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« La recherche doit avant tout étre un jeu et un plaisir »

Pierre Joliot
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) INTRODUCTION



1. Immunité innée et inflammation

L’immunité innée est un systeme universel de défense contre les pathogenes.
L’identification de structures moléculaires par les récepteurs de I’immunité permet la

reconnaissance du « soi » et du « non soi ».

La réponse inflammatoire fait partie de I’immunité innée et permet de lutter contre le
«non soi» comme des organismes infectieux ou des particules exogeénes. Chez les
mammiféres, I’inflammation va dans un premier temps étre initiée par 1’activation des

mastocytes, polynucléaires, monocytes et macrophages (Medzhitov et Janeway, 2002).

Cette réponse va se caractériser par la sécrétion locale de cytokines pro-
inflammatoires, comme le Tumor necrosis factor-a (TNF-a) et I'interleukine-1 (IL-1p),
mais aussi de chimiokines facilitant le recrutement de cellules immunitaires au site
d’infection. L’activation des récepteurs de I’immunité va permettre le déclenchement de
nombreux mécanismes comme la cascade du complément, la phagocytose ou 1’activation

de voies de signalisation pro-inflammatoires (Medzhitov et Janeway, 2002).

Une réponse immunitaire spécifique de I’antigéne va ensuite étre déclenchée. Les
cellules présentatrices d’antigenes (CPA) vont relayer I’information en activant les

lymphocytes B et T, déclenchant ainsi I’immunité adaptative (Fearon et Locksley, 1996).



1.1. Cellules immunitaires

De nombreux types cellulaires sont impliqués dans I’immunité. Ainsi, le systéme
phagocytaire mononucléé, représenté notamment par les monocytes circulants et les

macrophages tissulaires, joue un role primordial dans I’immunité innée.

1.1.1. Les monocytes

Les monocytes du sang périphérique sont des cellules mobiles de 10 a 20 um de
diametre a noyau réniforme (Fig. 1A). Ces cellules représentent 3 a 7 % des leucocytes du
sang périphérique chez ’homme et peuvent circuler pendant 1 a 3 jours avant de migrer
vers les tissus et se différencier. Au point de vue structural, leurs appareils de Golgi sont
bien développés, leurs cytoplasmes présentent des concours irréguliers et sont riches en

vésicules et lysosomes (Gordon et Taylor, 2005).
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Figure 1. Morphologie des monocytes (A) et des macrophages différenciés (B)

Les monocytes représentent une population hétérogene de leucocytes circulants. Ces
cellules peuvent ainsi intervenir rapidement sur le site infecté depuis la circulation
périphérique. Les monocytes peuvent reconnaitre les antigenes et produire des molécules
effectrices permettant une défense contre les pathogénes ou les signaux de danger (Strauss-

Ayali et al. 2007).

Les cellules du systéeme phagocytaire mononucléé vont exprimer de nombreux
récepteurs notamment CD14, le co-récepteur du lipopolysaccharide (LPS), ou des
récepteurs aux chimiokines permettant leur migration vers les sites inflammatoires. Ces
phagocytes peuvent également produire des ROS (Reactive oxygen species) ou des

cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a ou I’IL-1f (Geissman et al. 2003).



Les phagocytes mononucléés ont tous pour origine une cellule souche
hématopoiétique dans la moelle osseuse. Au cours de I’hématopoicse, les précurseurs
my¢loides progéniteurs communs aux monocytes et aux granulocytes se différencient en
réponse a des cytokines et des facteurs de croissance comme I'IL-3, le granulocyte
macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF) ou le macrophages-colony stimulating
factor (M-CSF). Les précurseurs my¢loides se divisent et se différencient en monoblastes,
en pro-monocytes avant de devenir des monocytes matures en quittant la moelle osseuse

vers le sang périphérique (Mosser et Edwards, 2008).

Le passage des monocytes du flux sanguin vers les tissus se fait par adhérence a
I’endothélium vasculaire grace a des molécules d’adhérence exprimées a la surface des
cellules. Les monocytes peuvent ensuite traverser I’endothélium pour sortir du flux sanguin
et atteindre les tissus. Ils vont migrer vers différents tissus ou ils se différencient en

macrophages spécifiques (Fig. 2).
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Figure 2 : Origine et différenciation des monocytes et des macrophages
(Mosser et Edwards, 2008)



1.1.2. Les macrophages

La différenciation en macrophages entraine une augmentation de la taille (25 & 50 um)
et de la granularité des cellules. Une réduction du ratio nucléo-cytoplasmique des cellules
monocytaires est observée avec un noyau qui s’arrondit et un cytoplasme qui devient
beaucoup plus volumineux (Fig. 1B). Le nombre d’organites intracellulaires et le taux
d’enzymes lytiques devient plus important, ainsi la cellule aura une plus grande capacité de

phagocytose (Sokol ef al. 1987 ; McCullough et al. 1999).

Toutefois, les macrophages sont trés hétérogenes au niveau de leur phénotype. Celui-
ci est dicté par les stimuli que les macrophages ont recu au cours de sa différenciation
(Mosser et Edwards, 2008). Les macrophages sont ainsi généralement caractérisés par

leurs marqueurs membranaires et la sécrétion de cytokines (Martinez et Gordon, 2014).

