

cathepsine B est vérifiée et confirmée. Des inhibiteurs spécifiques du récepteur purinergique P2X7 et 

des connexines et pannexines diminuent les libérations d’IL-1β et d’ATPe en réponse aux cristaux. La 

diminution de l’IL-1β avec ces inhibiteurs et avec le blocage des récepteurs purinergiques P2Y est 

également démontrée pour la stimulation de macrophages murins dérivés de la moelle osseuse 

(BMDM). Cependant, les BMDM issus de souris déficientes pour les gènes de P2X4, P2X7 et P2Y2 ne 

présentent pas de différence significative en termes de sécrétion d’IL-1β comparés aux BMDM de 

souris sauvages. Ces données suggèrent une implication redondante des récepteurs purinergiques. 

L’utilisation d’apyrase grade VII, qui dégrade à la fois ATP et ADP, entraîne une inhibition importante 

de la sécrétion d’IL-1β par les BMDM en réponse à la silice. De plus, la sécrétion d’IL-1β résultante 

des microparticules est augmentée en présence d’ATP, d’ADP et d’UTP (agoniste des P2Y), sans que 

ces nucléotides induisent une réponse sécrétrice à eux seuls. Ces résultats démontrent l’implication 

de l’ATP, de l’ADP et de l’UTP dans l’activation de l’inflammasome NLRP3 par les cristaux. 

Au cours de cette étude, nous avons montré que les cristaux activateurs de l’inflammasome NLRP3 

vont premièrement induire une libération d’ATP dans le milieu extracellulaire via des hémicanaux, 

soit des pannexines et connexines. L’ATPe active des récepteurs purinergiques et en particulier le 

récepteur P2X7 capable de recruter la pannexine-1 et donc d’amplifier le signal par une boucle 

autocrine. L’ATP est également dégradée dans le milieu extracellulaire en ADP qui peut activer des 

récepteurs purinergiques P2Y. Nous mettons en évidence que cette signalisation purinergique 

débutant par la libération d’ATP extracellulaire par des hémicanaux est essentielle pour l’activation 

de l’inflammasome NLRP3 qui résulte en une sécrétion d’IL-1β mature. 
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Supplementary data  
 

Mice 

The following mice deficient for Nlrp3, ASC, Casp-1, Nlrc4, P2X7 receptor, P2X4 receptor and P2Y2 

receptor, cathepsin B were used to prepare primary bone marrow-derived macrophages (BMDM) 

and dendritic cells (BMDC). Mice were backcrossed at least 10 times on the wild type C57BL/6 

genetic background except Nlrp3 deficient mice, which were directly generated on the C57BL/6 

genetic background. Deficient mice were compared to wild type C57BL/6 except for P2Y2R deficient 

mice, which were compared to their P2Y2R wild type littermate. Deficient mice, were bred in our 

animal facility at the Transgenose Institute (CNRS, Orleans) and C57BL/6 from Janvier (Le Genest 

Saint Isle, France), Experiments were conduct with adult (6-10 weeks old) animals and were kept in 

sterile isolated ventilated cages. All animal experiments complied with the French Government’s 

ethical and animal experiment regulations. 

 

Bone marrow derives macrophages and dendritic cells preparation 

BMDM were cultured at 106 cells/mL for 7 days in Dulbecco’s minimal essential medium (DMEM, 

Sigma) supplemented with L-glutamine (2µM, Invitrogen), penicillin (100U/ml, Invitrogen), 

streptomycin (100µg/ml, Invitrogen), 20% horse serum and 30% L929 cell conditioned medium as a 

source of M-CSF. Cells were washed, fresh medium was added and replated for 3 more days. BMDC 

were seeded at 4.105 cells/mL in RPMI 1640 medium, supplemented with 10% FCS (Hyclone), 

L-glutamine (2µM, Invitrogen), β-Mercaptoethanol (50nM, Invitrogen), penicillin (100U/ml, 

Invitrogen), streptomycin (100µg/ml, Invitrogen) and 5% J558L cells supernatant as a 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. 
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Supplementary data 1 

MSU, silica or Alum crystals-

induced IL-1β production depends 

on cystein cathepsin proteases. 

Particle phagocytosis is inhibited 

by cytochalasine D (Cyt D) (a and 

b). Cystein cathepsin and/or 

calpain inhibitors (E64d, 

Z-FA-FMK), cystein cathepsin B 

inhibitor (Ca074Me) but not 

cathepsin L inhibitor and aspartic 

acid protease cathepsin D 

(pepstatin A) dose-dependently 

decreased IL-1β production in 

response to silica (a) or Alum (b) 

crystals by LPS-primed BMDM. 

MSU but not allopurinol crystals 

induce IL-1β production (c). 

Particle-induced IL-1β secretion is 

impaired in presence of 

cytochalasin D whereas ATP- or 

nigerin-induced IL-1β secretion is 

not affected (d). Crystal-induced 

IL-1β productions were dampened 

in cathepsin-B deficient 

macrophages (e). Data are 

representative of 3 independent 

experiments and are expressed as 

mean values  SD. 
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Supplementary data 2 

P2Rs and connexin/pannexin Specific are required for IL-1β production by murine macrophages by MSU, silica or Alum. 

A740003 (100µM), oATP (500µM) and carbenoxolone (CBX) (50µM) affect IL-β but not TNFα production of LPS-primed BMDM stimulated with MSU, 

silica or Alum crystals. Data are representative of 3 independent experiments and are expressed as mean values  SD. 
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Supplementary data 3 

MSU, silica or Alum crystals-induced IL-1β production depends on the Nlrp3 inflammasome. 

ATP or crystals-induced IL-1β productions are impaired in LPS-primed Nlrp3, ASC or Casp-1 deficient BMDM (a) whereas TNFα production is not 

affected in Nlrp3 deficient BMDM (b). In contrast Nlrp4 deficiency has no effect on IL-1β production by BMDM (c) or BMDC (d). Data are 

representative of 3 independent experiments and are expressed as mean values  SD. 

 



90 
 

2ème partie: L’adénosine, métabolite de l’ATP, et son rôle essentiel dans 

l’activation de l’inflammasome NLRP3 (Article 2) 
 

Adenosine is an essential danger signal in nanoparticle-induced NLRP3 inflammasome triggering 

Ludivine Baron, Aurélie Gombault, Nicolas Riteau, Noëlline Guillou, Bérengère Villeret, Florence 

Savigny, Anthony Guillemain, Marc Le Bert, Bernhard Ryffel, Fabio Martinon, Vincent Lagente, 

François Rassendren and Isabelle Couillin  

 

Une étude réalisée en collaboration au laboratoire a permis de montrer que certaines nanoparticules 

peuvent activer l’inflammasome NLRP3 in vitro et in vivo (Yazdi et al., 2010). Les nanoparticules de 

dioxyde de silice (SiO2) et de dioxyde de titane (TiO2), mais pas celles d’oxyde de zinc (ZnO), activent 

l’inflammasome NLRP3 in vitro dans les cellules myéloïdes. In vivo, les nanoparticules de TiO2 

administrées en intranasal chez la souris induisent une inflammation, avec un recrutement de 

cellules inflammatoires, les neutrophiles, ainsi qu’une sécrétion des cytokines pro-inflammatoires 

IL-1α, IL-1β et IL-6 dans les voies respiratoires. Comme il a été montré avec des souris knock-out, 

cette inflammation est dépendante du récepteur IL-1R, de la protéine adaptatrice ASC, de la protéine 

effectrice caspase-1, de la cytokine inflammatoire IL-1α mais pas du récepteur NLRP3. Pour expliquer 

pourquoi le récepteur NLRP3 ne semble pas être impliqué in vivo, il a été suggéré que l’IL-1α pourrait 

compenser les effets inflammatoires de l’IL-1β (Yazdi et al., 2010). 

Nous nous sommes focalisés sur les mécanismes d’activation de l’inflammasome NLRP3 en réponse 

aux nanoparticules en nous basant sur les travaux précédents, d’une part sur ce qui avait été publié 

par l’équipe de Tschopp et d’autre part sur ce que nous avions précédemment mis en évidence pour 

les microparticules (article 1). Pour les cristaux de MSU, de silice et d’Alum, nous avions mis en 

évidence que l’ATP extracellulaire (ATPe) libérée par les cellules stimulées avec des activateurs de 

l’inflammasome NLRP3 serait, via la signalisation purinergique P2, un nouveau mécanisme 

d’activation de l’inflammasome. 

Dans cette étude, nous montrons que l’ATP et l’ADP sont des signaux essentiels pour l’activation de 

l’inflammasome NLRP3 mais également que l’adénosine, un des produits du catabolisme de l’ATP, a 

un rôle non négligeable dans ce mécanisme. 

Nous montrons grâce à des inhibiteurs d’hémicanaux de pannexines et de connexines et par l’ajout 

d’ATP et d’ADP que ces nucléotides sont bien impliqués dans l’activation de l’inflammasome NLRP3 

in vitro. En étudiant l’expression des ARNm de plusieurs récepteurs purinergiques et par l’utilisation 
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d’inhibiteurs spécifiques et d’enzymes qui dégradent spécifiquement des nucléotides, nous mettons 

pour la première fois en évidence que la signalisation purinergique en réponse aux nanoparticules se 

fait par les axes ADP/P2Y1, ATP/P2Y2 et adénosine/P1. 

L’adénosine, dont l’importance essentielle dans la régulation de l’inflammation est bien documentée 

(Haskó and Cronstein, 2013), est le ligand de quatre récepteurs P1 : A1, A2A, A2B et A3. Ces récepteurs 

sont ubiquitaires mais ils sont plus ou moins exprimés suivant les types cellulaires et les tissus. En 

réponse aux nanoparticules, nous observons, pour les BMDM, que l’expression des récepteurs A2A et 

A2B est fortement augmentée, celle de A3 légèrement augmentée tandis que l’expression de A1 n’est 

pas affectée. Nous confirmons ces résultats avec l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques. 

Nous mettons ainsi en évidence l’action de l’adénosine et nous proposons deux hypothèses : 

- l’adénosine comme activateur direct de l’inflammasome NLRP3 via principalement les 

récepteurs A2A et A2B. Des lignées de THP1 déficientes en composants de l’inflammasome 

nous permettent de montrer que l’IL-1β produite en réponse à de l’adénosine est 

dépendante de l’inflammasome NLRP3. 

- l’adénosine comme activateur indirect. En effet, des transporteurs d’équilibration et de 

concentration de nucléosides (ENT et CNT, respectivement) peuvent réintégrer l’adénosine 

dans la cellule où elle est métabolisée en ATP. L’ATP ainsi synthétisée peut participer à la 

signalisation purinergique via les axes ATP/P2Y2 et ADP/P2Y1. 

Enfin, nous montrons in vivo que l’inflammation pulmonaire induite chez les souris par l’instillation 

de nanoparticules de silice est partiellement réduite par l’ADA, l’enzyme qui dégrade l’adénosine. 

L’ensemble de nos données nous permet d’impliquer pour la première fois l’adénosine dans 

l’endommagement et l’inflammation cellulaires en réponse aux nanoparticules. 

Les résultats présentés ci-dessous n’ont pas encore été publiés. 

 

  



92 
 

ATP, ADP and Adenosine are essential danger signals in nanoparticle-

induced NLRP3 inflammasome triggering 

 

Ludivine Baron
1
, Aurélie Gombault

1
, Nicolas Riteau

1
, Noëlline Guillou

1
, Bérengère Villeret

1
, 

Florence Savigny
1
, Anthony Guillemain

1
, Marc Le Bert

1
, Fabio Martinon

2
, Vincent Lagente

3
, 

François Rassendren
4
 and Isabelle Couillin

1
 
 

 

1
INEM,

 
CNRS, UMR7355, University of Orleans, France; 

2
Department of Biochemistry, University of 

Lausanne, Switzerland; 
3
INSERM U991, University of Rennes, France; 

4
IGF, CNRS, UMR 5203 and 

INSERM U661, University of Montpellier, France. 

 

Keywords: ATP, Danger signal, Inflammasome, P2R, P1R, NLR. 

 

Running Title: Adenosine induces inflammasome activation  

 

Address of correspondence to Isabelle Couillin, Molecular and Experimental Immunology 

and Neurogenetics, UMR 7355, 3B rue de la Férollerie, 45071 Orleans, France.  

Phone: 0033 238 25 54 43 ; Fax: 0033 238 25 79 79. 

E-mail: couillin@cnrs-orleans.fr 

 

Abbreviations used in this paper: ADA, adenosine deaminase; ADP, adenosine diphosphate; AK, 

adenosine kinase; AMP, adenosine monophosphate; AMPK, AMP kinase; AR, adenosine receptor/P1 

receptor; ASC, apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD domain; ATP, adenosine 

triphosphate; BAL, bronchoalveolar lavage; BALF, BAL fluid; BMDM, bone-marrow derived 

macrophages; cAMP, cyclic AMP; Cbx, carbenoxolone; CNT, concentrative nucleotide transporter; 

COPD, chronic obstructive pulmonary disease; eATP, extracellular ATP; ENPPs, ecto-nucleotidase 

pyrophosphatases/phosphodiesterases; ENT, equilibrative nucleotide transporter; FFA, flufenamic 

acid; Gi, inhibitory G protein; GPCR, G protein-coupled receptor; Gs, stimulatory G protein; IL-1β, 

interleukin-1 beta; IPF, idiopathic pulmonary fibrosis; LPS, lipopolysaccharide; MAPK, mitogen-

activated protein kinase; MSU, monosodium urate; NLR, nod-like receptor; Nano-SiO2 and -TiO2, 

silica dioxide and titanium dioxide nanoparticles; NLRP3, NLR pyrin domain containing 3; oATP, 

periodate oxidized ATP; PLC-β, phospholipase C-beta; PMA, phorbol 12-myristate 13-acetate; ROS, 

reactive oxygen species; sh RNA, short hairpin ribonucleic acid. 

  

1/34 

mailto:couillin@cnrs-orleans.fr


93 
 

Abstract 

The NLR pyrin domain containing 3 (NLRP3) inflammasome is a major component of the 

innate immune system. However, its mechanism of activation remains largely unknown. 

Inorganic metal oxides such as silica dioxide (Nano-SiO2) and titanium dioxide (Nano-TiO2) 

nanoparticles activate NLRP3 in macrophages similarly than silica or asbestos. Investigated 

towards the molecular mechanisms of inflammasome activation, we show active adenosine 

triphosphate (ATP) release and subsequent ATP, adenosine diphosphate (ADP) and adenosine 

receptor signaling are required for NLRP3 activation. Nano-SiO2 and Nano-TiO2 caused 

significant increase in P2Y1, P2Y2, A2A and A2B receptor expression whereas P2X7 receptor 

was down-regulated. Hydrolysis of ATP and ADP increased interleukin-1 beta (IL-1β) 

secretion whereas hydrolysis of adenosine impaired IL-1  secretion while selective A2A or 

A2B receptor blockers decreased IL-1β secretion upon nanoparticles. Moreover adenosine 

alone is shown for the first time to be an efficient activator of the NLRP3 inflammasome in 

macrophages. Importantly, modulation of airway adenosine in mice allowed to damper 

experimental pulmonary inflammation caused by nanoparticle exposure. These data provide 

new molecular mechanisms to explain how NLRP3 inflammasome is activated by 

nanoparticles through nucleotide, nucleoside and degradation product signaling pathways 

leading to chronic inflammatory diseases.  
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Introduction 

A major signaling pathway of the innate immune system is the inflammasome, a multiprotein 

platform that activates caspase-1. We showed recently that TiO2 (Nano-TiO2) and SiO2 

(Nano-SiO2) nanoparticles are sensed by the NLRP3 inflammasome and induce the regulated 

release of IL-1β (Yazdi et al., 2010b) as shown before with the environmental irritants 

asbestos or silica (Dostert et al., 2008). Nevertheless, despite the identification and 

characterization of numerous sterile or microbial activators, the precise mechanism mediating 

the NLRP3 inflammasome activation remains to be determined. Similarly to asbestos and 

silica, Nano-TiO2 induces the production of reactive oxygen species (ROS) (Onuma et al., 

2009) followed by an induction of inflammation-related genes such as IL-1, IL-6 and 

CXCL-2 (Park et al., 2008). Nano-TiO2-dependent inflammasome activation has been also 

suggested to depend on intracellular potassium (Yazdi et al., 2010b). We previously 

demonstrated that NLRP3 inflammasome particulate activators, uric acid, silica and 

aluminum salt crystals, trigger the extracellular delivery of endogenous ATP which just 

precedes the secretion of mature IL-1β by macrophages, both events depending on purinergic 

signaling and connexin/pannexin channels (Riteau et al., 2012). Here, we investigated 

whether ATP release and purinergic signaling through ATP but also ADP and adenosine 

receptors may be involved in inflammasome activation by nanoparticles.  