Les macrophages tissulaires dérivent des monocytes circulants, cependant une
prolifération in situ des macrophages résidents a également été observée au niveau

pulmonaire, péritonéal et du tissu adipeux (Jenkins ef al. 2011 ; Amano ef al. 2014).

Les macrophages font partie de la premiere ligne de défense contre les agents
pathogenes. Au niveau tissulaire, leur nombre est régulé en fonction de la résistance a
I’apoptose, le recrutement de monocytes du sang périphérique, et 1’afflux en fonction du

stimulus local (Landsman et Jung, 2007 ; Murphy et al. 2008).

En fonction de leur localisation cellulaire et la présence de médiateurs, les
macrophages acquiérent des caractéres particuliers de différenciations. Ils se différencient
par exemple en cellules de Kupffer dans le foie, en ostéoclastes dans les os ou en
macrophages alvéolaires dans les poumons (Fig. 2). Ces cellules a longue durée de vie vont
développer des fonctions spécialisées et souvent étre capables de survivre a la

phagocytose.

Les macrophages sont les garants de I’homéostasie, la lutte contre les pathogénes et de
I’intégrité des tissus. Ces cellules ont également un role essentiel dans la réparation

tissulaire, la résolution de I’inflammation et I’angiogénése (David Dong et al. 2009).



Cependant, les macrophages sont tout d’abord des phagocytes capables de migrer par
chimiotactisme par des mouvements amiboides au niveau des foyers infectieux (Murray et

Wynn, 2011a).

L’activation des macrophages entraine une réponse immunitaire innée par
augmentation de I’activité phagocytaire permettant de digérer les micro-organismes, des
débris cellulaires ou des particules inertes aux cotés des polynucléaires neutrophiles
(Murray et Wynn, 2011b). Lorsque les macrophages arrivent au contact de particules a
phagocyter, ils vont créer des interactions avec celles-ci. La membrane plasmique des
macrophages va s’invaginer autour de la particule qui va former un phagosome a
I’intérieur de la cellule. Aprés fermeture, le phagosome subit une maturation en acidifiant
son contenu et ce qui va favoriser la formation de ROS. En fusionnant avec des organites
intracellulaires comme les endosomes et les lysosomes, il va y avoir formation d’un
phagolysosome qui va libérer des hydrolases acides, des cathepsines et des défensines

permettant la destruction des micro-organismes. (Underhill et Goodridge, 2012).

L’intervention des macrophages dans la défense face aux micro-organismes est le
point de départ de 1’¢laboration de la réponse immunitaire adaptative. Suite a la
phagocytose, les macrophages vont étre impliqués dans la réaction immunitaire adaptative
en jouant le role de cellule présentatrice d’antigénes (CPA) aux lymphocytes T et B
(Murray et Wynn, 2011a). Enfin les macrophages vont libérer des médiateurs de
I’inflammation permettant 1’activation des cellules NK (Natural killer), des lymphocytes,
ou des macrophages eux méme, influencant ainsi le développement des réponses
inflammatoires et immunitaires. Les médiateurs inflammatoires sécrétés sont des
métabolites lipidiques, des ROS ou des cytokines comme I’IL-1f, le TNF-a ou I’'IL-6
(Mosser et Edwards, 2008).

L’environnement tissulaire va influencer la polarisation des macrophages qui
acquicrent une spécificité fonctionnelle au sein du tissu. La polarisation des cellules a été
mise en évidence sur les lymphocytes T helper, en réponse de type Thl ou Th2 (Mosmann
et al. 1989). De la méme facon, les macrophages peuvent étre activés de maniere classique

ou alternative, respectivement en phénotypes M1 ou M2 (Martinez et Gordon, 2014).



1.1.2.1. Macrophages de type M1

L’activation des macrophages en phénotype M1 lui confére des propriétés
immunitaires de type Thl et pro-inflammatoires. Ce phénotype va étre particulierement
impliqué dans DI’inflammation et la lutte contre les micro-organismes et les cellules

tumorales (Martinez et al. 2008).

Plusieurs stimuli vont permettre la différenciation des macrophages en phénotype M1.
L’interféron-y (IFN-y) sécrété par les lymphocytes, ou par les macrophages eux méme, va
induire cette polarisation (Mosser et Edwards, 2008). De méme le GM-CSF ou le LPS sont
des agents inducteurs de la polarisation M1 des macrophages (Mantovani et al. 2004 ;

Benoit et al. 2008 ; Martinez et al. 2008 ; Mosser et Edwards, 2008).

Les macrophages M1 expriment de nombreux récepteurs de I'immunité et vont
sécréter des cytokines comme 1I’'IL-12, le TNF-a, I'IL-1B, ’IL-6 ou CXCL-10. Cette
production va permettre d’amplifier la polarisation de type M1 de facon autocrine

(Schroder et al. 2004).

1.1.2.2. Macrophages de type M2

Les macrophages de type M2 sont qualifiés d’immunorégulateurs, ils vont sécréter peu
d’IL-12, promouvoir la réponse immunitaire de type 2, ’angiogénése et la réparation
tissulaire (Gordon et Taylor, 2005). Ces cellules sont classées en trois sous catégories. Les
macrophages M2a sont dits « réparateurs » et les macrophages M2b et M2c qui sont

« régulateurs et anti-inflammatoires » (Mosser et Edwards, 2008 ; Martinez et al. 2008).

Les macrophages de type M2a, ou macrophages activés de facon alternative, sont
induits par les cytokines IL-4 et IL-13 (Mantovani et al. 2004). Ces cytokines produites
lors d’une réaction immunitaire de type Th2 par les lymphocytes Th2, les mastocytes, les
basophiles ou les é€osinophiles vont inhiber la polarisation de type M1 et induire une

polarisation de type M2a (Martinez et al. 2009 ; Gordon et Martinez, 2010).



La polarisation en macrophages M2b nécessite une activation par des agonistes de Toll
like receptors (TLRs), du récepteur a I’IL-1 et par des complexes immuns (Mantovani et
al. 2004). Les macrophages M2b sont considérés comme des macrophages impliqués dans

des processus de régulation de I’inflammation (Mosser et Edwards, 2008).

Les macrophages M2c sont principalement induits par les glucocorticoides, I’IL-10 et
le Transforming growth factor B (TGF-B) (Gordon et Martinez, 2010 ; Benoit et al. 2008).
Les macrophages anti-inflammatoires de type M2c¢ interviennent dans la derniére phase du
processus d’inflammation et la restauration de 1’homéostasie tissulaire. Ces cellules sont
impliquées dans la phagocytose des cellules en apoptose et la résolution de I’inflammation

(Martinez et al. 2008).

La polarisation des macrophages est induite par le microenvironnement, ceci va
modifier leur production de médiateurs de I’inflammation, leurs activités enzymatiques et

phagocytaires (Martinez et al. 2008).



1.2. Récepteurs impliqués dans I’'immunité

Une étape clé de 'immunité innée et de la réponse inflammatoire est la reconnaissance
des composés d’origine pathogéne, appelés Pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs) ou des molécules de dangers, les Danger-associated molecular patterns (DAMPs)

par les récepteurs de I’immunité innée, les Pattern recognition receptors (PRRs).

Ces récepteurs des cellules de 'immunité innée sont répartis selon leur localisation,
membranaire ou intracytoplasmique. Les TLRs et les C-type lectine receptors (CLRs) sont
des PRRs transmembranaires. Les PRRs cytoplasmiques sont composés des RIG-I like
Receptors (RLRs) reconnaissant essentiellement des composants viraux, des AIM-2 like

receptors (ALRs) et des NOD-like receptors (NLRs) (Takeuchi et Akira, 2010).

1.2.1. Les TLRs

Les récepteurs Toll ont été mis en évidence chez la mouche drosophile (Drosophila
melanogaster) comme des récepteurs de I'immunité permettant de lutter contre les
infections fongiques (Imler et Hoffman, 2001). Ce méme type de récepteur a ¢galement été
trouvé chez les mammiferes. Etant trés conservés au cours de 1’évolution, ils présentent les

mémes spécificités structurales que la molécule Toll de la drosophile.

Le premier homologue de ces récepteurs a €té décrit par Medzhitov et a été mis en
évidence comme étant impliqué dans D’induction des génes entrainant une réponse

inflammatoire et correspondait au TLR4.

Les TLRs sont des protéines situées sur la membrane plasmique ou la membrane des
endosomes. Ces récepteurs sont impliqués dans la reconnaissance des pathogenes et jouent
un role primordial dans I’immunité innée. La fixation des PAMPs provenant de bactéries,
champignons, virus ou de protozoaires sur les récepteurs de 'immunité innée va entrainer

une réponse inflammatoire (Janeway et Medzhitov, 2002).



Chez I’homme, 10 TLRs différents (TLR1 a TLR10) ont été identifiés et sont localisés
sur de nombreux types cellulaires. On trouve les TLRs dans les cellules immunitaires
comme les macrophages, les cellules dendritiques, les polynucléaires ou les lymphocytes
mais également sur des cellules en contact avec le milieu extérieur comme les cellules
pulmonaires ou les cellules épithéliales. La fonction primaire des TLRs est la

reconnaissance des pathogénes et 1’activation des cellules qui les portent (Akira et al.

2006).

Ces protéines transmembranaires de type I sont toutes structurées en trois domaines.
Un domaine extracellulaire Leucine-rich repeat (LRR), un domaine transmembranaire et

un domaine intracytoplasmique Toll/IL-1 Receptor (TIR).

Le domaine TIR des TLRs, présente une grande similarité avec celui des récepteurs de
la famille de I’IL-1. Cependant, les domaines extracellulaires sont différents de ceux des
TLRs car ils présentent un domaine LRR permettant la reconnaissance des composés
bactériens, alors que le récepteur a I’IL-1 posséde un domaine immunoglobuline-like

(Taketa et Akira, 2005).

Les LRR sont des motifs protéiques riches en leucine contenant entre 20 et 29
résidus, ils sont présents dans de nombreuses protéines et permettent la reconnaissance des
composés microbiens par des interactions avec des protéines, des lipides ou des sucres

d’origine cellulaire ou pathogéne (Kobe et Kajava, 2001).

Les TLRs peuvent étre localisés a la surface de la cellule comme TLR1, 2,4, 5et 6 ;
ce qui permet la détection de composés microbiens extracellulaires, tels que les

lipopeptides, la flagelline ou le lipopolysaccharide (LPS).