Extracellular nucleotides have emerged as key immunomodulators. Intracellular ATP is 

released after stress and/or cellular activation and purinergic signaling has been shown to 

modulate inflammation and immunity (Antonioli et al., 2013; Eltzschig et al., 2012). In the 

extracellular space, ATP is rapidly hydrolyzed in a stepwise manner to ADP, AMP (adenosine 

monophosphate) and adenosine by ectoenzymes. First, ATP and ADP are both converted to 

AMP through the ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1 (CD39), or ATP directly 

to AMP by ecto-nucleotidase pyrophosphatases/phosphodiesterases (ENPPs). Secondly, 
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CD73 ecto-5′-nucleotidases or ecto-alkaline phosphatases convert extracellular AMP to 

adenosine (Eltzschig et al., 2012). Then adenosine is irreversibly hydrolyzed to inosine by 

adenosine deaminase (ADA). Extracellular ATP (eATP) signals through both ATP-gated ion 

channels P2X and G protein-coupled receptors (GPCR) P2Y membrane receptors whereas 

ADP signals through P2Y receptors and adenosine through P1 receptors (Jacobson et al., 

2012). There are eight P2Y receptors subtypes, Gq-coupled P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 and 

P2Y11 receptors which activate phospholipase C-beta (PLC- and Gi (inhibitory G proteins)-

coupled P2Y12, P2Y13 and P2Y14 receptors. Adenosine signals through four adenosine 

receptors subtypes (ARs, or alternately P1 receptors). A2 subtypes, A2A and A2B, are coupled 

to stimulatory G (Gs) proteins to stimulate adenylate cyclase and to increase cyclic AMP 

(cAMP), and conversely, A1 and A3 subtypes inhibit adenylate cyclase and cAMP increase 

through Gi protein. In some cells, the A2A and A2B subtype are dually coupled to Gs and Gq 

proteins and the A3 subtype to Gi and Gq proteins. The Gq coupling leads to elevation of 

phosphoinositides, mobilizes several types of K
+
 or Ca

2+
 channels and activates PLC-and 

mitogen-activated protein kinases (MAPKs) (Cronstein, 2011; Polosa and Blackburn, 2009). 

Whereas adenosine is the main agonist for A1, A2A and A2B receptors and the major and full 

agonist ligand for the A3 receptor, inosine may also able to signal through A2A and A3 

receptors (Gomez and Sitkovsky, 2003). Adenosine concentration in the extracellular 

compartment is the consequence of its extracellular production and transport, as well as its 

formation from intracellular sources and metabolism to inosine. Both ATP and adenosine can 

be transported outside the cell via diffusion or active transport, whereas only adenosine may 

enter the cells through adenosine transporters (Mediero and Cronstein, 2013). Indeed, most 

cells possess equilibrative and concentrative adenosine transporters (respectively ENTs and 

CNTs), which allow adenosine to quickly cross the cell membrane (Young et al., 2013). 

Minor changes in steady-state ATP levels in the cell (normally ~5 mM) will translate into 

4/34 



96 
 

major changes in intracellular adenosine concentrations (around 100,000 times higher). 

Intracellular adenosine is converted to ATP via phosphorylation steps mediated by adenosine 

kinase (AK) and AMP kinase (AMPK). A variety of selective adenosine receptor agonists and 

antagonists have been identified, based on structural similarities to agonists such as 

adenosine, or antagonists such as xanthine, caffeine or theophylline (Jacobson and Gao, 

2006). The basal physiological level of extracellular adenosine has been estimated to be in the 

range of 30–200 nM (Ballarin et al., 1991).  

Adenosine is ubiquitously present, P1 receptors are widely distributed throughout the body 

and adenosine binding at these receptors exerts a broad spectrum of physiological and 

pathological functions (Chen et al., 2013). ATP-dependent adenosine signaling occurs 

typically during conditions that are associated with the release of ATP from intracellular 

stores, and can occur during injurious conditions such as ischemia and reperfusion (Eltzschig 

and Eckle, 2011), hypoxia (Faigle et al., 2008)
 
or acute inflammation (Eltzschig et al., 2012). 

Production of adenosine, and its subsequent signaling through P1 receptors, plays beneficial 

roles in acute disease states, in particular in ischemic acute injury in the lung (Karmouty-

Quintana et al., 2013). However, during acute tissue injury, elevated adenosine levels have 

been implicated in the progression of chronic diseases where adenosine promotes aberrant 

wound healing leading to fibrosis in different organs including lungs, liver, skin and kidney 

and in these conditions blockade of adenosine signaling appears to be beneficial (Karmouty-

Quintana et al., 2013). Elevated adenosine levels were observed in patients with asthma 

(Huszar et al., 2002), chronic obstructive pulmonary disease (COPD) (Esther et al., 2011; 

Goodarzi et al., 2010), and idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) (Schroder et al., 2010) 

associated with reduced levels of ADA activity, increased levels of CD73 (the major enzyme 

of extracellular adenosine production) and elevated levels of A2B receptor. ADA knockout 

mice present high persistent adenosine levels which lead to airspace enlargement and fibrosis, 
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cardinal sighs of COPD and IPF (Aldrich et al., 2000; Chunn et al., 2005; Sun et al., 2006). 

This indicates that signaling through adenosine is very finely tuned and may be involved in 

both pro-inflammatory and anti-inflammatory processes. 

Here we go deeper into the mechanisms of NLRP3 inflammasome activation induced by 

nanoparticles through purinergic signaling and pointing out the role of ATP, ADP as well as 

adenosine and its receptors. We propose a role for ATP-derived adenosine in NLRP3 

inflammasome activation in vitro in macrophages and in vivo in acute lung inflammation 

induced by airway exposure to nanoparticles. 
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Results 

Nano-TiO2 or Nano-SiO2 particles trigger active ATP release and IL-1β secretion 

through purinergic signaling and pannexin/connexin hemichannel activity 

We showed recently that Nano-SiO2 and Nano-TiO2, but not Nano-ZnO, activate the NLRP3 

inflammasome in human and murine macrophages, leading to IL-1β release similarly than 

MSU, silica and alum salt microparticles (Yazdi et al., 2010b). We further reported that these 

particulate crystals activate the inflammasome through active ATP release and dependently of 

purinergic signaling and connexin/pannexin activity (Riteau et al., 2012). Here we 

investigated whether nanoparticles share the same mechanisms of activation. Using the ecto-

ATPase inhibitor ARL67156 to limit ATP catabolism (Joseph et al., 2003), we co-analyzed 

ATP release and mature IL-1β secretion in the same human monocyte/macrophage culture 

supernatant at different times. We observed that Nano-SiO2 (Figure 1A) or Nano-TiO2 (Figure 

1B) causes an active release of endogenous ATP by phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) -

primed THP1 macrophages, which peaks at 3-4 hours and just precedes mature IL-1β 

secretion. Interestingly, Nano-ZnO, known to fail to activate the NLRP3 inflammasome 

(Yazdi et al., 2010b), neither induced ATP release nor IL-1 β secretion (Figure 1C). 

Importantly, cell death assessed by MTT was minimal suggesting that ATP release is not a 

consequence of major macrophage death (Figure 1D). These data suggest that IL-1β secretion 

is a consequence of active ATP release induced by particulate NLRP3 inflammasome 

activators. Moreover we confirm that IL-1β secretion is attenuated in THP1 cells stably 

expressing short hairpin ribonucleic acid (shRNA) directed against apoptosis-associated 

speck-like protein containing a CARD domain (ASC) or NLRP3 receptor, which are 

components of NLRP3 inflammasome (Figure 1E).  

Investigating the mechanisms of nanoparticle-induced ATP release leading to IL-1β secretion, 

we observed that specific inhibition of P2X7 receptor (P2X7R) by A740003 (King, 2007) at 
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10µM led to partial inhibition of ATP release and IL-1β secretion by Nano-SiO2 and Nano-

TiO2 (Figures 1F and 1G). Among different potential mechanisms for regulated nucleotide 

release after cell stimulation, we focused on the role of channel(s) and especially the connexin 

and pannexin family hemichannels (Harris, 2007; Orellana et al., 2011). Connexin/pannexin 

channel blocker carbenoxolone (Cbx) and the connexin channel blocker flufenamic acid 

(FFA) reduced significantly both ATP and IL-1β releases indicating that connexin and/or 

pannexin hemichannels are involved in ATP release and IL-1β production (Figures 1F and 

1G). Mitochondrial activity measurement was minimal (Figure 1H). Addition of nucleotides 

such as ATP or ADP, or their stable derivatives ATPγS or ADPβS, greatly increase IL-1β 

production by THP1 in response to nanoparticles whereas these nucleotides have not effect 

alone (Figure 1I). These data suggest that ATP but also ADP are involved in nanoparticle-

mediated NLRP3 inflammasome activation. 

Conversely to THP1 human monocyte/macrophage cell line, we were unable to measure 

significant ATP increase in the supernatant of stimulated murine bone-marrow derived 

macrophages (BMDM) even adding the ecto-ATPase inhibitor ARL67156 probably due to 

fastest ATP degradation by these cells and/or to limitation of our measurement (data not 

shown). The P2R antagonist suramin and oATP strikingly decreased IL-1β production 

induced by Nano-SiO2 or Nano-TiO2, in a dose dependent manner (Figure 2A). Cbx and FFA 

reduced significantly IL-1β release indicating that connexin and/or pannexin hemichannels 

are involved in IL-1β production by murine macrophages (Figure 2B). Western blotting 

analysis confirmed that Nano-SiO2 or Nano-TiO2, but not Nano-ZnO, triggers the cleavage of 

pro-IL-1β into the mature 17kD IL-1β form and its secretion in lipopolysaccharide (LPS) -

primed BMDM and that periodate oxidized ATP (oATP) a broad P2R inhibitor, A740003, 

Cbx or FFA, strongly reduced the secretion of mature IL-1β (Figures 2C). Moreover the 

cleavage of the pro-caspase-1 into the secreted mature p10 subunit was reduced in presence of 
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oATP, Cbx or FFA (Figures 2D) confirming that NLRP3 inflammasome activation depends 

on purinergic signaling and connexin/pannexin channels. 

 

Nanoparticles induce IL-1β secretion through metabotropic purinergic receptors P2YR 

signaling 

In order to identify the ATP purinergic receptors involved, we used macrophages from 

P2X7R, P2X4R or P2Y2R deficient mice. As expected, P2X7R, but not P2X4R or P2Y2R, 

was fully required for NLRP3 activation in response to high ATP concentrations (not shown). 

Nevertheless, deficiency in the ATP ionotropic P2X7R or P2X4R did not lead to significant 

impairment in IL-1β production by BMDM upon nanoparticles stimulation (not shown). 

Using macrophages deficient for ATP/UTP metabotropic P2Y2R involved in cell chemotaxis 

in response to ATP leakage (Chen et al., 2006), we observed a slight decrease of IL-1β 

production (not shown). Quantitative analysis of P2 purinergic receptor mRNA expression 

showed that P2Y2R (activated by ATP/UTP) mRNA level was increased after Nano-SiO2 or 

Nano-TiO2 nanoparticles stimulation whereas P2Y1R (ADP) mRNA level was increased after 

Nano-SiO2 stimulation. In contrast, mRNA levels of P2Y7R (ATP), P2Y4R (UTP), P2Y6R 

(UDP) and P2Y12R (ADP) were slightly reduced after Nano-SiO2 stimulation (Figure 3A) 

and P2Y12R also after Nano-TiO2 stimulation. Expression of mRNA P2Y13R (ADP) was not 

significantly reduced after both nanoparticles. P2Y1R antagonist MRS2500 (Figure 3B) 

decreased Nano-SiO2- but not Nano-TiO2-induced mature IL-1β secretion whereas P2Y6R 

antagonist MRS2578 (Figure 3C) and P2Y12R antagonist MRS2395 (Figure 3D) had no 

effect on both Nano-TiO2 and Nano-SiO2-induced IL-1β secretion. Since P2Y1R and P2Y2R 

are coupled to the heterotrimeric G-proteins of the Gq family that activate PLC-β isozymes, 

we analyzed the effect of the PLC-β inhibitor U73122. Figure 3E shows that U73122 

decreased Nano-TiO2 or Nano-SiO2-induced IL-1β secretion by murine BMDM indicating 
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that signaling through PLC-β is involved. These results suggest that P2Y1R (ADP) and 

P2Y2R (ATP/UTP) are involved in activation of the NLRP3 inflammasome by nanoparticles 

through PLC-β signaling. 

 

Nanoparticles induce mature IL-1β secretion through adenosine and P1 receptors 

signaling  

To go more in detail into the potential role of ATP, we stimulated murine macrophages in 

presence of ATP consuming enzyme apyrase grade VII, hydrolyzing ATP and ADP into 

AMP, with a low ATPase/ADPase ratio. Apyrase VII inhibited very efficiently ATP 5mM-

induced IL-1β secretion (not shown) but did not abrogated IL-1β secretion and on the 

contrary, slightly increased Nano-TiO2 or Nano-SiO2-induced IL-1β production (Figure 4A). 

Apyrase VII alone had no effect on IL-1β secretion and cell viability (not shown). This 

suggests ATP and ADP are not the only nucleotides involved in IL-1β secretion upon 

nanoparticles stimulation. Hydrolyze ATP and ADP result in providing a large amount of 

substrate for the ecto-5’-nucleotidase CD39, which may generate adenosine. We hypothesized 

that accumulation of extracellular adenosine may be an essential IL-1β secretion-promoting 

factor in response to nanoparticles. Therefore, we tested the effect of the adenosine deaminase 

(ADA) on nanoparticle-induced IL-1β secretion. In the presence of ADA, IL-1β secretion 

upon Nano-SiO2 or Nano-TiO2 was greatly reduced (Figure 4B). Data obtained in presence of 

apyrase or ADA strongly suggest adenosine as a major ATP catabolism product promoting 

IL-1β secretion in response to nanoparticles. Similarly, we stimulated THP1 cells with Nano-

SiO2, in presence of apyrase VII or ADA (Figure S1). Measurement of eATP levels shows 

that even if ATP is degraded by apyrase VII, IL-1β secretion by nanoparticles is still 

observed, and even slightly increased (Figure S1A). If ADA is added, we noted a decrease of 

ATP levels probably due to the fact that degradation of adenosine by ADA causes a shift in 
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the balance of the ATP/ADP to adenosine (Figure S1B). When extracellular ATP, ADP and 

adenosine levels were reduced in presence of ADA, IL-1β secretion was greatly impaired 

(Figure S1B). 

 

A2A, A2B and A3 receptors are involved in NLRP3 inflammasome activation 

Analysis of P1 purinergic receptor expression showed that both A2A and A2B mRNA are 

increased in presence of Nano-SiO2 or Nano-TiO2 whereas A3 mRNA tended to increase with 

Nano-TiO2 and A1 expression remained steady 4 hours after both nanoparticles stimulation 

(Figure 5A). Moreover, using P1 receptor antagonists, we show that the specific A2A 

(SCH58261), A2B (MRS1754) and A3 (MRS1523) inhibitors decreased IL-1β secretion upon 

Nano-SiO2 or Nano-TiO2 (Figures 5B, 5C and 5D). Specific antagonist of A1 (DPCPX) 

presented no effects on IL-1β secretion (Figure 5E). Inhibitors alone did not induce IL-1β 

production (Figures 5B-5E) or cellular toxicity (not shown). These results identified 

adenosine as a crucial mediator of IL-1β secretion through the high affinity A2A receptor and 

the low affinity A2B and A3 receptors in response to nanoparticles activation in murine 

macrophages and suggest a role for adenosine in inflammasome activation. 

 

Adenosine induces IL-1β secretion and ATP release depending on NLRP3 

inflammasome activation in THP1 human macrophages 

Stimulating THP1 macrophages with nanoparticles in presence or not of adenosine (100µM or 

5mM) increased eATP release and IL-1β secretion (Figure 6A and 6B). Surprisingly, even if 

100µM adenosine was unable to induce ATP and IL-1β releases, we observed that high dose 

of adenosine alone (5mM) caused an increase in extracellular ATP and secreted 

IL-1β Figure 6A and 6B). We observed dose-dependent induction of IL-1β secretion by 

high concentrations of adenosine (3 or 5mM) but not with small ones (0.3-1mM) as shown in 
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Figure 6C. High concentrations of adenosine (3 or 5mM) did not present cytotoxic effect (not 

shown). In order to verify the role of the NLRP3 inflammasome, we used the specific 

inhibitor of the caspase-1 Z-YVAD-fmk. IL-1β secretion induced by nanoparticles plus 

adenosine (5mM) or adenosine alone was greatly reduced in presence of Z-YVAD-fmk 

(Figure 6D). As previously described in Figure 1F, IL-1β secretion induced by Nano-SiO2 and 

Nano-TiO2 was reduced in THP1 expressing shNLRP3 or shASC. Importantly, dose-

dependent IL-1β secretion induced by adenosine was reduced in THP1 expressing shNLRP3 

or shASC but not in unmodified THP1 or expressing scramble shRNA (Figure 6E). These 

results demonstrate that adenosine-induced IL-1β secretion depends on the NLRP3 

inflammasome. 