Ils peuvent également étre localisés dans les endosomes ou lysosomes des cellules
comme les TLRs 3, 7, 8 et 9 qui reconnaissent des acides nucléiques exogenes, dSRNA
(double-stranded RNA), ssARN (simple-stranded RNA) ou CpG (cytidine-phosphate-
guanosine) DNA (Fig. 3). Le TLR10 a été identifi¢ chez I’homme et semble avoir des
similarités avec les TLR1 et TLR6 (Takeda et Akira, 2005).
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Figure 3. Les TLRs et leurs ligands (Taketa et Akira, 2005)

Ainsi chaque TLR posséde ses propres ligands activateurs, par exemple le LPS est
spécifiquement reconnu par le TLR4. Le LPS ou endotoxine bactérienne, est bien connu
pour stimuler les réponses inflammatoires de I’organisme et peut étre responsable de chocs

septiques (Beutler et Rietschel, 2003).

Cette molécule est le PAMP le plus utilisé en laboratoire, elle représente un composant
de la membrane cellulaire externe des bactéries Gram négatif. Le LPS est un complexe
glycolipidique composé d’un domaine hydrophile polysaccharidique et d’un domaine
hydrophobe, le lipide A, responsable de son immunogénicité par fixation au TLR4 (Netea
et al. 2002). TLR4 est indispensable a la transduction du signal en réponse au LPS, comme
il a été montré a I’aide de souris TLR4 -/- ou d’un TLR4 tronqué au niveau de son domaine

C-terminal (Kim et al. 2007).
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Pour activer TLR4, le LPS va se lier a la LPS-Binding Protein (LBP) qui initie la
réponse cellulaire en formant un complexe avec le co-récepteur membranaire CD14 des
cellules my¢loides. CD14 est une molécule a structure glycosylphosphatidylinositol ancrée
dans la membrane et principalement exprimée chez les monocytes et les macrophages.
Cependant la présence de CD14 soluble dans le sérum permet aux cellules ne possédant

pas de CD14, comme les cellules épithéliales ou endothéliales, d’étre activées par le LPS

(Akira et al. 2001).

La protéine extracellulaire Myeloid Differentiation factor 2 (MD-2) va s’associer au
LRR du TLR4 et permettre la formation d’un complexe avec le LPS induisant la

dimérisation du récepteur a la surface de la cellule (Fig. 4).
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Figure 4. Signalisation du LPS apreés interaction avec le complexe TLR4-MD2
(Barochia et al. 2011)
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11 existe plusieurs protéines adaptatrices au domaine TIR de TLR4 : MyD88 (Myeloid
differentiation primary response gene 88), TIRAP (TIR domain-containing adaptor
protein) également appelé Mal (MyD88-adapter-like), TRIF (TIR domain-containing
adaptor inducing IFN-), TRAM (TRIF-related adaptor molecule), et IRAK (IL-1 receptor-
associated kinase). Les TLRs utilisent différentes combinaisons de protéines adaptatrices
pour la transduction du signal, mais seul le TLR4 peut utiliser toutes ces protéines (Lu et

al. 2008).

Le complexe LPS-TLR4-MD-2 va entrainer [’activation du récepteur et la
translocation de facteurs de transcription dans le noyau comme AP1 (Activator protein 1),

Interferon regulatory factor (IRF) 3, IRF5 ou NF-«B (Nuclear Factor kB) (Lu et al. 2008).

Le facteur nucléaire NF-kB joue un réle important dans le syst¢tme immunitaire (Li et
Verma 2002 ; Bonizzi et Karin, 2004). L’activation de la voie NF-kB va induire la
transcription de génes codant pour des chimiokines et des molécules d’adhérence ce qui va
permettre le recrutement de macrophages et des cellules dendritiques. Cette voie va
¢galement induire les génes codant pour des cytokines pro-inflammatoires telles que le
TNF-a, I’IL-6, la pro-IL-1B, la pro-IL-18 et des protéines inflammatoires comme NLRP3
(Bauernfeind et al. 2009).

La protéine MyD88 semble nécessaire a la transduction du signal en réponse au LPS,
car les souris déficientes en MyD88 ne produisent pas de cytokines pro-inflammatoires et

ne font pas de choc septique en réponse au LPS (Kawai ef al. 1999).

Afin d’éviter une production excessive de cytokines en réponse a 1’activation de TLR4
pouvant conduire a un sepsis, une régulation négative de la voie de signalisation est
possible (Kobayashi et al. 2002). De nombreux inhibiteurs de cette cascade de
signalisation régulent la transduction du signal pro-inflammatoire. La reconnaissance des
microorganismes peut ¢galement se faire de maniére indépendante des TLRs, par exemple

par les NLRs.
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2.2. Les NLRs

Contrairement aux TLRs, les NLRs sont des PRRs cytoplasmiques qui ne contiennent

pas de domaine TIR. Vingt-deux NLRs, anciennement appelés CATERPILLER, ont été

identifiés chez ’homme par leur domaine structural et leurs relations phylogénétiques

(Ting et al. 2008). Ceux-ci ont été subdivisés en 5 catégories : NLRA, NLRB, NLRC,

NLRP, et NLRX. Ils possedent tous un domaine NACHT central et un domaine LRR au

niveau C-terminal, excepté pour NLRP10. Ce sont leurs domaines N-terminaux qui

permettent leur classification (Fig. 5) (Saxena et Yeretssian, 2014).

NLRA

NLRB

NLRC

NLRP

NLRX

. CARD
. BIR

ClITA

NAIP

[ NOD1(NLRC1)
NLRCA4

NOD2 (NLRC2)

NLRC3
NLRC5

NLRP1

NLRP2-9
NLRP11-14

NLRP10

NLRX1

0 ATD
. LRR

Figure 5. Représentation schématique des différents NLRs (Saxena et Yeretssian, 2014)

NLRA possede un acidic transactivation domain (ATD) et était précédemment appelé

Class II Transactivator (CIITA). Cette protéine est un transactivateur du complexe majeur

d'histocompatibilite de classe II (CMH II) et représente le principal régulateur de
'expression des génes du CMH II (Nickerson et al. 2001).
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NLRB, ou NAIP (NLR family, apoptosis inhibitory protein), possede un domaine
Baculoviral inhibition of apoptosis repeat (BIR) en position N-terminale. Cette famille de
protéines joue un rdle dans la survie cellulaire et la défense contre les pathogenes

(Lightfield et al. 2008).

NLRX1 est le seul membre de la famille NLRX. Sa séquence N-terminale permet son
adressage a la membrane mitochondriale. Bien qu’il ait ét¢ mis en évidence dans la
production de ROS induite par le TNF-o et dans la lutte contre les pathogénes, son role

précis est encore mal connu (Moore et al. 2008).

Si le groupement N-terminal correspond a un domaine CARD (Caspase Activation
and Recruitment Domain), ces NLRs sont de la famille NLRC ; s’il correspond a un

domaine PYD (Pyrin Domain), les NLRs sont de la famille NLRP.

Les NLRCs (NLRCI1-5) et notamment NLRC1, ou nucleotide-binding oligomerization
domain-1 (NODI) et NLRC2 (NOD2) sont tres importants dans la reconnaissance des
pathogeénes, comme les peptidoglycanes d’origine bactérienne et dans 1’homéostasie

immunitaire (Philpott ef al. 2014).

La famille de NLRs la plus connue est celle des NLRPs (NLRP1-14), en effet certains
membres de cette famille peuvent former des complexes oligomériques, les
inflammasomes apres activation par des perturbations cytosoliques (Schroder et Tschopp,

2010).

Certains NLRs, comme NLRC1, NLRC2, NLRC5 ou NLRXI sont incapables de
former des inflammasomes, pourtant ceux-ci jouent un role dans la réponse inflammatoire
(Magalhaes et al. 2011). Cependant, NLRC1 et NLRC2 sont capables de former le
NODosome, un complexe macromoléculaire permettant d’activer la voie NF-kB et la voie

des MAPKs (Keestra et Baumler, 2014).
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1.2.3. Inflammasome NLRP3

La protéine NLR la plus étudiée est NLRP3, anciennement appelée NALP3 ou
Cryopyrine. Comme toutes les NLRPs, exceptées NLRP1 et NLRP10, la protéine NLRP3
est constituée d’un domaine PYD en position N-terminale, un domaine NACHT et un
domaine LRR en position C-terminale (Fig. 6). Cette protéine est un ¢élément d’un

complexe macromoléculaire, I’inflammasome NLRP3 (Menu et Vince, 2011).

Martinon et al. (2002) ont décrit I’inflammasome comme une plate-forme intra-
cytoplasmique de haut poids moléculaire (de I’ordre de 10° Da) permettant la maturation
de cytokines pro-inflammatoires comme I’IL-1p. Les inflammasomes sont des complexes
protéiques intracellulaires de I’immunité innée constitués d’'un NLR ou d’un ALR, d’une

protéine adaptatrice et d’une cysteine protéase.

Parmi les 22 NLRs décrits chez I’homme, seuls NLRP1, NLRP3, NLRC4 et AIM2
peuvent former des inflammasomes. D’autres protéines impliquées dans 1’immunité
comme NLRP6, NLRP7, RIG-1, pyrin et IFI16 (Interferon y-inducible protein 16) ont été
mises en évidence comme pouvant former des inflammasomes, mais celles-ci sont encore

mal connues (Sutterwala et al. 2014).

Le plus connu des inflammasomes est I’inflammasome NLRP3. Cet inflammasome
est tres exprimé dans les cellules myéloides comme les monocytes ou les macrophages
(Guarda et al. 2011). L’inflammasome NLRP3 contient une protéine adaptatrice ASC
(Adaptor protein apoptosis-associated speck like protein containing a CARD), la caspase-1

et la protéine NLRP3 (Fig. 6).

NLRP3

CARD Pyrin LRR

p10, p20 CARD ASC
Caspase-1

Figure 6. Structure de I’inflammasome NLRP3 (Menu et Vince, 2011)
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Aprées activation, NLRP3 s’oligomérise via des interactions homotypiques entre les
domaines NACHT et présente son domaine Pyrin au domaine Pyrin de la protéine
accessoire ASC, indispensable a I’activation de I’inflammasome (Dinarello, 2007). ASC
interagit via son domaine CARD avec le domaine CARD de la pro-caspase-1. Le

recrutement de la pro-caspase-1 entraine 1’oligomérisation et I’autocatalyse en caspase-1.

La caspase-1, anciennement appelée IL-1B-converting-enzyme (ICE), permet le
clivage de la pro-IL-1p (Cerretti et al. 1992 ; Thornberry et al. 1992). Cette enzyme va
cliver le pro-peptide au niveau du résidu acide aspartique en position 116, produisant ainsi
I’IL-1p mature, biologiquement active, qui sera libérée dans 1’espace extracellulaire. Cette
cystéine protéase est aussi capable de cliver d’autres cytokines pro-inflammatoires comme

la pro-IL-18 et I'IL-33 (Schmitz et al. 2005 ; Gu et al. 1997).