 

Early nanoparticle-induced pulmonary inflammation depends on adenosine  

Airway exposure to ultrafine particles is associated with strong infiltration of neutrophils in 

the lungs and the bronchoalveolar space in humans (Nordenhall et al., 2000). This marked 

neutrophil influx can be reproduced experimentally in mice by intranasal instillations of 

nanoparticles. We used this well-established model to investigate the in vivo role of adenosine 

in nanoparticle-induced inflammation. SiO2 nanoparticles were instillated and the airway 

neutrophil recruitment was analyzed 6h later. As we have shown for TiO2 nanoparticles 

(Yazdi et al., 2010a), SiO2 nanoparticles elicited a considerable increase in the total cell and 

neutrophil recruitment, KC and IL-6 releases in bronchoalveolar space and IL-1β secretion in 

lung compared with saline C57BL/6 mice (Figure 7). Since we observed that Nano-SiO2 

instillation induced a transient increase of ATP content locally (not shown) and that ATP is 

known to be rapidly degraded in ADP, AMP and adenosine, we hypothesized that adenosine 

is a danger signal involved in lung inflammation and we performed local adenosine depletion 

experiments in mice. We observed that systemic treatment with ADA reduced SiO2 
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nanoparticles-induced acute inflammation, resulting in markedly reduced total cell 

(Figure 7A) and neutrophil (Figure 7B) recruitments, KC (Figure 7C) and IL-6 (Figure 7D) 

productions into the bronchoalveolar lavage fluid (BALF) and slightly attenuated secretion of 

lung IL-1β production (Figure 7E). These results indicate an early pivotal proinflammatory 

role for adenosine in vivo in response to airway exposure SiO2 nanoparticles.  
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DISCUSSION 

Even if the NLRP3 inflammasome is extensively studied, the exact mechanisms of its 

activation are not elucidated. We propose that similarly to activation of macrophages by 

MSU, silica, or aluminium particles, SiO2 and TiO2 nanoparticles promote the secretion of 

mature IL-1β P in the extracellular space suggesting that it is 

a general process for particles to activate the NLRP3 inflammasome. Moreover, we 

demonstrated that after its release, ATP and its degrading products ADP and adenosine are 

important signaling molecules allowing NLRP3 inflammasome activation and mature IL-1β 

secretion in macrophages. 

We first show that Nano-SiO2 and Nano-TiO2, but not Nano-ZnO, induced the active release 

of ATP through connexin and/or pannexin hemichannels leading to IL-1β secretion by 

macrophages. Addition of nucleotides such as ATP or ADP or their stable derivatives ATPγS 

or ADPβS, greatly increased IL-1β production by macrophages indicating that ATP but also 

ADP are involved in nanoparticle-mediated NLRP3 inflammasome activation. Importantly, 

we show that Nano-SiO2 and/or Nano-TiO2 increased the mRNA expression of P2Y1R and 

P2Y2R whereas P2Y4R, P2Y6R, P2Y12R, PY13R, P2X4R and P2X7R mRNA were 

downregulated in primed murine macrophages. Inhibition of phospholipase C-beta (PLC-β) 

which is activated downstream of P2Y1R and P2Y2R, was able to decrease IL-1β secretion 

suggesting a role for ATP via P2Y2R and ADP via P2Y1R through recruitment of Gq protein 

and PLC-β activation. When CD39, which degrades extracellular ATP into ADP and AMP, 

was inhibited using ARL67156 inhibitor, this allows to better measure eATP levels and we 

also observed increased production of IL-1β in response to nanoparticles. In these conditions, 

we probably promote IL-1β secretion through the ATP specific P2Y2 receptor. On the 

contrary, in presence of adenosine deaminase (ADA), IL-1β was greatly but not totally 

reduced pointing out an additional important role for adenosine as a major ATP-derived 
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signaling nucleoside promoting IL-1β secretion induced after Nano-SiO2 or Nano-SiO2 

macrophage activation. Importantly, we show that Nano-SiO2 and Nano-TiO2 increased 

mRNA expression of A2A, A2B and slightly of A3 but not of A1 receptors. In addition, 

specific A2A and A2B inhibitors decreased IL-1β secretion whereas a small effect or no effect 

were observed which the specific A3 and A1 receptor antagonists respectively, confirming 

that adenosine is a crucial mediator of IL-1β secretion essentially through the high affinity 

A2A and the low affinity A2B adenosine receptors in response to nanoparticle activation in 

macrophages. Indeed, when adenosine was degraded by ADA, we observed a decrease of 

eATP levels probably due to a shift in the balance of the ATP/ADP to adenosine towards 

adenosine degradation and this reduction in ATP, ADP and adenosine, allowed to greatly 

reducing IL-1β secretion probably through signaling by P2Y2, P2Y1, A2A and A2B receptors. 

Total inhibition of IL-1β secretion was however not observed. In fact, the decrease in 

extracellular adenosine levels may be rapidly compensated by intracellular adenosine release 

through equilibrium nucleoside transporters (ENTs) or concentrative adenosine transporters 

(CNTs), which allow rapid restoration of the balance between intracellular and extracellular 

adenosine. 

In addition, we observed that exogenous adenosine potentiates IL-1β secretion induced by 

nanoparticles, strengthening the role of adenosine as an essential signal in NLRP3 

inflammasome triggering. We also report that high doses of adenosine (1-5 mM) were able to 

directly promote the secretion of IL-1β by human macrophages. The use of THP1 

macrophages stably expressing short hairpin RNA (shRNA) specific for NLRP3 or ASC, 

showed that IL-1β secretion induced by high dose of adenosine is dependent on the NLRP3 

inflammasome. Since eATP levels were also increased, this suggests that high dose adenosine 

may lead to adenosine intracellular uptake through ENTs or CNTs leading to an increase in 

intracellular ATP and to a subsequent release of ATP which may be responsible for the 
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increase in IL-1β secretion. Nevertheless, high dose adenosine may also act directly through 

activation of the low affinity adenosine receptors leading to direct effect on NLRP3 

inflammasome activation. These data show for the first time that adenosine is a direct 

activator of the NLRP3 inflammasome through purinergic adenosine receptors.  

In order to evaluate the role of adenosine in pulmonary inflammation we exposed mice to 

Nano-SiO2. Our in vivo results indicate that adenosine produced rapidly after nanoparticle 

exposure has proinflammatory effect and that irreversible degradation of adenosine to inosine 

by ADA treatment reduced early inflammation. Our data suggest that adenosine produced 

locally may be detrimental in this model. Indeed it was shown that a surge in extracellular 

adenosine in response to pathological conditions may be accompanied by increased levels of 

inflammatory cytokines such as IL-1β and TNF (Schingnitz et al., 2010). Several studies have 

indicated that extracellular adenosine levels can rise from the baseline (20–300nM) to the low 

micromolar range in conditions of extreme physiology (Chen et al., 2013). In ischemic areas 

or after massive tissue trauma leading to cell death by necrosis, extracellular adenosine levels 

can even increase to ~30μM
 
(Chen et al., 2013). Adenosine receptor signaling in pathological 

conditions depends largely on increased levels of adenosine. 

Nanoparticles are known to exacerbate respiratory diseases such as asthma and COPD 

(Hussain et al., 2010). Their toxicity or inflammatory effects depend on nanoparticle shape 

and size and amount of metal ion released (Raghunathan et al., 2013). Cobalt-chromium 

nanoparticles were shown to induce human fibroblast damages across an intact cellular barrier 

without crossing the barrier, through transmission of ATP via hemichannels and pannexin 

channels and intercellular signaling (Bhabra et al., 2009). Nevertheless, until now adenosine 

was not described in nanoparticle-mediated damage or inflammation. 

In conclusion, we report a role for ATP-derived adenosine in NLRP3 inflammasome 

activation in vitro in macrophages and in vivo in acute lung inflammation induced by airway 
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exposure to nanoparticles. In attempt to summarize our data, we propose the model presented 

in Figure 8.   
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Figure 1. Nano-TiO2 or Nano-SiO2 particles trigger active ATP release and IL-1β secretion through purinergic signaling and 

pannexin/connexin hemichannel activity 

Nano-SiO2 (A) or Nano-TiO2 (B) triggered active release of ATP in the supernatant by PMA-primed THP1 that peaks between 3-4 

h. This ATP release was correlated with a secretion of IL-1β (A-B). Nano-ZnO did not induce ATP release or IL-1β secretion (C). 

MTT assay revealed no significant change in cell viability at studied time points (D). ARL67156 (50 µM) was adding to supernatant 

during stimulation to limit ATP catabolism (A-D). IL-1β secretion upon Nano-SiO2 or Nano-TiO2 was attenuated in THP1 cells 

stably expressing shRNA directed against ASC (sh ASC) or NLRP3 (sh NLRP3) in comparison to THP1 transfected with lamin-

specific shRNA (sh CTL) (E). Nano-ZnO did not induce IL-1β secretion after 4 h of stimulation (E). Specific inhibition of P2X7R 

by A740003 partially decreased ATP release and IL-1β secretion by PMA-primed THP1 upon 4 h nanoparticles stimulation (F and 

G). Connexin/pannexin channel blocker carbenoxolone (Cbx) and connexin channel blocker flufenamic acid (FFA) reduced both 

ATP release and IL-1β secretion upon Nano-SiO2 or Nano-TiO2 (F and G). MTT assay revealed no difference between conditions 

(H). PMA-primed THP1 stimulated 4 h with 200µM of ATP, ADP, or their stable derivatives ATPγS or ADPβS, greatly increased 

IL-1β production in response to nanoparticles, whereas these nucleotides had not effect alone (I). Nanoparticles are at the 

concentration of 250µg/ml (A-H) or 125µg/ml (I). Data are representative of 2-4 independent experiments. 
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Figure 2. Nano-TiO2 or Nano-SiO2 induced IL-1β in mouse macrophages is dependent on purinergic signaling 

IL-1β production by LPS-primed BMDM stimulated for 6 h with Nano-SiO2 or Nano-TiO2 was dose dependently decreased by P2R 

antagonists suramin (200, 400 or 600µM) and oATP (100, 200 or 400µM) (A). Cbx (50 or 100µM) and FFA (25, 100 or 250µM) 

reduced significantly IL-1β release by murine macrophages (B). Western blotting analysis of 30µl LPS-primed BMDM supernatant 

(SN) confirmed that FFA (100µM), Cbx (50µM) oATP (200µM) or A740003 (100µM) strongly reduced the secretion of mature 

17kD IL-1β form in response to Nano-SiO2 or Nano-TiO2 (C). As the same way, FFA, Cbx or oATP significantly reduced 

autoproteolytic cleavage of the pro-caspase-1 into the secreted p10subunit (D). Stimulation of BMDM with ATP (5mM, 45 min) 

induced mature IL-1β (C) and caspase-1 (D) releases in supernatant whereas Nano-ZnO did not induce these maturations (C-D). 

BMDM extracts (XT) prepared from the same experiments were blotted with anti-β-actin, anti-pro-IL-1β and anti-pro-caspase-1 for 

control (C-D). Molecular weight markers are shown at the right (C-D). BMDM were stimulated with 250µg/ml nanoparticles during 

6 h. Data are representative of 3 independent experiments. 

20/34 

111 



112 
 

 

 

  
Figure 3. Nanoparticles induce IL-1β secretion through metabotropic purinergic receptors P2YR signaling by murine 

macrophages 

Quantitative PCR analysis of P2X7, P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y12 and P2Y13 receptor mRNA in LPS-primed BMDM, 

stimulated 4 h with Nano-SiO2 or Nano-TiO2 (250µg/ml) (A). P2Y1R (for Nano-SiO2 only) and P2Y2R mRNA were increased 

whereas P2X7R, P2Y4R, P2Y6R, P2Y12R and PY13R mRNA were slightly reduced 4 hours after Nano-SiO2 or Nano-TiO2 

stimulation (A). IL-1β production by LPS-primed BMDM was slightly decreased with P2Y1 inhibitor MRS2500 (B) whereas no 

effects were observed with P2Y6 inhibitor MRS2578 (C) and P2Y12 inhibitor MRS2395 (D) upon nanoparticles (250µg/ml) 

stimulation. Using PLC-β inhibitor U73122, IL-1β release by BMDM was dose-dependently decreased (E). Data are representative 

of 2-3 independent experiments. 
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Figure 4. Nanoparticles induce mature IL-1β secretion through adenosine and P1 receptor signaling  

LPS-primed murine BMDM were stimulated for 6 h with Nano-SiO2 or Nano-TiO2 in presence of increasing concentration of 

apyrase grade VII (0.3, 1, 3 or 10 U/ml) (A). Nano-SiO2- and Nano-TiO2-induced IL-1β was first slightly decreased and then rapidly 

increased (A). LPS-primed BMDM were also stimulated 6 h with Nano-SiO2 or Nano-TiO2 and with increasing doses of ADA (0.3, 

1, 3 and 10 U/ml) (B). (ADA was able to go down IL-1β production by 50% dose dependently (B). Apyrase grade VII or ADA alone 

had no effect on IL-1β secretion by murine macrophages (A-B). Data are representatives of 3 independent experiments. 
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Figure 5. A2A, A2B and A3 receptors were involved in NLRP3 inflammasome activation 

Quantitative PCR analysis of P1 receptor expression in LPS-primed BMDM stimulated 4 h with Nano-SiO2 or Nano-TiO2. A2A and 

A2B mRNA were greatly increased by nanoparticles whereas A3 mRNA was slightly increased only by Nano-TiO2 and A1 

expression remained unchanged (A). The specific A2A (SCH58261), A2B (MRS1754) and A3 (MRS1523) inhibitors decreased dose 

dependently IL-1β production by LPS-primed BMDM whereas specific A1 inhibitor (DPCPX) presented no inhibitory effect on 

IL-1β secretion (B-E). Inhibitor concentrations were 0.1, 0.3, 1, 3 and 10 µM for DPCPX and SCH58261 and 0.3, 1, 3, 10 and 

30 µM for MRS1754 and MRS1523; inhibitors alone did not induce IL-1β production after 6 h (B-E). Nanoparticles are used at 

250µg/ml or 200µg/ml and 300µg/ml for Nano-SiO2 and Nano-TiO2 respectively. Data are representatives of 2-4 independent 

experiments. 
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Figure 6. IL-1β secretion and ATP release adenosine-induced depend on NLRP3 inflammasome activation in THP1 human 

macrophages 

Adenosine potentiated eATP release (A) and IL-1β secretion (B) upon nanoparticles stimulation. Adenosine alone was sufficient 

to induce IL-1β secretion by PMA-primed THP1 in a dose dependent manner (C). Caspase-1 specific inhibitor, Z-YVAD-fmk (5 

µM), remarkably reduced adenosine and/or nanoparticles-induced IL-1β secretion; Z-YVAD-fmk had no effect alone (D). IL-1β 

secretion induced by Nano-SiO2 or Nano-TiO2 was reduced in THP1 sh NLRP3 or THP1 sh ASC in comparison to THP1 sh CTL 

(E) Adenosine-dose-dependent induction of IL-1β secretion was reduced in THP1 sh NLRP3 or THP1 sh ASC but not in unmodified 

THP1 or THP1 sh CTL (E). PMA-primed THP1 cells are stimulated during 6 h with 250µg/ml Nano-SiO2 and 500µg/ml Nano-

TiO2. Data are representative of 2-3 independent experiments. 
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Figure 7. Pumonary inflammation upon instillation of Nano-SiO2 is partially dependent on adenosine production 
Total cell (A) and neutrophil counts (B) in BALF from C57BL/6 mice instilled with saline solution or Nano-SiO2 (5mg/kg), treated 

or not intraperitoneally with adenosine deaminase (ADA, 5U/mouse). ADA alone was not sufficient to reduce cell recruitment but 

decreased Nano-SiO2-induced neutrophil recruitment (A-B). Nano-SiO2-induced KC (C) and IL-6 (D) in BALF and IL-1β (E) in 

lung homogenates were reduced with ADA. Data are representative of 2 independent experiments. 
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Figure 8. Schematic diagram illustrating the specific cascade and signaling pathway in LPS- primed macrophages stimulated 

with nanoparticles 

LPS priming induces transcription of pro-IL-1β gene upon activation of the transcription factor NF-κB (1). Nanoparticle uptake (2), 

fusion to lysosomes and phagolysosomes (3) lead, via an unknown mechanism, to release of ATP through pannexin/connexin 

hemichannels (4). This extracellular ATP (eATP) may activate ATP-gated P2X7 receptor (P2X7R) to amplify ATP release in a 

P2X7R dependent way (5). ATP or its derived catabolism products act through on other P1 or P2 (P2X and P2Y) purinergic 

receptors. In particular, ATP via P2Y2 and ADP through P2Y1 activate PLC-β which can lead to NLRP3 inflammasome via 

modulation of cellular Ca2+ and K+ flux (6). Adenosine (Ado), another hydrolyzed product of ATP, activates P1 receptors and 

precisely A2A, A2B and A3 receptors which can modulate NLRP3 inflammasome activation (7). Accumulation of extracellular 

adenosine is regulated by equilibrative and concentrative nucleotide transporters (ENTs and CNTs) and inside the cell, Ado can be 

metabolized into ATP to renewal ATP stock or amplify the signal (8). After NLRP3 receptor activation, NLRP3 inflammasome 

builds up and mature pro-IL-1β (9) into IL-1β which is secreted by macrophage (10). 
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Figure supplementary S1. A role for adenosine in ATP release and IL-1β secretion induced by nanoparticles in human 

macrophages 

PMA-primed THP1 were stimulated for 6 h with Nano-SiO2 in presence of increasing concentration of apyrase VII (A) or ADA (B). 

Nano-SiO2-induced eATP decreased by increasing apyrase VII whereas IL-1β remained constant (A). Both nano-SiO2-induced IL-1β 

and eATP secretions were ADA dose-dependently decreased (B). Apyrase VII or ADA alone had no effect on IL-1β and eATP 

secretions by human macrophages (A-B). Nano-SiO2 was used at 250µg/ml. Data are representative of 3 independent experiments. 
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METHODS 

Reagents 

Nano-SiO2 (10-20 nm) and Nano-TiO2 (20 nm, anatase) are purchased from IoLiTec 

(Heilbronn, Germany) and Nano-ZnO (20 nm) is a gift from Dr. Amir Yazdi (Lausanne, 

Switzerland). Nanoparticles were sonicated 30 min before each use and were used at 125-

500µg/ml in vitro or at 5mg/kg in vivo as mentioned. A740003 is a gift from Dr. F. 

Rassendren (Montpellier, France). ADA (A5168), ADP, ADPβS, apyrase grade VII (A6535), 

ARL67156, ATP, ATPγS, Cbx (carbenoxolon), DPCPX, FFA (flufanemic acid), MRS1523, 

MRS1754, MRS2500, oATP (periodate oxidized ATP), PMA (phorbol 12-myristate 13-

acetate), SCH58261 and U73122 were from Sigma (St. Quentin Fallavier, France), suramin 

(574625) from VWR (Fontenay-sous-bois, France), LPS (lippopolysaccharide from 

Escherichia coli, serotype 055:B5) from Invivogen and Z-YVAD-fmk from Tocris (Bristol, 

United Kingdom).  

 

Mice 

C57BL/6 wild-type mice were used. Mice were bred in our animal facility (CNRS, Orleans). 

Eight to ten weeks used animals were kept in sterile isolated ventilated cages. All animal 

experiments complied with the French Government’s ethical and animal experiment 

regulations. 

 

Lung inflammation model 

Nano-SiO2 in saline (5mg/kg) or vehicle alone were administered by intranasal instillation 

under light ketamine (Imalgène 1000) – xylasine (Rompun 2%), and bronchoalveolar lavage 

(BAL) and lung tissue were assayed after 6 hours as precised for markers of inflammation, 

including cell recruitment and in particular neutrophil influx, chemokine and cytokine levels, 
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such as KC and IL-6. The lungs were homogenized within 10 mM potassium phosphate 

buffer containing 0.1 mM EDTA (Sigma). The homogenates were centrifuged at 10,000 rpm 

for 10 minutes and the supernatants were stored at -20°C for further analysis. IL-1β level in 

supernatants was determined using ELISA assay kits (Mouse DuoSet, R&D system, 

Minneapolis, USA) according to manufacturer’s instructions. 

 

BAL, cell count and determination 

BAL was performed as previously described (Gasse et al., 2009). Total cell count was 

determined in BAL fluid (BALF) after dilution with Turk’s solution (Merck, Darmstadt, 

Germany) on Malassez’s. Differential cell counts were performed on cytospin preparations 

(Shandon CytoSpin 3, Thermo Scientific, Illkirch, France) after staining with May-Grünwald-

Giemsa stain (Diff Quick, Medion Diagnostics, Düdingen, Switzerland) according to 

manufacturer’s instructions. Differential cell counts were made on 250 cells using standard 

morphologic criteria. 

 

THP1 culture and stimulation 

Monocyte/macrophage THP1 cells are a gift from Dr. Amir Yazdi (Lausanne, Switzerland). 

THP1 cells were cultured in RMPI Medium 1640 (Gibco, Illkirch, France) with 10% fetal calf 

serum (Hyclone, Cramlington, UK) and penicilin (100U/ml, Invitrogen). For experiments, 

THP1 were differentiated 3 hours with 0.5 mM PMA, washed and overnight plated 

(2.10
5
cells/well) in microtest plates (Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, USA). Cells 

were stimulated for indicated times, supernatant collected for immediately ATP measurement 

and/or IL-1β quantification. 

Cell death was monitored by MTT using standard protocol. Thiazollyl blue tetrazolium 

bromide (Sigma) solution was added onto the cells after supernatant collection and incubated 
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for 2 h at 37°C. 10% SDS acetic acid solution is then added. MTT reduction to formazan was 

quantified by absorbance microplate reader (EL800, BioTek, Colmar, France) at 610 nm 

(KC4 software). 

Sh RNA THP1 

THP1 stably expressing sh (short hairpin) RNA against lamin (“sh CTL”), ASC and NLRP3 

are kind gifts of Dr. Fabio Martinon (Lausanne, Switzerland) and were obtained as previously 

described (Pétrilli et al., 2007). sh RNA THP1 cells were cultured in RMPI Medium 1640 

(Gibco) with 10% fetal calf serum (Hyclone) and 4µg/ml puromycin (Gibco). Cell priming 

and stimulation are the same as that described for THP1 cells. 

 

ATP measurement  

Extracellular ATP in medium supernatant was quantified using ATP Lite one step kit (Perkin 

Elmer, Courtaboeuf, France). To avoid cellular debris, supernatants were briefly 

centrifugated. Luminescence produced was measured by a luminometer (Mithras, Mikrowin 

2000 software, Berthold Technologies, Thoiry, France). 

 

BMDM culture and stimulation  

Primary bone marrow-derived macrophages (BMDM) were obtained from femoral bone 

marrow as described (Muller et al., 1996). In brief, cells from the femur of C57BL/6 mice 

were isolated and cultured at 10
6
 cells/ml for seven days in Dulbecco’s minimal essential 

medium (DMEM, Sigma) supplemented with 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 

(Müller et al., 1996). The BMDM were plated in 96-well microculture plates (at 

2.10
5
 cells/well) and stimulated with 100 ng/ml LPS during 3 hours to induce pro-IL-1β 
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production. Cell supernatants were collected after 6 hours of particle stimulation and analyzed 

immediately for cytokine content or stored at -80°C. Absence of cytotoxicity of the different 

stimuli used was verified by MTT using standard protocol.  

 

Quantitative RT-PCR 

BMDM cells were plated in 6-well microculture plates (at 5.10
6
 cells/well), stimulated with 

LPS during 3 h, washed and stimulated with particles during 4 h. Cell supernantants were 

removed for further cytokine content analyses. RNA was extracted from BMDM cells using 

the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) and particles removed (10,000 g, 10 min, 

4°C). All murine primers were synthetized by Qiagen. Expression of A1, A2A, A2B, A3, 

NLRP3, P2X7, P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y12 and P2Y13 receptor mRNA, relative to 

housekeeping 18S mRNA, was analyzed using Quantitect gene expression assays (Qiagen). 

Reverse transcription was performed by SuperScript III Reverse Transcriptase (Fisher 

Invitrogen). Amplification conditions were as follows: 10 min at 95°C and 40 cycles of 30 s 

at 95°C, 1 min at 55°C and 1 min at 72°C. RT-PCR was performed starting from 500 ng total 

RNA using a Stratagene Mx3005P real-time PCR system (Agilent Technologies, Massy, 

France). For all experiments, biological quadricate and technical triplicate were performed. 

 

Immunoblotting 

BMDM cells were plated in 12-well microculture plates (at 3.10
6
 cells/well), stimulated with 

LPS during 3 h, washed and stimulated with particles during 6 h. Supernatants were collected 

and stored at -20°C for further analysis. BMDM were washed with cold PBS and scraped in 

lysis buffer solution (150 mM NaCl, 10 mM Tris, pH 8, 1 mM EDTA, 0.2% SDS and 

1% Nonidet P-40) supplemented with a protease inhibitor cocktail (1%) and pefabloc 

(0.1 mg/ml) (Roche Applied Science, Meylan, France). Lysis extracts were sonicated and 
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after centrifugation, supernatants were collected and protein content measured (DC protein 

assay, Bio-Rad, Munich, Germany). Proteins were denatured by boiling (95°C, 5 min), 

separated by SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose membranes. The membranes were 

immunoblotted with primary goat anti-IL-1β antibody (Sigma Aldrich) or rabbit 

anti-caspase-1 p10 (Santa Cruz Biotechnology) and proteins detected with appropriate 

secondary antibody followed by enhanced chemiluminescence (ECL, Fisher, Illkirch, France). 

 

Statistical Analysis 

Statistical evaluation of differences between the experimental groups was determined by 

ANOVA followed by Bonferroni test using Prism 5.0 software (GraphPad). P values <0.05 

were considered statistically significant. 
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3ème partie: L’IL-33 et son récepteur ST2 modulent l’inflammation 

pulmonaire induite par les nanoparticules (Article 3) 
 

L’inflammation pulmonaire suite à l’exposition de souris aux nanoparticules d’oxydes de métaux  

est régulée par l’axe IL-33/ST2 

 

Ludivine Baron, Noëlline Guillou, Aurélie Gombault, Bérengère Villeret, Bernhard Ryffel et Isabelle 

Couillin 

 

Comme nous l’avions précédemment établi, l’exposition pulmonaire aux nanoparticules de silice et 

de titane induit chez la souris une inflammation de type Th1 avec recrutement de neutrophiles et 

production d’IL-1α et d’IL-1β dans les voies aériennes. Dans les résultats ci-dessous, nous montrons 

que ces nanoparticules permettent également la production d’une autre cytokine de la famille de 

l’IL-1, l’IL-33. Comme pour le recrutement cellulaire et les IL-1, la production d’IL-33 est dépendante 

de la concentration des nanoparticules instillées. L’IL-33 peut jouer le rôle d’alarmine et de cytokine 

pro-inflammatoire. Elle est générallement étudiée dans des maladies de type Th2 comme l’asthme 

allergique (Oshikawa et al., 2001), même si une littérature sur son rôle dans les réponses de type Th1 

commence à émerger. L’IL-33, produite sous forme Full-Length (FL), est biologiquement active, et son 

clivage par des protéases de neutrophiles augmente son activité (Lefrançais and Cayrol, 2012). Nos 

résultats montrent qu’en réponse aux nanoparticules de silice, l’IL-33 est dosée dans les poumons, à 

la fois sous forme FL et sous des formes clivées. Il reste à déterminer si l’élastase et la cathepsine G, 

qui sont toutes deux des protéases de neutrophiles, sont responsables de ces clivages. 

Nous avons également étudié la réponse inflammatoire aux nanoparticules des souris déficientes 

pour la chaine ST2 ou IL-1RL1 du récepteur ST2 à l’IL-33. Nos données indiquent que ces souris ST2-/- 

présentent une inflammation exacerbée. Au contraire, si nous administrons de l’IL-33 exogène à des 

souris sauvages, nous montrons une diminution des paramètres inflammatoires induits par les 

nanoparticules de silice. Cependant, l’IL-33 exogène est également responsable d’un recrutement 

d’éosinophiles dans les voies aériennes. 

Nos résultats suggèrent que l’IL-33, produite en réponse aux nanoparticules, pourrait moduler la 

réponse inflammatoire et plus précisément l’activation de l’inflammasome NLRP3. 

Ces données n’ont pas encore été publiées.  
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RESUME 

 

L’exposition aux nanoparticules de SiO2 et de TiO2 induit une inflammation aiguë caractérisée par un 

afflux de cellules inflammatoires, comme les neutrophiles, et la production de cytokines pro- 

inflammatoires : interleukines-1 alpha (IL-1α) et beta (IL-1β). Nous avons précédemment montré le 

rôle essentiel de la chaine IL-1R1 du récepteur à l’IL-1 (Yazdi et al, PNAS 2010). L’IL-33, une 

cytokine pro-inflammatoire de la famille de l’IL-1, a été impliquée dans les maladies inflammatoires 

de type Th2 comme l’asthme allergique caractérisée par un recrutement d’éosinophiles. De façon 

similaire à l’IL-1α, et contrairement à l’IL-1β, la pro-forme produite (« Full-Length », FL) de l’IL-33 

est active, mais son clivage par des enzymes comme l’élastase de neutrophiles augmente fortement son 

activité biologique. La libération de la pro-forme de l’IL-33 par des cellules endommagées 

(épithéliales et endothéliales) constitue un signal de danger pour le système immunitaire. Dans cet 

article, nous étudions le rôle de l’IL-33 lors de l’inflammation pulmonaire induite suite à une 

exposition de souris aux nanoparticules et en particulier aux nanoparticules de dioxyde de silice (nano-

SiO2). Cette inflammation se caractérise par une réponse aiguë de type Th1 (T helper type 1) avec la 

production d’IL-1α et d’IL-1β, ainsi que le recrutement de neutrophiles. Nous montrons que la réponse 

inflammatoire aux nano-SiO2 est exacerbée chez les souris déficientes pour la chaine ST2 du récepteur 

de l’IL-33. Nous mettons en évidence la présence de la pro-forme et de différentes formes clivées 

d’IL-33 dans les poumons en réponse aux nanoparticules. De plus, l’administration d’IL-33 exogène 

permet de moduler la production de cytokines pro-inflammatoires induite par les nanoparticules. Elle 

est également à l’origine du recrutement d’éosinophiles. Nos résultats indiquent donc que l’exposition 

aux nanoparticules provoque la production d’IL-33, celle-ci étant maturée et capable de réguler 

l’inflammation pulmonaire aiguë caractérisée par l’influx de neutrophiles et la sécrétion de cytokines 

pro-inflammatoires comme l’IL-1β, via l’activation de son récepteur ST2. Cet effet anti-inflammatoire 

de l’IL-33 pourrait permettre d’envisager des pistes pour diminuer l’inflammation induite par les 

nanoparticules ou par tout autre activateur de l’inflammasome NLRP3.  

 

2/19 



129 
 

INTRODUCTION 

 

L’Interleukine-33 (IL-33) est une cytokine de la famille de l’IL-1 pour laquelle un rôle d’ « alarmine » 

vis-à-vis du système de défense immunitaire lors de dommages cellulaires a récemment été attribué 

(Cayrol and Girard, 2009). L’IL-33, également nommée IL-1F11 et initialement appelée NF-HEV 

(Nuclear Factor from High Endothelial Venules) (Baekkevold et al., 2003), est libérée par des cellules 

épithéliales et endothéliales et des macrophages lors d’infections (Humphreys et al., 2008), 

d’inflammations (Kurowska-Stolarska et al., 2009) ou de lésions tissulaires (Lüthi et al., 2009). Pour 

plusieurs organes, l’IL-33 apparaît être à l’origine de la production de cytokines pro-inflammatoires de 

type Th2 (T helper type 2) (Schmitz et al., 2005) suggérant son implication dans des maladies comme 

l’allergie (Préfontaine et al., 2009), les atopies (Pushparaj et al., 2009) et la fibrose (Rankin et al., 

2010; Wynn, 2004). L’IL-33 est reconnue par la chaine ST2 du récepteur (Suppression of 

Tumorigenicity 2), aussi connue sous le nom d’IL-33Rα ou d’IL-1RL1, de différentes populations 

cellulaires : mastocytes, basophiles, éosinophiles, lymphocytes Th2, NK (Natural Killers), NKT 

(Natural Killers T) (Smith, 2010) ainsi que les ILC (Innate Lymphoid Cells) (Monticelli, Laurel A. et 

al., 2011), récemment découverts chez la souris et l’Homme. Le récepteur ST2 est soit exprimé à la 

surface cellulaire (le ST2L, lié à la membrane), soit libre dans les compartiments extracellulaires (le 

sST2 ou ST2 soluble) où il agit comme un leurre pour se fixer à l’IL-33 et inhiber efficacement son 

activité (Hayakawa et al., 2007). L’augmentation de sST2 dans le sérum est un bio-marqueur de 

maladies telles que l’asthme allergique (Oshikawa et al., 2001) et la FPI (Fibrose Pulmonaire 

Idiopathique) (Tajima et al., 2003). Une fois l’IL-33 reconnue par la chaine ST2, celle-ci se lie à la 

chaine accessoire du récepteur de l’IL-1 (IL-1RAcP) activant la voie de signalisation NF-κB (Nuclear 

Factor Kappa B) (Schmitz et al., 2005). Plusieurs études ont rapporté l’effet inhibiteur du sST2 dans 

des maladies inflammatoires ce qui permet de proposer l’axe IL-33/ST2 comme ayant potentiellement 

des effets pro- et anti- inflammatoires (Hayakawa et al., 2007; Yin et al., 2011). 

Contrairement à l’IL-1β de la même famille, la forme complète de l’IL-33 est biologiquement active et 

est inhibée lors de son clivage par les caspases (Cayrol and Girard, 2009; Lüthi et al., 2009) ce qui 
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permet de rendre l’IL-33 immunologiquement « silencieuse » pendant l’apoptose cellulaire. 

Cependant, les rôles physiologiques de l’IL-33 dans les lésions pulmonaires sont encore peu étudiés. 

Une étude a récemment démontré dans un modèle murin d’atteinte pulmonaire aiguë associée à une 

infiltration tissulaire de neutrophiles, que l’élastase et la cathepsine G, deux protéases produites par les 

neutrophiles, clivent l’IL-33, ces formes clivées étant retrouvées dans les lavages bronchoalvéolaires 

(LBA) (Lefrançais et al., 2012). Nous avons précédemment décrit l’activation de l’inflammasome 

NLRP3 (NLR (Nod-Like Receptor) pyrin domain containing 3) par des nanoparticules de dioxyde de 

titane (nano-TiO2) et l’inflammation pulmonaire sous-jacente via la sécrétion d’IL-1β et l’influx de 

neutrophiles (Yazdi et al., 2010). Ces particules sont, au même titre que les nanoparticules de dioxyde 

de silice (nano-SiO2), des oxydes métalliques inorganiques fréquemment utilisés et synthétisés dans 

l’industrie. Les nanoparticules, définies par une taille comprise entre 1 et 100 nm (Auffan et al., 2009), 

se caractérisent par des propriétés innovantes, attractives pour l’économie et la recherche, mais qui 

peuvent aboutir à de nouveaux effets biologiques et donc à des effets indésirables pour la santé et 

l’environnement (Oberdörster et al., 2005). 