Parmi les différentes caspases, seule la caspase-1 est capable de cliver la pro-IL-1p. En
effet, cette enzyme est une caspase inflammatoire, contrairement aux caspases-3, -8 et -9
qui sont des caspases impliquées dans 1’apoptose (Los et al. 1999). Toutefois, la caspase-1
joue également un role dans la mort cellulaire en réponse aux agents pathogénes, dans le

cas de la pyroptose (Cookson et Brennan, 2001 ; Denes et al. 2012).

La caspase-1 est synthétisée sous forme de zymogene. La pro-caspase-1 étant
inactive, elle nécessite une activation par un inflammasome pour devenir active. NLRP3
n’est pas le seul inflammasome permettant d’activer la caspase-1, en effet NLRPI,

NLRP6, NLRP7, NLRC4 et AIM2 en sont également capables (Khare et al. 2012).

Lors de I’assemblage de I’inflammasome NLRP3, la caspase-1 est activée par
formation d’un hétérotétramere a2B2 constitué de deux protéines p20, contenant le site

actif, et de deux sous-unités p10 (Ogura et al. 2006 ; Schroder et al. 2010).

I a cependant été montré que [’activation de la caspase-1 peut se faire
indépendamment de I’inflammasome NLRP3 et donc entrainer une libération d’IL-1p, sans

formation du complexe intracytoplasmique (Dinarello, 2010 ; Netea et al. 2009).
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1.2.3.1. Pré-activation de l’inflammasome NLRP3

Pour étre actif dans les macrophages, I’inflammasome NLRP3 a besoin de deux
signaux, un premier pour le pré-activer, c'est-a-dire induire 1’expression de la pro-IL-1 et
de la protéine NLRP3 et un second pour permettre 1’assemblage du complexe

macromoléculaire.

La protéine NLRP3 est exprimée a un taux basal dans les cellules my¢loides qui ne
suffit pas a la formation de I’inflammasome (Guarda ef al. 2011). Ainsi, une pré-activation,
ou priming, est nécessaire a la transcription de NLRP3, alors qu’elle ne parait pas
indispensable pour la protéine accessoire ASC ou la pro-caspase-1 (Bauerfeind et al.
2009). Cette pré-activation va se faire par des cascades de signalisation impliquant la voie

NF-«xB via les récepteurs au TNF ou a I’'IL-1, les TLRs ou les NLRs comme NOD?2.
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Figure 7. Signaux entrainant la pré-activation de 1I’inflammasome NLRP3
(Sutterwala et al. 2014)
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NLRP3 est maintenue dans un état inactif par ubiquitination du domaine LRR au
niveau cytosolique. Une pré-activation est nécessaire pour activer la désubiquitinase
BRCC3 (Lys-63-specific deubiquitinase BRCC36) et dissocier les protéines HSP90 (Heat
shock protein 90) et SGT1 (suppressor of G2 allele of skpl) empéchant 1’oligomérisation
de I'inflammasome NLRP3 (Sutterwala et al. 2014) (Fig. 7).

La pré-activation nécessite une induction de I’expression de ’ARNm d’IL-1p et de
NLRP3 donc un temps de plusieurs heures alors que ’activation du complexe pourra se

faire en 10 minutes dans la cellule (Juliana et al. 2012).
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1.2.3.2. Activation de l’inflammasome NLRP3

Les inflammasomes possédent de nombreux activateurs, des PAMPs ou des DAMPs.
Ainsi, I’'inflammasome NLRP1 peut étre activé par des composés bactériens comme le
Muramyl dipeptide (MDP) ou la toxine de Bacillus anthracis. NLRC4 peut étre activé par
la flagelline des bactéries a Gram négatif comme Legionella pneumophila, Salmonella
typhimurium, Shigella flexneri, ou Pseudomonas aeruginosa. L’inflammasome AIM2 peut
lui directement lier de I’ADN double brin (ADNds) pour entrainer son activation

(Rathinam et al. 2010).

L’inflammasome NLRP3 possede quant a lui de trés nombreux activateurs d’origine

trés vari€e dont certains impliqués dans des pathologies (Tableau I).

Activator class Activator Disease assodations
Whole pathogen Candida albicans Infection
Saccharomyces cerevisige' Infection
Staphylococcus aureus Infection
Listeria manocytegenes Infection
Influenza virus Infection
Sendai virus Infection
Adenovirus Infection
Pathogen-assodated Bacterial pore—forming Infection
molecules toxins
Hemozoin Cerebral malaria
Environmental insults Silica Silicosis
Asbestos Asbestosis
Skin irritants Contact hypersensitivity
reactions
Ultraviolet light Sunburn
Endogenous danger signals ATP Injury or necrotic cell death
Glucose Metabolic syndrome
Mmsu Gout
Calcium pyrophosphate Pseudogout
dihydrate (CPPD}
Amyloid B Alzheimer's disease
Hyaluronan Injury
Adjuvant Alum

Tableau I. Exemples d’activateurs de I’inflammasome NLRP3 et maladies associées
(Schroder et al. 2010)

Les DAMPs activateurs de I’inflammasome NLRP3 peuvent étre libérés suite a une
infection, un stress métabolique ou une Iésion cellulaire. Par exemple, I’ATP
extracellulaire libéré est connu pour activer I’inflammasome NLRP3 (Mariathasan et al.
20006), tout comme les cristaux d’acide urique, monosodium urate (MSU) (Martinon et al.