Au cours de cette étude, nous étendons notre recherche au rôle potentiel de l’IL-33 libérée lors de 

dommages des cellules épithéliales et à son éventuel clivage par des protéases de neutrophiles dans 

l’inflammation pulmonaire induite par les nanoparticules. 
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RESULTATS 

 

Les nano-SiO2 provoquent une inflammation pulmonaire associée à une production d’IL-33 sous 

formes longue et clivées  

Comme nous l’avons précédemment décrit pour les nanoparticules de TiO2 (Yazdi et al., 2010), 

l’administration intranasale de nanoparticules de SiO2 induit une réponse inflammatoire (Figure 1). La 

chimiokine responsable du chimiotactisme des neutrophiles, KC ou CXCL10 (Fig. 1C), ainsi que les 

cytokines pro-inflammatoires IL-1α (données non incluses), IL-1β (Fig. 1D), IL-6 (données non 

incluses) et IL-33 (Fig. 1E) sont sécrétées dans les LBA (données non incluses) et dans le tissu 

pulmonaire après une instillation de nanoparticules. L’inflammation induite par l’administration de 

nano-SiO2 est dose-dépendante (Figure 1). Le recrutement dans les voies respiratoires des cellules 

inflammatoires dont les neutrophiles est optimal à 24 h dès la dose 5 mg de nano-SiO2 par kg (Fig. 

1A-B). La production de cytokines et de chimiokines dans les poumons en réponse aux nanoparticules 

est la plus efficace pour 10 mg/kg (Fig. 1C-E). L’augmentation de ces paramètres inflammatoires est 

reflétée par une élévation de la quantité de protéines dans les poumons (Fig. 1F). Nous avons 

déterminé les différentes formes d’IL-33 présentes dans les surnageants de poumons de souris 

contrôles et de souris instillées avec 5 ou 15 mg/kg de nanoparticules (Fig. 1G) par Western Blot. La 

première observation est que, de façon surprenante, les formes clivées sont également produites chez 

les souris contrôles mais de façon moindre que chez les souris traitées. Cependant, la pro-forme (Full-

Length) IL-33 de 33 kDa constitue la forme majoritaire pour les souris contrôles. L’IL-33 FL et les 

différentes formes clivées d’environ 15-25 kDa sont particulièrement exprimées chez les souris 

instillées avec les nanoparticules et de façon dépendante de la dose de nano-SiO2. L’IL-33 étant 

produite dans les poumons de souris après administration intranasale de nanoparticules, nous nous 

sommes intéressés à son rôle dans la mise en place et / ou la régulation de cette inflammation 

pulmonaire. 
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Les souris déficientes en ST2 présentent une inflammation pulmonaire exacerbée en réponse aux 

nanoparticules 

L’utilisation de souris déficientes pour le récepteur ST2 (ST2
-/-

) montre que l’afflux de cellules totales 

(Fig. 2A) et de neutrophiles dans l’espace bronchoalvéolaire (Fig. 2B) et les productions de 

chimiokine KC (Fig. 2C), des cytokines pro-inflammatoires IL-1α (Fig. 2D), IL-1β (Fig. 2E) et IL-33 

(Fig. 2F) dans les poumons, sont fortement augmentés chez ces souris, en comparaison aux souris 

sauvage (C57BL/6). Des résultats similaires sont obtenus après instillation de nanoparticules de titane 

(nano-TiO2) (Fig. supplémentaire 1). Le recrutement d’éosinophiles est négligeable, même après 

instillation de nanoparticules, et n’est pas exacerbé chez les souris ST2
-/-

 (Fig. supplémentaire 2A). De 

même, la chimiokine TARC, qui est un chimioattractant des lymphocytes T, est produite en quantité 

similaire entre les groupes de souris sauvages et déficientes (Fig. supplémentaire 2B). Le taux de 

cytokine IL-5, caractéristique d’une réponse Th2 et connue pour induire le recrutement des 

éosinophiles, reste inchangé dans les poumons pour les différents groupes de souris indiquant que 

celle-ci ne joue pas de rôle dans l’inflammation aux nanoparticules (Fig. supplémentaire 2 C). 

 

L’IL-33 exogène diminue partiellement la réponse inflammatoire pulmonaire induite par 

l’exposition aux nanoparticules 

En parallèle aux groupes de souris contrôles et à ceux instillés avec 5mg/kg de nano-SiO2, nous avons 

ajouté 0,5 µg d’IL-33 recombinante murine (forme 109-266 acides aminés) dans la solution 

d’instillation puis sacrifié les animaux à 24 heures (Figure 3). L’IL-33 exogène n’a pas d’impact sur le 

recrutement de cellules totales (Fig. 3A) et de neutrophiles (Fig. 3B) alors que la production de la 

chimiokine KC est nettement diminuée dans les poumons (Fig. 3C). De même, la cytokine IL-1α (Fig. 

3D) n’est pas affectée alors que la production d’IL-1β (Fig. 3E) est significativement diminuée dans 

les poumons pour les souris traitées avec de l’IL-33 en plus des nanoparticules. L’IL-33 exogène 

induit partiellement une réponse de type Th2 avec l’augmentation du recrutement des éosinophiles, 

surtout pour le groupe traité avec les nanoparticules (Fig. 3F). En conditions physiologiques, les 

éosinophiles sont quasiment absents de l’espace broncho-alvéolaire et les nanoparticules de silice 
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induisent une augmentation négligeable de cette population cellulaire (Fig. 3F). Le recrutement 

d’éosinophiles peut être corrélé avec la présence de cytokines comme l’IL-4 et l’IL-5 et des 

chimiokines dont TARC et l’éotaxine. Le dosage de TARC montre d’ailleurs une induction de cette 

chimiokine par les nano-SiO2 mais aussi suite à l’administration d’IL-33 avec ou sans nanoparticules 

(Fig. 3G). A l’inverse, la cytokine de type Th2, IL-5, reste à un taux basal même après l’instillation de 

nanoparticules et / ou d’IL-33. 
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DISCUSSION 

 

L’instillation de nanoparticules qui permet de mimer une exposition pulmonaire a pour conséquence 

une inflammation des voies aériennes. Nous avons montré que les nanoparticules sont des activateurs 

de l’inflammasome NLRP3 et que l’exposition des voies respiratoires de souris aux nanoparticules de 

TiO2 provoque une inflammation aiguë dépendante de l’IL-1 et de son récepteur IL-1R (Yazdi et al., 

2010). Nous montrons que l’exposition des souris aux nanoparticules de SiO2 conduit également à la 

production de cytokines pro-inflammatoires mais aussi à celle de chimiokines qui permettent le 

recrutement des neutrophiles inflammatoires. Nous observons une forte corrélation entre l’intensité de 

la réponse inflammatoire et la concentration de nanoparticules. Alors que les nanoparticules induisent 

la production de cytokines pro-inflammatoires telles que les IL-1α et IL-1β, de l’IL-33 est également 

produite dans les voies respiratoires. L’IL-33 est constitutivement présente dans le noyau cellulaire 

comme facteur de transcription. Elle peut être libérée lors de l’endommagement cellulaire comme 

signal de danger ou alarmine. L’IL-33 joue un rôle clé dans des pathologies ou des réponses 

immunitaires de type Th2 comme l’asthme allergique ou la défense de l’organisme contre les vers. 

Cependant, l’IL-33, initialement considérée comme une cytokine pro-allergique impliquée dans les 

réponses de type Th2, aurait également un rôle crucial dans l’amplification des réponses mucosales et 

systémiques innées (Oboki et al., 2010b). Tout comme les membres de la famille de l’IL-1 cités 

précédemment, nous montrons qu’elle est produite de façon dose-dépendante par rapport à la quantité 

de nanoparticules administrée. L’analyse protéique dans les poumons révèle que la pro-forme ainsi 

que les formes clivées de l’IL-33 peuvent être détectées chez les souris instillées avec du sérum 

physiologique, avec comme forme majoritaire l’IL-33 FL. L’IL-33 mesurée dans les broyats de 

poumons correspond à la pro-forme présente dans les noyaux, les cytoplasmes et l’espace 

extracellulaire et aux différentes formes clivées présentes uniquement dans l’espace extracellulaire. 

Nous observons une augmentation à la fois des formes FL et clivées de l’IL-33 suite à l’exposition aux 

nanoparticules, en corrélation avec la concentration administrée. Nous montrons donc que les 

nanoparticules induisent une production d’IL-33 in vivo ce qui a été observé dans un autre modèle 
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d’inflammation pulmonaire aiguë chez la souris, suite à l’administration d’acide oléique (Lefrançais et 

al., 2012).  

L’IL-33 se lie sur le récepteur ST2 (encore appelé IL-1RL1) qui est retrouvé sous deux formes : 

membranaire ou libre. Les souris déficientes en ST2 (ST2
-/-

) ont une mutation dans le gène de la 

chaine IL-1RL1 ce qui invalide les deux formes de ce récepteur (Townsend et al., 2000). En utilisant 

ces souris, nous montrons que, même si la réponse basale est comparable à celle des C57BL/6, les 

nanoparticules de silice induisent une inflammation pulmonaire exacerbée.  

Afin de mieux cerner le rôle de l’IL-33 produite et / ou libérée, nous avons étudié la réponse 

inflammatoire induite par nano-SiO2, en présence ou non d’IL-33 recombinante murine. Nous 

montrons que l’ajout de cette forme clivée (109-266) a pour conséquence une diminution significative 

des productions de KC et d’IL-1β dans les poumons mais pas du recrutement des neutrophiles. 

Cependant, l’IL-33 clivée (109-266) provoque un recrutement d’éosinophiles lequel est exacerbé 

quand elle est combinée aux nanoparticules. Comme le recrutement de ce type cellulaire dépend de 

certaines cytokines et chimiokines précises nous avons procédé aux dosages de l’IL-5 et de TARC. La 

cytokine de type Th2 IL-5, à l’inverse de la chimiokine TARC, n’est induite dans les poumons ni par 

les nanoparticules, ni par l’IL-33 recombinante. Pour TARC, l’IL-33 seule est suffisante pour induire 

une libération supérieure à celle induite par les nanoparticules. Cependant, il n’y a pas d’effet 

cumulatif à l’ajout simultané de l’IL-33 et de nano-SiO2 ce qui peut s’expliquer par l’atteinte d’un 

palier dans la sécrétion de cette chimiokine. A l’inverse de plusieurs études où le recrutement 

d’éosinophiles est médié par l’IL-33 et nécessite de l’IL-5 (Ikutani et al., 2012), l’éosinophilie induite 

par l’IL-33 exogène ne dépend pas de l’IL-5 (Schmitz et al., 2005).  

La forme soluble du récepteur ST2, qui fonctionne comme un leurre et un inhibiteur naturel de 

l’IL-33, est aussi connue pour être un bio-marqueur de pathologies comme l’asthme allergique et la 

FPI (Oshikawa et al., 2001; Tajima et al., 2003). Dans notre modèle, le sST2 n’est pas détectable dans 

le LBA et n’est pas augmenté dans le plasma ni le tissu pulmonaire en réponse aux nanoparticules de 

silice. Il ne semble donc pas jouer de rôle dans l’inflammation pulmonaire aux nanoparticules. 
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Notre hypothèse de travail est donc que l’axe IL-33/ST2 joue un rôle régulateur dans l’inflammation 

pulmonaire induite par les nanoparticules. La déficience en récepteur ST2 entraîne une exacerbation 

des paramètres inflammatoires tandis que l’ajout exogène de l’IL-33 module la réponse inflammatoire. 

Il serait intéressant d’identifier ultérieurement les différentes formes clivées d’IL-33 retrouvées dans 

les poumons pour établir si elles sont le produit de clivages d’IL-33 FL par de l’élastase ou de la 

cathepsine G de neutrophiles, ou par d’autres protéases. Tester chacune de ces formes in vivo 

permettrait aussi d’étudier leur potentiel pro- ou anti- inflammatoire d’abord dans notre modèle puis 

dans des modèles de réponse adaptative de type Th1. Il serait également judicieux d’étudier la 

présence d’autres cytokines anti-inflammatoires comme l’IL-10 et le TGF- mais aussi de rechercher 

les cellules productrices d’IL-33 au niveau des voies respiratoires.  

Cet effet anti-inflammatoire de l’IL-33 pourrait permettre d’envisager de nouvelles voies pour le 

traitement des maladies inflammatoires.  
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Figure 1 : Les formes matures et clivées de l’IL-33 sont détectées dans les poumons en réponse à des doses croissantes de nano-

SiO2  

Des souris C57BL/6 sont instillées avec du sérum physiologique seul ou des doses croissantes de nanoparticules de dioxyde de silice 

(nano-SiO2 ; 5, 10 et 15 mg/kg) puis sacrifiées 24 h après administration. Les cellules totales (A) et les neutrophiles (B) sont 

quantifiés dans les lavages broncho-alvéolaires (LBA) et les médiateurs pro-inflammatoires, la chimiokine KC ou CXCL10 (C) et 

les cytokines IL-1β (D) et IL-33 (E) dans les surnageants de poumons, par ELISA (C-E). La concentration de protéines totales dans 

les surnageants de poumons est quantifiée par la méthode Bradford (F). Les protéines (30 µg) de surnageant de poumons de souris 

contrôle et de souris instillées avec respectivement 5 et 15 mg/kg de nano-SiO2 (deux souris par groupe) sont co-migrées sur 

membrane et révélées par Western Blot avec un anticorps anti-IL-33 murin ; le marqueur de taille étant indiqué à gauche (G). Les 

graphiques et le Western Blot sont représentatifs de deux expériences indépendantes ; les résultats sont exprimés en moyennes et 

SEM. (*, P<0,05 ; ns, non significatif). 
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  Figure 2 : Les souris déficientes en ST2 présentent une inflammation pulmonaire exacerbée en réponse aux nanoparticules de 

silice 

Des nano-SiO2 sont administrées à des souris C57BL/6 ou ST2-/- à la concentration de 5 mg/kg. Les cellules totales (A) et les 

neutrophiles (B) ainsi que la chimiokine KC (C) et les cytokines IL-1α (D), IL-1β (E) et IL-33 (F) sont quantifiés dans les voies 

respiratoires des souris 24 h après instillation. Les résultats sont représentatifs de trois expériences indépendantes et sont exprimés en 

moyennes et SEM. (*, P<0,05 ; ns, non significatif). 
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  Figure 3 : L’IL-33 exogène diminue partiellement la réponse inflammatoire pulmonaire induite par l’exposition à nano-SiO2  

Des souris C57BL/6 sont instillées avec de la nano-SiO2 (5 mg/kg) ou du sérum physiologique seul puis sacrifiées 24 h après 

administration. En parallèle, des souris sont traitées avec de l’IL-33109-266 recombinante murine (0,5 µg/souris ; en intranasal). Les 

cellules totales (A) dont les neutrophiles (B) et les éosinophiles (F) sont quantifiés dans le LBA et les cytokines et chimiokines dans 

les surnageants de poumons, par ELISA (C-E ; G-H). Les résultats sont représentatifs de deux expériences indépendantes et sont 

exprimés en moyennes et SEM. (*, P<0,05 ; ns, non significatif). 
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  Figure supplémentaire 1 : Les souris déficientes en ST2 présentent une inflammation pulmonaire exacerbée en réponse aux 

nanoparticules de titane 

Des nanoparticules de dioxyde de titane (nano-TiO2) sont administrées en intranasal à la concentration de 7,5 mg/kg aux souris 

C57BL/6 ou ST2-/-. Les groupes contrôles sont constitués de souris ayant reçu la solution de sérum physiologique. Les cellules 

totales (A), et en particulier les neutrophiles (B), sont quantifiées dans les lavages broncho-alvéolaires (LBA) des souris effectués 24 

h après administration de nanoparticules ou de sérum physiologique. Les médiateurs pro-inflammatoires, la chimiokine KC (C) et les 

cytokines IL-1α (D), IL-1β (E) et IL-33 (F), sont quantifiés par ELISA dans les surnageants de poumons. Les résultats sont 

représentatifs de deux expériences indépendantes et sont exprimés en moyennes et SEM. (*, P<0,05 ; ns, non significatif). 
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Figure supplémentaire 2 : Les souris déficientes en ST2 ne présentent pas d’éosinophilie ou d’augmentation de TARC en 

réponse aux nanoparticules de silice 

24h après instillation de NaCl ou nano-SiO2 (5mg/kg) à des souris C57BL/6 ou ST2-/-. Les éosinophiles sont quantifiés dans les LBA 

et la chimiokine TARC (B) et la cytokine IL-5 (C) par ELISA dans les poumons. Les résultats sont représentatifs de trois 

expériences indépendantes et sont exprimés en moyennes et SEM. (*, P<0,05 ; ns, non significatif). 
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PROTOCOLES EXPERIMENTAUX 

 

Produits 

Les nanoparticules de silice (10-20 nm) et de titane (20 nm, forme anatase) ont été acquises auprès de 

la société IoLiTec (Heilbron, Allemagne). Les nanoparticules sont soniquées pendant trente minutes 

avant leur utilisation. Elles sont ensuite administrées à 5, 10 ou 15 mg/kg comme indiqué. L’IL-33 

recombinante murine dérivée d’Escherichia coli (R&D system, Minneapolis, USA) est utilisée à la 

dose de 0,5µg par souris directement dans les solutions d’instillation.  

Souris 

Des souris C57BL/6 et des souris ST2
-/-

 sur fond C57BL/6 (obtenues auprès du Dr McKenzie de 

Cambridge, UK) ont été utilisées. Elles sont âgées de huit à dix semaines pour les expériences (mâles 

de 10 semaines pour l’administration d’IL-33, avec un poids moyen de 24,5 g +/-1 g) et gardées dans 

des cages ventilées stériles. Toutes les expériences menées sont en accord avec l’éthique animale de la 

loi Française. Pour chaque expérience indépendante, les groupes contrôles (instillés avec du NaCl) 

sont composés de quatre animaux et les groupes traités avec des nanoparticules de cinq à six animaux. 

 

Modèle d’inflammation pulmonaire  

Les nanoparticules de silice reprises dans une solution saline, ou le sérum physiologique pour les 

animaux contrôles, sont administrées par instillation intranasale après une anesthésie légère avec un 

mélange kétamine (Imalgène 1000) - xylasine (Rompun 2%). Les animaux sont sacrifiés 24 heures 

après par asphyxie au CO2. Les cellules de l’espace bronchoalvéolaire et les poumons sont alors 

récupérés pour déterminer les marqueurs de l’inflammation : recrutement cellulaire et niveaux de 

cytokines et chimiokines.  

 

LBA, comptes et déterminations cellulaires 

Le lavage bronchoalvéolaire (LBA) est réalisé comme ce qui a déjà été décrit (Gasse et al., 2009). Le 

nombre de cellules totales est déterminé dans le LBA après dilution avec une solution de Turk’s 
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(Merck, Darmstadt, Allemagne) sur cellule de Malassez’s. Les comptes différentiels des populations 

cellulaires sont réalisés sur des préparations de cytospins (Shandon CytoSpin 3, Thermo Scientific, 

Illkirch, France) après coloration May-Grünwald-Giemsa (Diff Quick, Medion Diagnostics, Düdingen, 

Suisse) selon les instructions du fabricant. Les comptes différentiels sont effectués sur un minimum de 

250 cellules d’après les critères morphologiques standards.  

 

Mesures des médiateurs inflammatoires : cytokines et chimiokines  

Les poumons sont broyés dans 1 ml de tampon de phosphate de potassium à 10 mM contenant 0,1 mM 

d’EDTA (Sigma). Les broyats sont ensuite centrifugés 10 minutes à 10 000 rpm et les surnageants 

stockés à -20°C. Les niveaux d’IL-1α, d’IL-1β, d’IL-33, d’IL-5, de KC et de TARC des surnageants 

sont déterminés par méthode ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) avec des kits (Mouse 

DuoSet, R&D system) selon les instructions du fabricant. 

 

Immunotransfert / Western Blot 

La quantité de protéines totales est déterminée dans les surnageants de broyats de poumons par la 

méthode Bradford (DC Protein Assay, Bio-Rad, Hercules, USA). Les protéines (30µg) sont dénaturées 

5 minutes à 95 °C, séparées par SDS-PAGE puis transférées sur des membranes de nitrocellulose. Les 

membranes sont ensuite incubées avec l’anticorps de chèvre anti-IL-33 (R&D system). Les protéines 

sont détectées par l’anticorps secondaire (anti-IgG) puis par la méthode de détection améliorée de la 

chimiluminescence (Clarity ECL, Bio-Rad). 

 

Analyses statistiques  

Les analyses statistiques des différences entre les groupes expérimentaux sont déterminées par 

ANOVA suivi du test Bonferroni sous le logiciel GraphPad Prism 5.0. Les valeurs de P strictement 

inférieures à 0,05 sont considérés comme statistiquement significatives.  
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DISCUSSION  
 

Depuis la découverte des inflammasomes il y a un peu plus de dix ans, ces complexes 

multiprotéiques sont de plus en plus mis en avant dans les mécanismes de régulation de l’Immunité. 

Leur rôle a été démontré dans l’élimination de pathogènes ainsi que dans la mise en place des 

réponses inflammatoires stériles provoquées par des molécules de l’organisme en excès. 

L’inflammasome NLRP3 est le plus étudié. Il est particulièrement intéressant pour son implication 

dans la détection d’activateurs / stimuli chimiquement et structurellement très différents. Il peut 

s’agir de motifs spécifiques aux pathogènes (PAMP) ou de toxines bactériennes, de molécules du soi 

confinées dans des compartiments cellulaires et qui, en situation de stress ou d’endommagement 

cellulaires, sont libérées dans le milieu extracellulaire en tant que signaux de danger (DAMP) ainsi 

que des particules exogènes ou des molécules irritantes chimiques (souvent des polluants 

environnementaux) ou encore des ultraviolets. En réponse à tous ces activateurs, l’inflammasome 

NLRP3 s’assemble, permettant la maturation des cytokines pro-inflammatoires IL-1β et IL-18.  

Le contrôle de la mise en place de ce complexe est très strict. Tout d’abord le récepteur NLRP3 et la 

forme immature de l’IL-1β, la pro-IL-1β, ne sont que faiblement exprimés par la cellule en conditions 

physiologiques. Leur transcription nécessite un premier signal, appelé « priming » passant par la voie 

de signalisation NF-κB. In vitro, nous fournissons ce premier signal par le priming des macrophages 

murins dérivés de la moelle osseuse (BMDM) avec du LPS (voie TLR4) et dans le cas de la lignée de 

monocytes/macrophages humains THP1 avec du PMA (Phorbol-1 2 –Myristate 13-Acétate), qui active 

des kinases. Une fois produites, les protéines NLRP3 et pro-IL-1β ne sont pas encore fonctionnelles: 

la conformation tridimensionnelle du récepteur NLRP3 ne lui permet pas de recruter ASC et la 

pro-IL-1β reste confinée dans le cytosol et n’est pas inflammatoire. De même, la caspase-1 doit être 

recrutée par ASC puis s’autocliver pour être active. Ma thèse s’est focalisée sur les mécanismes qui 

permettent l’activation de l’inflammasome NLRP3 dans un contexte d’inflammation par des 

particules « stériles » dont nous allons débattre. 

 

Les cristaux d’acide urique, de silice et d’Alum et les nanoparticules de SiO2 et de TiO2 activent 

l’inflammasome NLRP3 in vitro : 

Dès l’identification de l’inflammasome NLRP3 en 2004, de nombreuses études ont été menées pour 

déterminer ses activateurs. Il a ainsi été prouvé que des signaux de danger associés à une 

inflammation stérile peuvent activer cet inflammasome ce qui est à l’origine de la production d’IL-1β. 

C’est le cas des dépôts de cristaux d’acide urique dans le fluide synovial qui sont à l’origine d’une 
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inflammation des articulations, communément appelée goutte. D’autres structures cristallines, 

comme la silice et les cristaux de sels d’aluminium (Alum), ont été identifiées comme activant 

l’inflammasome NLRP3, et plus récemment les nanoparticules. La silice, polluant environnemental, 

peut être à l’origine d’une silicose, et l’Alum est un adjuvant de vaccin utilisé depuis les années 1920 

mais dont les mécanismes d’activation de l’Immunité restaient inconnus. La silicose est provoquée 

par l’inhalation chronique de poussières de silice et entraîne une inflammation chronique puis une 

fibrose pulmonaire progressive. L’ensemble des maladies pulmonaires causées par l’inhalation et la 

fixation de particules solides dans le poumon sont regroupées sous le terme de pneumoconioses. 

C’est le cas de l’asbestose provoquée par l’amiante ou de l’aluminose induite par des poussières 

d’aluminium métallique. Comme les nanoparticules peuvent être inhalées par des travailleurs 

exposés (si certaines précautions ne sont pas prises comme le port de masques), il n’est pas anodin 

de les étudier dans un modèle d’inflammation pulmonaire. 

L’activation de l’inflammasome NLRP3 par la déstabilisation lysosomale et la libération de 

cathepsine B qui en résulte a été particulièrement décrite dans le cas de particules comme la silice et 

l’Alum (Hornung et al., 2008; Sharp et al., 2009). L’inhibiteur des protéases à cystéines ainsi que 

l’inhibiteur spécifique de la cathepsine B induisent une diminution de la production d’IL-1β par les 

macrophages humains stimulés avec les cristaux de MSU, de silice et d’Alum. De même, pour les 

macrophages issus de souris déficientes en cathepsine B et stimulés avec des microparticules, nous 

observons une diminution de la sécrétion d’IL-1β par rapport aux macrophages de souris wild-type 

dans les mêmes conditions. Nous confirmons donc un rôle partiel de la cathepsine B dans l’activation 

de l’inflammasome NLRP3.  

Lorsqu’il a été montré que certaines nanoparticules activent l’inflammasome NLRP3, le mécanisme 

mis en avant a été le même que celui proposé en réponse aux toxines bactériennes, c'est-à-dire 

l’activation du récepteur P2X7 (P2X7R) suivi de l’efflux de potassium; la diminution de K+ 

intracellulaire activant l’inflammasome. Nos résultats montrent que les cellules THP1 pour lesquelles 

l’expression des gènes codants pour les protéines ASC ou NLRP3 sont réprimés, grâce à la 

transfection d’ARN sh (« short-hairpin », pour leur structure en forme de tige-boucle), produisent 

peu d’IL-1β en réponse aux nanoparticules. 

La cytochalasine D inhibe la polymérisation des filaments d’actine nécessaire à la phagocytose. Nous 

confirmons que la phagocytose des microparticules est indispensable à l’activation de 

l’inflammasome NLRP3. Contrairement à ce qui avait été précédemment affirmé pour le nano-TiO2 

(Yazdi et al., 2010) nous montrons que les nanoparticules de SiO2 et de TiO2 nécessitent aussi d’être 

phagocytées pour activer l’inflammasome NLRP3 (données non publiées). Il n’est cependant pas à 
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exclure qu’il existe d’autres moyens d’internaliser ces particules pour les cellules (phagocytes ou 

non). En effet, une étude a démontré que des particules de titane dites ultrafines ou fines avec des 

diamètres moyens respectifs de 69,1 et 194,9 nm font intervenir différents mécanismes 

d’internalisation active par des macrophages alvéolaires (Scherbart et al., 2011). Les particules 

ultrafines sont internalisées par phagocytose ou endocytose clathrine-dépendante tandis que les 

particules fines sont plutôt internalisées par endocytose ou par des mécanismes actine-dépendants 

dont la macropinocytose (Scherbart et al., 2011). Il est à noter que, même si nous soniquons nos 

particules (micro- et nano-) avant stimulation de cellules in vitro, une partie des nanoparticules 

s’agrège. Les nanoparticules de titane d’une taille primaire de 15-30 nm peuvent former par exemple 

des agrégats de 285 nm (Hackenberg et al., 2010). Bien que nous n’ayons pas caractérisé la taille des 

particules, l’observation au microscope de lavages bronchoalvéolaires de souris instillées avec des 

nanoparticules de titane nous permet effectivement d’observer des agrégats dans les lavages mais 

aussi dans les macrophages alvéolaires. 

Nous démontrons une forte corrélation, entre la sécrétion d’IL-1β et une libération d’ATP dans le 

milieu extracellulaire (ATPe) par les THP1, suite à un stimulus (micro- ou nano- particules). La 

sécrétion d’ATP est connue pour constituer un signal de danger suite à un stress cellulaire. Nous 

confirmons qu’il s’agit d’un mécanisme actif et non pas passif, comme la libération de ce nucléotide 

suite à la mort de cellules, par la vérification de la viabilité cellulaire. Comme la sécrétion d’IL-1β est 

la conséquence de la libération d’ATPe induite par l’activation de l’inflammasome NLRP3 par les 

particules, nous nous sommes d’abord intéressés à l’activation potentielle du récepteur purinergique 

ionotropique P2X7.  

 

Second signal d’activation de l’inflammasome NLRP3 : ATP et signalisation purinergique : 

La stimulation de macrophages avec de fortes concentrations d’ATP (5mM), après un premier signal 

LPS, constitue un modèle in vitro de perméabilisation membranaire qui amène à long terme à la mort 

des cellules. Ce modèle réflète des conditions pathologiques où de fortes quantités d’ATP sont 

libérées, conduisant à l’activation du seul récepteur P2X7 puis à une mort cellulaire massive. Nous 

montrons que des doses beaucoup plus modérées d’ATP (de l’ordre du micromolaire), et donc plus 

spécifiques de conditions inflammatoires physiologiques, mais également d’autres nucléotides 

comme de l’ADP et de l’UTP, augmentent la sécrétion d’IL-1β par les macrophages en réponse aux 

microparticules. Contrairement aux 5mM d’ATP, les nucléotides que nous utilisons à ces 

concentrations n’induisent pas de libération d’IL-1β à eux seuls. A l’inverse, la dégradation 

extracellulaire de l’ATP et de l’ADP par l’enzyme apyrase de grade VII induit, pour les BMDM stimulés 
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par des microparticules et de l’ATP 5mM, une décroissance dose-dépendante de la production 

d’IL-1β. Les nucléotides libérés dans le milieu extracellulaire sont donc impliqués dans l’activation de 

l’inflammasome NLRP3 induite par les microparticules. Comme l’ADP et l’UTP sont des agonistes des 

récepteurs P2Y, nos résultats montrent que ceux-ci sont impliqués. Or, l’ATP n’est pas le seul 

nucléotide libéré par les cellules stressées, c’est également le cas de l’ADP, de l’UTP et de l’UDP 

(Lazarowski et al., 2003). Nous pensons donc que la complexité des récepteurs purinergiques et des 

nucléotides impliqués module la réponse inflammatoire. 

 

a) Le récepteur P2X7 est impliqué dans la libération d’ATP mais pas dans la sécrétion d’IL-1β  

Dans notre modèle, les BMDM déficients en P2X7R sécrètent autant d’IL-1β en réponse aux micro- et 

aux nano- particules que les BMDM sauvages. L’inhibiteur A740003 ne diminue pas la sécrétion de 

l’IL-1β à la dose de 10µM où il est spécifique du récepteur P2X7. De plus, nous observons que 

l’expression des ARNm du récepteur P2X7 diminue lorsque des BMDM sont stimulés avec des 

nanoparticules. Nos résultats indiquent que le récepteur P2X7 n’est pas impliqué dans la sécrétion 

d’IL-1β. En ce sens, plusieurs études démontrent que bloquer ou supprimer le récepteur P2X7 n’a pas 

d’incidence sur la production d’IL-1β par les macrophages en réponse aux cristaux de MSU (Martinon 

et al., 2006), de silice (Iyer et al., 2009) ou d’Alum (Eisenbarth et al., 2008). 

L’activation du récepteur P2X7 par de l’ATP a été associée au recrutement de la pannexine-1 puis à 

l’ouverture d’un pore par cet hémicanal (Pelegrin and Surprenant, 2006). Cependant, ces données 

sont à l’heure actuelle contestées. En effet, une étude a récemment montré que la déficience en 

pannexine-1 n’impacte pas la production d’IL-1β, et donc la stimulation de l’inflammasome NLRP3, 

par des BMDM stimulés avec de l’ATP, de la nigéricine (qui est un ionophore), du MSU ou de l’Alum 

(Qu et al., 2011). Nous confirmons que la pannexine-1 n’est pas essentielle puisque des BMDM 

déficients, stimulés avec du MSU, de la silice, de l’Alum ou des nanoparticules de SiO2 et de TiO2 ne 

sont pas affectés dans leur sécrétion d’IL-1β. La capacité de la pannexine-1 à former des pores qui 

laissent sortir de l’ATP n’est pas contestée mais elle est rapportée dans un contexte de cellules en 

apoptose et ne nécessite pas l’activation de P2X7R (Qu et al., 2011). La sortie active d’ATP des 

cellules inflammatoires peut s’effectuer via des homologues fonctionnels des pannexines, les 

connexines (Eltzschig et al., 2006, 2012). En utilisant des inhibiteurs des pannexines/connexines ainsi 

que l’inhibiteur spécifique de P2X7R (à 10µM), nous montrons que la libération d’ATP par des 

macrophages humains dépend du récepteur P2X7 et des pannexines ou des connexines, ou de ces 

deux types de canaux de façon redondante. Par contre, ce récepteur n’est pas indispensable à la 

production d’IL-1β contrairement à d’autres études. En particulier dans le modèle murin de la 
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maladie d’Alzheimer où le récepteur P2X7 est indispensable à l’augmentation du calcium 

intracellulaire, à la libération d’ATP et à la production d’IL-1β par les cellules de la microglie, en 

réponse aux agrégats d’amyloïde β (Sanz et al., 2009). De plus, le complément C3a a été montré 

comme régulateur de la sortie d’ATP des monocytes humains, par un canal non identifié mais qui 

impliquerait P2X7R pour la modulation de la sécrétion d’IL-1β (Asgari et al., 2013). Il a également été 

montré que le récepteur P2X7 est impliqué dans la réponse inflammatoire des neurones en réponse 

au LPS, mais que la perte de fonction de ce récepteur peut être compensée par une phosphorylation 

différentielle de NF-κB (Kim et al., 2013). Il a été mis en évidence qu’une augmentation de l’ATP 

extracellulaire (ATPe) et l’activation sous-jacente de P2X7R constituent des facteurs de prédisposition 

au développement de la goutte (Tao et al., 2013). Le récepteur P2X7 semble donc bien être impliqué 

dans l’activation de l’inflammasome NLRP3 mais dans d’autres modèles que celui de l’ATP à la 

concentration de 5mM. 