2006).
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Le seuil d’activation de 1’inflammasome NLRP3 va dépendre de ’agoniste et du type
cellulaire. Par exemple, pour le méme agoniste, le seuil d’activation de 1’inflammasome
NLRP3 va étre plus bas pour les cellules dendritiques que pour les macrophages

(Sutterwala et al. 2014).

Etant donné I’hétérogénéité des molécules pouvant activer I’inflammasome NLRP3,
une interaction directe entre ces molécules et NLRP3 parait trés peu probable. Ainsi, de

nombreux mécanismes sont proposés pour 1’activation de cet inflammasome.

Trois modeles sont majoritairement exprimés dans la littérature. L’activation de
I’inflammasome NLRP3 par un efflux potassique, par les ROS ou par la rupture des

lysosomes (Schroder et al. 2010 ; Bauerfeind et al. 2011a ; Bauerfeind et al. 2011Db).

De nombreuses observations confirment le role des flux ioniques dans 1’activation de
. . . . + .
I’inflammasome car tous les activateurs de NLRP3 induisent un flux de K" mais son

mécanisme exact demeure un mystere.

La concentration intracytoplasmique en potassium dans les cellules saines est
comprise entre 140 et 150 mM. In vitro, pour déclencher 1’activation de I’inflammasome,
la concentration en K™ doit devenir inférieure & 70 mM, comme c’est le cas aprés
activation par de I’ATP. A Dl’inverse, I’activation de I’inflammasome NLRP3 peut étre
bloquée dans un milieu contenant une trés forte concentration en potassium (Pétrilli et al.
2007 ; Tschopp et Schroder, 2010). La nécessité d’un efflux de potassium a été confirmée

en bloquant les canaux potassiques (Lamkanfi ef al. 2009).

Suite a la pré-activation (priming step), l’activation de I’inflammasome NLRP3
(activation step) peut se faire par efflux de potassium, par exemple suite a la stimulation
par des toxines formant des pores comme la nigéricine, la maitotoxine ou des antibiotiques

(Allam et al. 2011).

L’efflux potassique peut également provenir de 1’activation du récepteur P2X7R par

de ’ATP, ce qui va entrainer 1’activation de la caspase-1 (Fig. 8).
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Figure 8. Activation de I’'inflammasome NLRP3 par différents mécanismes
(Bauerfeind et al. 2011a)

Le récepteur purinergique P2X7 a rapidement été mis en évidence comme un acteur de
I’activation de I’inflammasome NLRP3 (Kahlenberg et Dubyak, 2004). Ce récepteur canal
permet I’efflux rapide de potassium par la cellule, ainsi que le recrutement de 1’hémicanal
pannexine-1 et la formation d’un pore permettant I’entrée cytoplasmique de facteurs
extracellulaires pouvant activer I’inflammasome (Pelegrin et Surprenant, 2006 ; Ferrari et

al. 2006 ; Kanneganti et al. 2007).

Récemment, il a été montré que le mouvement calcique provenant du réticulum
endoplasmique (RE) jouait un role dans I’assemblage de 1’inflammasome NLRP3 mais ce

mécanisme reste encore mal connu (Lee et al. 2012).

Plusieurs ¢tudes suggérent que les flux ioniques induisent un dysfonctionnement
mitochondrial nécessaire a 1’activation de I’inflammasome NLRP3. Il a d’ailleurs été
montré que le flux calcique associé a un stress du RE provoque des 1ésions mitochondriales

qui vont produire des ROS d’origine mitochondriale (Murakami et al. 2012).
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Les ROS semblent avoir un role crucial dans I’activation de I’inflammasome (Fig. 8).
En effet, les activateurs de I’inflammasome NLRP3 induisent tous une production de ROS.
Cette production est fréquemment accompagnée d’un efflux potassique, ainsi de faibles
concentrations intracellulaires en K™ pourrait induire la production de ROS et vice-versa

(Kowaltowski et al. 2009 ; Tschopp et Schroder, 2010).

Certains auteurs pensent que les ROS sont des messagers secondaires indispensables a
I’activation de I’inflammasome NLRP3 (Cruz et al. 2007 ; Martinon, 2010a). De part leur
courte durée de vie, elles joueraient un role de signal d’alarmine (Tschopp et Schroder,
2010). Zhou et al. (2010) ont montré que les ROS produites pouvaient permettre la fixation
de la thioredoxin-interacting protein (TXNIP) a la protéine NLRP3 et permettre ainsi
I’activation de I’inflammasome NLRP3 en réponse aux cristaux de MSU. D’autres auteurs
montrent que les ROS sont uniquement indispensables a la pré-activation et I’induction de
I’expression de NLRP3, pas pour ’activation du complexe (Bauerfeind ez al. 2011b). En
effet, la production de ROS n’est pas suffisante a cette activation, ceci signifie donc que

d’autres voies sont nécessaires.