 

b) D’autres récepteurs purinergiques sont impliqués dans la signalisation 

Comme abordé dans le point précédent, P2X7R n’est pas le seul récepteur impliqué dans l’activation 

de l’inflammasome NLRP3 par les particules que nous étudions. L’augmentation de la sécrétion 

d’IL-1β par des macrophages stimulés avec des microparticules, en présence de nucléotides autres 

que l’ATP tels que l’ADP, l’UTP ou l’UDP, nous permet d’impliquer dans l’activation de 

l’inflammasome NLRP3, en plus des récepteurs P2X, les récepteurs P2Y. Nos résultats sont confortés 

par la diminution de la sécrétion d’IL-1β par les BMDM stimulés avec les micro- et les nano- 

particules en utilisant un inhibiteur de la phospholipase C (PLC). La PLC est impliquée en aval de la 

signalisation des récepteurs P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 et P2Y11 couplés à la protéine Gq. P2Y2 constitue 

une piste particulièrement intéressante car ce récepteur est impliqué in vivo dans le chimiotactisme 

des neutrophiles en réponse à la libération d’ATP et d’UTP (Chen et al., 2006), et l’activation des 

récepteurs P2Y2 des cellules épithéliales pulmonaires humaines par des nucléotides permet la 

libération de cytokines comme l’IL-6 (Douillet et al., 2006). Nous avons quantifié l’expression de 

gènes de différents récepteurs P2Y chez les BMDM. Il est intéressant de noter qu’en réponse aux 

nanoparticules, l’expression de P2Y2 (ATP / UTP) est significativement augmentée ce qui renforce 

son implication dans la signalisation purinergique. A l’inverse, les ARNm des récepteurs P2Y12 et 

P2Y13 (tous les deux spécifiques de l’ADP) sont nettement diminués. Les nanoparticules de SiO2 sont 

à l’origine d’une surexpression de P2Y1 (ADP) ainsi que de la diminution de l’expression des ARNm de 

P2Y4 (UTP) et P2Y6 (UDP). Pour chacun de ces trois récepteurs, l’expression des ARNm tend à 

diminuer en réponse aux nanoparticules de TiO2 sans qu’il y ait de significativité. Suivant leur nature, 

les nanoparticules induisent un profil d’expression différent mais il ressort que le récepteur P2Y2 est 
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particulièrement exprimé en réponse aux nanoparticules de SiO2  et de TiO2. Des résultats non 

publiés du laboratoire montrent que les cristaux de MSU, silice et Alum induisent également une 

surexpression de P2Y2. Nous suggérons que l’absence de diminution de la sécrétion d’IL-1β par des 

BMDM déficients en récepteur P2Y2 stimulés avec des cristaux, puisse être expliquée par la 

redondance de la signalisation purinergique qui permet de compenser cette déficience. 

 

c) Modèle proposé 

Toutes ces données nous permettent de proposer un modèle in vitro d’activation de l’inflammasome 

NLRP3 des macrophages par les nucléotides. La production de pro-IL-1β par la voie NF-κB est induite 

par le priming LPS pour les BMDM (1). Les particules sont internalisées par phagocytose dans des 

phagosomes qui fusionnent à des lysosomes pour former des phagolysosomes (2). La présence de 

ces particules déstabilise la membrane des phagolysosomes qui libèrent dans le cytoplasme des ROS 

et des cathepsines (3). Par un mécanisme inconnu, l’internalisation des particules est à l’origine 

d’une libération d’ATP extracellulaire (ATPe) probablement dépendante du récepteur P2X7 (4). 

L’ATPe, très vite dégradée en ADP, peut se fixer à des récepteurs purinergiques P2X (5). Cette sortie 

d’ATP, via le recrutement d’hémicanaux pannexine-1 et / ou connexines, amplifie le signal par une 

boucle autocrine. Le recrutement de la pannexine-1 par P2X7R est connu pour être à l’origine d’un 

efflux de K+ qui pourrait activer l’inflammasome NLRP3 (6). L’ATP, directement ou indirectement via 

l’ADP, peut aussi activer d’autres récepteurs purinergiques P2Y, potentiellement impliqués dans 

l’activation de l’inflammasome NLRP3. L’ADP est ensuite dégradée en AMP puis en adénosine qui 

possède ses propres récepteurs P1 (7). Le récepteur NLRP3 est activé suite à l’activation des P2X ou 

des P2Y par l’ATP, l’ADP ou l’UTP, probablement via l’efflux de K+ (8). L’inflammasome NLRP3 une fois 

assemblé permet la maturation de la pro-IL-1β disponible en IL-1β (9). L’IL-1β, cytokine pro-

inflammatoire, est ensuite libérée dans le milieu extracellulaire (voir figure 35). 
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Figure 35 : Activation de l’inflammasome NLRP3 par l’ATPe et la signalisation purinergique (Gombault et al., 2013) 

Schéma que nous proposons des voies d’activation de l’inflammasome NLRP3 des macrophages en réponse à 

des cristaux.  

Historiquement, plusieurs mécanismes d’activation de l’inflammasome NLRP3 ont été proposés. Les 

toutes premières hypothèses étaient que chaque ligand pouvait se lier directement au récepteur 

NLRP3 ou induire un stress cellulaire qui activerait une protéine intermédiaire elle-même ligand du 

récepteur NLRP3. Confortée par le fait que plusieurs activateurs de NLRP3 activent également des 

canaux potassiques (la toxine microbienne nigéricine ou l’ATP), une étude a proposé que tous les 

activateurs de ce récepteur induisent un efflux de potassium et que la faible concentration de K+ 

intracellulaire active l’inflammasome par un mécanisme inconnu (Pétrilli et al., 2007). Lors de cette 

étude il a été montré que tous les activateurs connus sont bloqués par l’inhibition de l’efflux de K+ et 

que les ROS semblent jouer un rôle crucial dans l’activation de l’inflammasome NLRP3. L’efflux de 

potassium se ferait via des pores dans la membrane cellulaire formés par des toxines bactériennes 

(Mariathasan et al., 2006), via la pannexine-1 recrutée par P2X7R ou directement via P2X7R dans le 

cas de particules non cristallines (Tschopp and Schroder, 2010). Dans le cas des cristaux, 

l’hypothèse d’une « frustration » des lysosomes lors de l’internalisation des particules suivie de la 

production de ROS par la NADPH oxydase a ensuite été proposée (Dostert et al., 2008). Une autre 

théorie, qui n’exclue pas la première, a avancé que les cristaux entraînent une rupture de la 

membrane des lysosomes et une libération de protéases dont la cathepsine B dans le cytosol 
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(Hornung et al., 2008). La source de production de ROS a ensuite été attribuée aux mitochondries 

endommagées par l’ATP et par la cathepsine B suite à la rupture des lysosomes (McGuire et al., 2011; 

Zhou et al., 2010a). Les ROS sont davantage considérés comme des inducteurs de l’augmentation de 

l’expression du récepteur NLRP3 que comme des activateurs (Bauernfeind et al., 2011b) et un rôle de 

soutien d’assemblage de l’inflammasome a été attribué aux mitochondries (Misawa et al., 2013). 

D’autres hypothèses ont été ajoutées comme le changement de volume cellulaire qui active 

l’inflammasome (Compan et al., 2012). Une étude récente propose que les toxines bactériennes, la 

nigéricine, l’ATP et les particules provoquent un endommagement des mitochondries, la génération 

de ROS, l’ouverture de pores membranaires ou des variations de volume cellulaire mais que tous ces 

mécanismes ne seraient pas indispensables à l’activation de l’inflammasome NLRP3, le seul signal 

essentiel serait, comme le proposait déjà Pétrilli en 2007, la diminution de concentration de 

potassium intracellulaire (Muñoz-Planillo et al., 2013). 

Lors de notre étude, nous proposons une implication partielle de la cathepsine B libérée dans le 

cytosol après l’internalisation des particules dans des lysosomes. Nous n’avons pas étudié les ROS 

mais nous ne négligeons pas leur rôle. Nous mettons surtout en évidence l’implication essentielle des 

nucléotides, en particulier l’ATP, via la signalisation purinergique P2 dans l’activation de 

l’inflammasome NLRP3. Nous proposons que P2X7R et des hémicanaux de type connexines soient 

impliqués dans la libération de l’ATPe, qui sous cette forme ou métabolisée en ADP, signale via les 

P2, dont le récepteur P2Y2 semble être particulièrement intéressant. Nos données sont appuyées par 

l’étude de la modulation de l’activation de l’inflammasome NLRP3 et donc de la sécrétion d’IL-1β par 

l’efflux d’ATP en réponse au complément C3a (Asgari et al., 2013). L’étude de Muñoz-Planillo 

confirme que les particules induisent un efflux de K+ et que la phagocytose, ainsi que la pinocytose, 

sont nécessaires pour l’activation de l’inflammasome NLRP3 (et en particulier, la silice et l’Alum). 

Dans cette étude, Ca074Me inhibe bien cet efflux de potassium, mais à l’inverse des résultats que 

nous observons, la sécrétion d’IL-1β n’est pas diminuée pour les BMDM déficients en cathepsine B. 

L’explication fournie par Muñoz-Planillo est que l’inhibiteur Ca074Me ne serait pas spécifique de la 

cathepsine B. Pour notre part, bien que les conditions de culture et de stimulation des macrophages 

diffèrent quelque peu, nous n’avons pas d’explication pour ce point. Muñoz-Planillo suggère 

également que la production de ROS observée suite à l’endommagement des mitochondries par la 

nigéricine et l’ATP (Shimada et al., 2012) serait un effet cytotoxique conséquent des stimuli et non 

pas un activateur de l’inflammasome NLRP3. Il reste que, même si l’efflux de K+ est un activateur 

commun des particules étudiées, les autres mécanismes ne sont pas à rejeter mais peuvent 

constituer des modulateurs de l’activation de l’inflammasome NLRP3. Bien qu’une limite de nos 

travaux soit que la libération d’ATPe ne soit pas mesurable pour les BMDM, étudier les données 



154 
 

mises en avant par l’étude de Muñoz-Planillo constitue d’excellentes pistes de perspectives. Toujours 

dans cette étude, l’ATP est utilisée comme stimulus mais la sortie d’ATP à travers des hémicanaux 

recrutés par des récepteurs purinergiques P2 n’est pas abordée.  

 

Implication d’un métabolite de l’ATP, l’adénosine, dans la modulation de l’activation de 

l’inflammasome NLRP3 : 

Lors de l’étude de l’activation de l’inflammasome NLRP3 par les nanoparticules nous avons 

approfondi les résultats que nous avions obtenus pour les microparticules. L’analyse de l’expression 

des ARNm en réponse aux nanoparticules fait ressortir les récepteurs P2Y1 (plus spécifique de l’ADP) 

et P2Y2 (ATP) comme récepteurs d’intérêt. L’utilisation de l’inhibiteur de la PLC-β, activée par P2Y1 

et P2Y2, diminue la sécrétion de l’IL-1β en réponse aux nanoparticules. Nous avons également utilisé 

des enzymes apyrases ainsi que l’inhibiteur de CD39 (ARL67156) lors de la stimulation de 

macrophages avec des nanoparticules. L’apyrase de grade VI qui dégrade préférentiellement l’ATP 

n’affecte pas la sécrétion de l’IL-1β ce qui suggère un rôle de ADP/P2Y1 en plus de l’axe ATP/P2Y2 

(données non montrées). L’ARL67156, en inhibant CD39 (une enzyme qui dégrade l’ATPe en ADP et 

AMP), potentialise fortement la production d’IL-1β par les THP1 ce qui confirme le rôle de l’axe 

ATP/P2Y2. Nous avions montré que pour la silice, l’apyrase VII (dégradation de l’ATP et de l’ADP) 

diminue la sécrétion d’IL-1β chez les BMDM ce qui implique l’ATP, l’ADP et l’UTP dans l’activation de 

l’inflammasome NLRP3 via les récepteurs P2Y. Au contraire, nos résultats montrent que pour les 

BMDM et les THP1 stimulés avec les nanoparticules, la sécrétion d’IL-1β est augmentée quand l’ATP 

et l’ADP sont dégradées. Ces données nous permettent d’avancer deux théories. La première est 

que, de façon non surprenante, il y a bien une différence mécanistique entre les micro- et les nano- 

particules. La seconde, plus innovante, est que pour les nanoparticules, les nucléosides tri- et di-

phosphates ne sont pas les seuls impliqués dans l’activation de l’inflammasome NLRP3. Comme 

l’AMP ne semble pas signaler par des récepteurs purinergiques, nous nous sommes intéressés en 

particulier à l’adénosine dont les rôles pro- inflammatoires sont assez connus dans des pathologies 

comme les COPD et la fibrose pulmonaire (Cronstein, 2011). Nos données obtenues avec l’apyrase VII 

indiquent que l’adénosine joue potentiellement un rôle pro-inflammatoire dans le cas des 

nanoparticules. Au contraire, si nous dégradons l’adénosine par l’enzyme adénosine déaminase 

(ADA), la sécrétion d’IL-1β est diminuée de façon dose-dépendante, à la fois pour les BMDM et les 

THP1. L’ADA, en dégradant l’adénosine, provoque probablement un déplacement d’équilibre 

responsable de la dégradation de l’ATP et de l’ADP. Ceci est confirmé par la diminution de l’ATPe 

mesurée dans les surnageants de culture de THP1 stimulées avec des nanoparticules et de l’ADA. 

Nous posons donc l’hypothèse que l’accumulation d’adénosine extracellulaire est un facteur 
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favorisant la sécrétion d’IL-1β en plus des nanoparticules. De plus, nous observons que l’adénosine à 

de fortes concentrations (dès 1 mM) est suffisante à elle seule pour induire la libération d’IL-1β par 

les THP1. La stimulation des BMDM par des nanoparticules induit une augmentation de l’expression 

des ARNm de certains récepteurs à l’adénosine, en particulier A2A, A2B et, dans une moindre mesure, 

A3. Nous confirmons l’implication de ces récepteurs par l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques. Si la 

caspase-1, un des éléments essentiels de l’inflammasome NLRP3, est inhibée, la sécrétion de l’IL-1β 

induite par l’adénosine chez les THP1 est également abrogée ce qui relie effectivement l’adénosine à 

l’activation de l’inflammasome NLRP3. De même, les THP1 sh ASC ou NLRP3 sécrètent nettement 

moins d’IL-1β en réponse à de fortes doses d’adénosine que les THP1 classiques. Nos données nous 

permettent d’avancer que les nanoparticules induisent une sortie d’ATP qui est ensuite dégradée en 

ses différents métabolites et que les axes ATP/P2Y2, ADP/P2Y1 et adénosine/P1 sont des éléments 

cruciaux pour l’activation de l’inflammasome NLRP3. 

 

Hypothèses des mécanismes d’activation de l’inflammasome NLRP3 par l’adénosine : 

Nous proposons deux pistes complémentaires pour expliquer les mécanismes d’activation de 

l’inflammasome NLRP3 par l’adénosine. L’adénosine possède quatre récepteurs P1 : A1, A2A, A2B et A3, 

qui, tout comme les récepteurs P2Y, sont couplés à des protéines G. Les récepteurs A1 et A3 sont 

couplés à des protéines Gi qui inhibent l’adénylate cyclase (AC) et les sous-types A2, à des protéines 

Gs qui l’activent. Cette AC est capable de dégrader l’ATP intracellulaire en AMPc. Or, plusieurs études 

montrent que l’AMPc a un rôle direct ou indirect dans l’activation de l’inflammasome NLRP3 (voir 

figure 36). L’AMPC a été décrite comme un inhibiteur du récepteur NLRP3 par une liaison directe 

(Lee et al., 2012b) mais également comme un inducteur de l’entrée de Ca2+ dans la cellule via la 

protéine kinase A dans un contexte neurologique (Landolt et al., 2012). La protéine Gi couplée à A3, 

même si elle inhibe l’AC, a aussi été reliée à l’efflux de K+ (Landolt et al., 2012). Ces mouvements 

d’ions sont tous deux proposés comme des activateurs de l’inflammasome NLRP3 (Murakami et al., 

2012; Pétrilli et al., 2007) et fournissent un lien entre adénosine extracellulaire et activation de 

l’inflammasome NLRP3. De plus, l’activation autocrine des récepteurs P1 des sous-types A2 et la 

signalisation AMPc-dépendante ont été mises en évidence dans l’activation de la caspase-1 en 

présence de fortes concentrations de glucose (Trueblood et al., 2011). L’ensemble de ces données 

nous permet de proposer des hypothèses de travail, résumées dans le schéma ci-dessous. En 

perspectives, il serait judicieux de tester l’ensemble de ces voies pour une activation de 

l’inflammasome NLRP3 en réponse à l’adénosine et aux nanoparticules. Il s’agit probablement d’une 

vue simpliste d’un ensemble de voies de signalisation très complexes. 
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Figure 36 : Modèle hypothétique de l’activation de l’inflammasome NLRP3 par l’adénosine via l’adénylate cyclase (AC) 
Modifiée à partir de (Landolt et al., 2012; Lee et al., 2012b; Murakami et al., 2012) 

Suivant les profils d’expression des récepteurs P1 sur les différentes populations cellulaires, et la 

quantité d’adénosine extracellulaire (les récepteurs A1 et A2A sont de forte affinité et les récepteurs 

A2B et A3, de faible affinité), la réponse inflammatoire peut ainsi être modulée. 

Dans le milieu extracellulaire, l’ATP ne peut être que dégradée et n’est pas recaptée par les cellules, 

ce qui n’est pas le cas de l’adénosine (voir figure 37). L’ATP est dégradée en ADP, AMP puis 

adénosine. Une étude a montré que dans le cas de fortes concentrations de glucoses, les récepteurs 

P2Y couplés à l’AC peuvent, suivant le contexte, moduler positivement ou négativement l’activité de 

la caspase-1 (Trueblood et al., 2011). Dans nos conditions de stimulations de macrophages par des 

particules, les récepteurs P2Y1 et P2Y2 impliqués sont activateurs de NLRP3. Par la suite, lorsque 

l’adénosine extracellulaire s’accumule, elle est prise en charge par des transporteurs ENT pour 

rééquilibrer les concentrations intra et extra cellulaires (Young et al., 2013). Une fois dans le cytosol, 

l’adénosine peut être catabolisée en AMP, ADP puis ATP par des adénosines kinases (AK). L’ATP 

renouvellée peut ainsi être libérée via des pannexines et / ou des connexines recrutées par le 

récepteur P2X7 (lui-même activé par de l’ATPe). En activant l’AC, certains récepteurs P1 activés par 

l’adénosine extracellulaire, peuvent fournir de l’AMPc à partir d’ATP intracellulaire. Si cette 

concentration d’AMPc augmente excessivement, l’AMPc peut être sécrétée par la cellule via des 

canaux MRP (Multidrug Resistant Proteins) pour ensuite être transformée en adénosine. D’autres 

transporteurs, les CNT (Concentrative Nucleoside Transporters), peuvent également libérer de 

l’adénosine dans le milieu (Young et al., 2013).  
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Figure 37 : Boucle autocrine ATP-adénosine 
Modifiée d’après (Corriden and Insel, 2012; Harden et al., 2010; Riteau et al., 2012) 

Nous proposons ainsi deux mécanismes d’action de l’adénosine extracellulaire : soit un axe 

adénosine/P1, soit une boucle autocrine ATP/adénosine, ces deux voies aboutissant à l’activation de 

l’inflammasome NLRP3 à travers l’activation de récepteurs purinergiques et des flux ioniques 

cellulaires.  

 

Les nanoparticules de silice et de titane activent l’inflammasome NLRP3 in vivo : 

Il a été montré récemment que les nanoparticules activent l’inflammasome NLRP3 in vivo et que les 

nanoparticules de TiO2 provoquent une inflammation pulmonaire via la libération des cytokines pro-

inflammatoires IL-1α et IL-1β et le recrutement de neutrophiles (Yazdi et al., 2010). Notre équipe a 

réalisé dans cette collaboration l’exposition pulmonaire des souris avec une administration unique de 

nanoparticules de TiO2 en solution intranasale. Il a également été montré que les particules ultrafines 

(PUF, c’est-à-dire d’un diamètre inférieur à 0,1µm ou un diamètre aérodynamique inférieur à 100nm) 

issues de la pollution de l’air ambiant, et tout particulièrement les particules Diesel, peuvent se 

déposer, persister dans l’appareil respiratoire de l’Homme mais aussi induire un processus 

inflammatoire et exacerber les pathologies respiratoires (Marano, 2007). Il est donc essentiel en 

termes de santé publique de comprendre les risques liés à l’utilisation des nanoparticules et tout 

particulièrement de découvrir par quels mécanismes elles activent l’inflammasome NLRP3. Nous 

montrons que l’instillation de nanoparticules de silice induit également une inflammation 

pulmonaire chez les souris, caractérisée, comme celle induite par les nano-TiO2, par un recrutement 

de neutrophiles et une production de cytokines pro-inflammatoires IL-1α et IL-1β dans les voies 

respiratoires. Comme nous avons pu constater que l’instillation de nanoparticules induit, à l’instar de 

la bléomycine (Riteau et al., 2010), une augmentation transitoire de l’ATPe détectée dans le LBA, 
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nous nous sommes demandé si l’adénosine constitue bien un médiateur de l’activation de 

l’inflammasome NLRP3 in vivo.  

 

Implication de l’adénosine dans la signalisation purinergique et l’activation de l’inflammasome NLRP3 

in vivo 

L’adénosine a un rôle essentiel in vivo, en particulier dans l’Immunité. Elle permet par exemple 

d’induire la différenciation et l’activation des monocytes (Haskó and Pacher, 2012), la migration de 

cellules épithéliales bronchiques et le remodelage tissulaire (Musante et al., 1999). Elle est libérée 

par plusieurs populations cellulaires comme les cellules épithéliales alvéolaires (Tatur et al., 2008) et 

les neutrophiles. L’adénosine permet aussi de moduler l’activité de ces cellules inflammatoires via les 

récepteurs P1 (Barletta et al., 2012). Afin de compléter notre étude in vitro sur le rôle de l’adénosine 

dans l’activation de l’inflammasome NLRP3, nous avons administré à des souris C57BL/6, en plus des 

nanoparticules de SiO2, de l’ADA. Cette enzyme a pour conséquence une diminution significative, 

mais non complète, du recrutement de neutrophiles, corrélée avec une baisse de la production de la 

chimiokine attractive des neutrophiles, KC. Nos résultats sont confirmés par une étude où il est 

montré que l’ATP via P2Y2 et l’adénosine via A3 favorisent le chimiotactisme des neutrophiles (Chen 

et al., 2006). Bien que nous montrions in vitro l’implication de l’adénosine dans l’activation de 

l’inflammasome NLRP3, l’ADA ne diminue pas de façon significative l’IL-1β induite par les 

nanoparticules dans les poumons. Nous pensons que même si l’adénosine est dégradée 

irréversiblement par l’ADA, l’ATP et l’ADP restent des médiateurs suffisants pour compenser et pour 

activer l’inflammasome NLRP3 et ainsi induire la sécrétion d’IL-1β in vivo. 

 

Régulation de l’IL-1β par l’axe IL-33/ST2 in vivo: 

Nous montrons que l’instillation de nanoparticules de SiO2 ou de TiO2 induit la production d’une 

autre cytokine de la famille de l’IL-1, l’IL-33. L’IL-33 a beaucoup été décrite comme une cytokine 

capable d’induire une réponse de type Th2 et est impliquée dans des pathologies comme l’asthme 

allergique. Tout comme l’IL-1α, l’IL-33 est une alarmine qui peut être libérée dans l’espace 

extracellulaire par les cellules épithéliales endommagées. A l’inverse de l’IL-1β, la forme « Full-

Length » (FL) de l’IL-33 est constitutivement exprimée, stockée dans les noyaux de cellules 

endothéliales et épithéliales et est biologiquement active. L’IL-33 peut être clivée par la caspase-1 ce 

qui la rend inactive, mais aussi par d’autres protéases, et en particulier des protéases de 

neutrophiles, en des formes hautement actives (Lefrançais et al., 2012). Nous montrons que 

l’instillation de nanoparticules induit une libération dose-dépendante d’IL-33 dans les poumons. 
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Nous ne détectons pas cette cytokine dans le LBA, soit parce qu’elle n’est pas présente ou liée 

directement à son récepteur, soit parce qu’elle est sous le seuil de détection de notre kit ELISA. 

L’IL-33 FL est libérée dans les poumons de souris contrôles dans lesquels nous détectons également 

différentes formes d’IL-33 clivée, en quantités moindres. Nous proposons que la libération d’IL-33 et 

ses clivages soient provoqués par le stress ou l’endommagement des cellules des voies respiratoires 

lors de l’instillation du sérum physiologique ou lors du sacrifice de l’animal (par inhalation de CO2). 

Cependant, qu’il s’agisse des formes entières ou clivées, nous observons une très nette 

augmentation de l’IL-33 dans les poumons lors de l’inflammation aiguë induite par les 

nanoparticules, et cette augmentation est directement corrélée à la dose de nanoparticules. Il a été 

montré que l’exposItion de cellules épithéliales pulmonaires à des allergènes environnementaux 

induit une sécrétion d’ATP qui active les récepteurs P2 (Kouzaki et al., 2011). Cette libération d’ATP 

est à l’origine d’une augmentation de la concentration de calcium intracellulaire suffisante et 

nécessaire pour la translocation de l’IL-33 du noyau au cytoplasme puis à sa libération active (Kouzaki 

et al., 2011). De plus, l’augmentation de la concentration de Ca2+ intracellulaire a été reliée à 

l’activation de l’inflammasome NLRP3 (Murakami et al., 2012). L’exposition de cellules pulmonaires à 

des nanoparticules pourrait, via la signalisation ATP/récepteurs P2 (et tout particulièrement 

ADP/P2Y1 et ATP/P2Y2), activer l’inflammasome NLRP3 et, en parallèle, libérer activement de l’IL-33 

in vivo. Dans ce contexte inflammatoire, l’IL-33 serait clivée par des protéases comme les élastases 

de neutrophiles et des cathepsines.  

Nous montrons que les souris déficientes en récepteur de l’IL-33, le récepteur ST2, ont une 

exacerbation de la réponse inflammatoire en réponse aux nanoparticules de SiO2 et de TiO2. Nous 

dosons plus d’IL-33 dans les poumons pour ces souris, qu’elles appartiennent au groupe contrôle ou 

au groupe traité avec les nanoparticules, par rapport aux souris wild-type. Nous pouvons expliquer ce 

résultat par l’absence de prise en charge de l’IL-33 par le ST2s (ST2 soluble). Lorsque nous 

administrons, en plus de la solution saline ou des nanoparticules de SiO2, de l’IL-33 murine 

recombinante clivée (la forme 109-266 acides aminés), nous obtenons une diminution partielle de la 

réponse inflammatoire avec moins de sécrétion de KC et d’IL-1β dans les poumons. L’activation de 

l’inflammasome NLRP3 pourrait donc être modulée via l’axe IL-33/ST2, l’IL-33 étant libérée suite à 

l’instillation des nanoparticules. Cependant, la balance Th1/Th2 est finement régulée et 

l’administration d’IL-33 exogène est à double tranchant. En effet, l’IL-33 seule est suffisante pour 

induire une éosinophilie, exacerbée par les nanoparticules, mais sans affecter la sécrétion de 

cytokines Th2 comme l’IL-5. 
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

 

La mise en évidence de l’activation de l’inflammasome NLRP3 par des signaux de danger endogènes a 

permis de mieux comprendre certaines pathologies inflammatoires stériles comme la goutte, la 

maladie d’Alzheimer, les diabètes de type 2 ou l’athérosclérose. Dans le cas de la goutte, un 

traitement à partir d’un antagoniste de l’IL-1R (Anakinra) a pu être mis au point. L’inflammasome 

NLRP3 peut également être activé, toujours stérilement, par des particules exogènes comme la silice 

et les nanoparticules. La silice est un polluant environnemental qui, au même titre que l’amiante, 

peut induire des maladies pulmonaires graves. Il a été montré que, tandis que le titane de la taille du 

micron ou du millimètre est amorphe, les nanoparticules de titane sont biologiquement actives et 

constituent potentiellement un danger pour la santé humaine. L’étude de la toxicologie des 

nanoparticules (la nanotoxicologie) est donc primordiale pour comprendre les risques liés à ces 

particules si réactives. 

Les mécanismes d’activation de l’inflammasome NLRP3 sont toujours à l’heure actuelle peu connus 

et à l’origine de débats et de controverses dans la communauté scientifique. Les travaux présentés 

dans cette thèse proposent un nouveau mécanisme d’activation de l’inflammasome NLRP3 via la 

libération de nucléotides par les cellules et la signalisation purinergique qui s’ensuit. Nos résultats 

montrent en particulier le rôle essentiel des axes ADP/P2Y1, ATP/P2Y2 et adénosine/A2A-A2B in vitro. 

In vivo, l’inflammation pulmonaire induite par l’exposition aux nanoparticules, dépendante de l’IL-1α, 

de l’IL-1β et de leur récepteur commun IL-1R1, serait également modulée par l’IL-33 et son récepteur 

ST2. 

Nous avons mis en évidence le rôle de la signalisation purinergique comme activateur de 

l’inflammasome NLRP3 mais les mécanismes doivent encore être approfondis. Nous pensons que les 

flux ioniques jouent un rôle important mais le débat reste d’actualité.  

De nombreuses questions restent à élucider parmi lesquelles les voies de signalisation sous-jacentes 

à l’activation des récepteurs purinergiques, à l’activation de la PLC-β et le rôle de l’adénylate cyclase 

et de l’AMPc. Il reste également à approfondir le rôle de l’IL-33, ses modalités de libération (par 

nécrose cellulaire ou via des mécanismes ATP/calcium dépendants ?), et à identifier les protéases 

impliquées dans son clivage, les produits de ses clivages et leurs rôles (pro et / ou anti-

inflammatoires ?). Notre étude in vivo s’est focalisée sur les macrophages et neutrophiles mais il 

serait important d’étudier d’autres populations cellulaires, en particulier les cellules dendritiques qui 

jouent un rôle essentiel dans l’Immunité innée et les ILC, productrices d’IL-33. La taille initiale des 

nanoparticules utilisées nous est connue mais pas celle des agrégats qui se forment 
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immanquablement in vitro et in vivo. La formation de ces agrégats peut être limitée par l’adjonction 

d’agents dispersants comme le polyéthylène glycol et leur taille pourrait être estimée par 

microscopie électronique. 
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ANNEXE 1: Libération d’ATP et activation de l’inflammasome NLRP3 

(Revue 1) 
 

ATP release and purinergic signaling in NLRP3 inflammasome activation  

Aurélie Gombault, Ludivine Baron and Isabelle Couillin 

 

Cell Death and Disease, 2012, 3, e403. 

 

Il s’agit d’une mini-revue qui se focalise sur le lien entre la libération active d’ATP par des cellules en 

réponses à différents stimuli, la signalisation purinergique et l’activation de l’inflammasome NLRP3. 

C’est, en quelque sorte, le pendant de l’article 1. Les données qui figurent dans l’article 2 et qui sont 

dans la continuité de l’article 1 en se focalisant sur les nanoparticules comme activateurs de 

l’inflammasome NLRP3 sont postérieures à cette revue et n’y figurent donc pas. 
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Mécanismes d’activation de l’inflammasome NLRP3 par les micro- et les 
nano- particules dans un modèle d’inflammation pulmonaire chez la 

souris 
 

Les mécanismes de défense de l’organisme contre des pathogènes ou des particules toxiques 
sont regroupés sous le terme d’Immunité. L’Immunité a développé plusieurs familles de récepteurs 
dont les NLR (Nod Like Receptors) spécialisés dans la reconnaissance de motifs de pathogènes 
(PAMP), de signaux de danger endogènes (DAMP) et de désordres métaboliques et capables 
d’engager une réponse inflammatoire. L’inflammation est dite stérile si elle n’est pas déclenchée par 
des agents infectieux mais par des molécules endogènes en excès comme l’acide urique et l’ATP ou 
par des polluants environnementaux tels que la silice et les nanoparticules. 

Nous nous sommes d’une part intéressés aux mécanismes d’activation de l’inflammasome 
NLRP3 qui permet la maturation d’une cytokine pro-inflammatoire, l’Interleukine (IL)-1β. Nous 

montrons que les cristaux d’acide urique, de silice et d’Alum ainsi que les nanoparticules de titane et 
de silice induisent une libération active d’ATP dépendante d’hémicanaux par les cellules. Nous 
mettons en évidence un nouveau mécanisme d’activation de l’inflammasome NLRP3 qui fait intervenir 
l’ATP et ses différents métabolites, en particulier l’adénosine, via des familles de récepteurs 
purinergiques. 

Nous nous sommes d’autre part focalisés sur l’inflammation pulmonaire induite par 
l’administration de nanoparticules dans un modèle murin. Nous avions montré dans une étude 
précédente que cette inflammation est dépendante des IL-1α et IL-1β et de leur récepteur IL-1R1. Nos 
résultats montrent que l’adénosine est impliquée in vivo dans la réponse inflammatoire aux 
nanoparticules et que l’inflammation des voies respiratoires est modulée par l’IL-33 et son récepteur 
ST2. 

 
Mots-clés : Adénosine, ATP, inflammasome, Interleukines (IL), cristaux, nanoparticules. 

 
Mechanisms of activation of the NLRP3 inflammasome by micro- and 

nano- particles in a murine model of lung inflammation 
 

 The mechanisms of defense of the organism against pathogens or oxious particles are termed 
Immunity. The Immunity developed several receptors’ families among which the NLR (Nod-Like 
Receptors), specialized in the recognition of pathogen patterns (PAMPs), of endogenous danger 
signals (DAMPs) and of metabolic disorders, and capable of triggering an inflammatory response. The 
inflammation is named “sterile” if it is not activated by infectious agents but by endogenous molecules 
in excess, as uric acid and ATP, or by environmental pollutants, such as silica and nanoparticles.  

We first became interested in the mechanisms of activation of the NLRP3 inflammasome 
which allows the maturation of a pro-inflammatory cytokine, the Interleukine (IL) -1β. We show that 
uric acid, silica or Alum crystals but also titanium and silica nanoparticles induce an active release of 
ATP by cells, dependent of hemichannels. We highlight an innovative mechanism of activation of the 
NLRP3 inflammasome which involves ATP and its metabolites, in particular adenosine, through 
purinergic receptor families. 
 We then focused on the nanoparticle-induced lung inflammation in a murine model. We had 
shown in a previous study that this inflammation is dependent on IL-1α, IL-1β and their common 
receptor IL-1R1. Our in vivo results show that adenosine is involved in nanoparticle-induced 
inflammatory response and that airway inflammation is modulated by IL-33 and its receptor ST2. 
 
Keywords: Adenosine, ATP, inflammasome, Interleukines (IL), crystals, nanoparticles. 
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