Au niveau cellulaire, la mitochondrie est la source principale de ROS, grace aux
Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxydases (NADPH oxydases) (Yang ef al.
2011). Ainsi, le dysfonctionnement mitochondrial pourrait activer I’inflammasome NLRP3
par production de ROS, mais également via I’ADN mitochondrial (ADNmt) (Zhou et al.
2011 ; Nakahira et al. 2011). Shimada ef al. (2012) pensent qu’un signal activateur de
I’inflammasome induit un dysfonctionnement mitochondrial qui permettra de produire de
I’ADNmt oxydé dans le cytosol et se lier directement a I’inflammasome NLRP3 pour

I’activer (Shimada et al. 2012).

La protéine NLRP3 a I’état inactif est localisée proche du réticulum endoplasmique
alors que la protéine adaptatrice ASC est associée a la mitochondrie. Lors de I’activation
de I’inflammasome, les protéines NRLP3 et ASC se localisent dans 1’espace périnucléaire

avec la mitochondrie (Zhou ef al. 2011 ; Misawa et al. 2013).
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Un autre mode d’activation de I’inflammasome NLRP3 est la rupture lysosomale par
les activateurs de grande taille comme les cristaux de silice, d’aluminium ou de MSU

(Halle et al. 2008 ; Dostert et al. 2008, Hornung et al. 2008, Cassel et al. 2008).

Il semblait que I’activation de I’inflammasome NLRP3 par les cristaux nécessitait la
phagocytose, pourtant des cellules incapables de phagocyter comme les kératinocytes
peuvent activer I’inflammasome NLRP3 et sécréter de I’IL-1p en réponse a des particules
(Yazdi et al. 2010). Un mécanisme de « phagocytose frustrée » des particules et des
cristaux de grande taille a donc été proposé (Cassel et al. 2008). Ce mécanisme met en jeu
le cytosquelette, en effet I’inhibition des filaments du cytosquelette par des molécules
comme la colchicine ou la cytochalasine D diminue la libération d’IL-1B (Martinon et al.

2006 ; Dostert et al. 2008).

Apres internalisation des cristaux, une clairance inefficace va entrainer la production
de ROS (Martinon et al. 2009), un efflux de potassium (Pétrilli et al. 2007), une
déstabilisation du phagosome et une rupture du lysosome. Ceci va entrainer le relargage de
son contenu dans le cytoplasme dont des protéases lysosomales comme la cathepsine B qui

va entrainer 1’activation de la caspase-1 (Hornung et al. 2008) (Fig. 9).
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L’acide urique est un catabolite des purines qui va précipiter sous forme de cristaux
d’urate de sodium comme dans la goutte et induire ainsi une inflammation (Martinon,
2010b). L’acide urique va pouvoir €tre relargué par les cellules comme un signal de danger
et va précipiter en présence de fortes concentrations de sodium présent dans

I’environnement extracellulaire (Shi et al. 2003 ; Gasse et al. 2009 ; Martinon, 2010b).

Il a été montré que le CD14 et les TLRs, comme TLR2 et TLR4, contribuaient a la
production de cytokines en réponse aux cristaux d’acide urique (Liu-Bryan ef al. 2005 ;
Scott et al. 2006). Cependant, les TLRs ne détectent pas directement les cristaux et ne sont
pas indispensables a la libération d’IL-1p en réponse au MSU (Chen et al. 2006). En effet,
le MSU peut étre reconnu directement par le cholestérol de la membrane des phagocytes,
sans intervention de récepteurs de surface. Ceci va €tre suffisant pour entrainer une cascade

de signalisation intracellulaire (Ng et al. 2008).

De plus, il a été montré que le MSU, comme d’autres cristaux pouvait entrainer une
libération d’ATP endogene (Gombault ef al. 2013). Ceci laisse imaginer qu’une activation

autocrine du récepteur purinergique P2X7 en réponse a I’ATP endogéne est possible.

Ces différents mécanismes induisent 1’activation de I’inflammasome NLRP3 en
réponse au MSU. L’inflammasome NLRP3 actif nécessite un assemblage sous forme de
multimere (Fig. 8). Cependant, le mécanisme d’oligomérisation de I’inflammasome

NLRP3 est encore mal connu (Gross et al. 2012).

Ces dernieres années, de nombreux autres mécanismes ont €t€¢ mis en évidence ce qui

rend d’autant plus complexe la compréhension de cette voie d’activation.

Ainsi, une désubiquitination de NLRP3 semble indispensable pour I’activation de
I’inflammasome dans les macrophages et ce mécanisme nécessite la production de ROS
mitochondriale (Juliana ef al. 2012). De méme la protéine MAVS (Mitochodrial antiviral
signaling proteins) a ét€¢ mise en évidence comme essentielle pour une activation optimale
de I’'inflammasome NLRP3 en réponse a I’ATP. Cependant, cette protéine ne semble pas

jouer de rdle en réponse aux substances cristallines (Subramanian et al. 2013).
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Shenoy et al. (2012) ont identifi¢é un autre partenaire permettant I’assemblage et
I’activation de I’inflammasome NLRP3, la protéine guanylate binding 5 (GBP5). Cette
protéine n’est pas un NLR, ni un ALR mais semble participer a D’activation de

I’inflammasome NLRP3 en réponse aux PAMPs, mais pas aux particules.

Une régulation négative de I’inflammasome NLRP3 est indispensable a la résolution
de I’inflammation. Ainsi, plusieurs mécanismes concourent a 1’inhibition de celui-ci. En
effet il a été montré que la fixation de I'I[FN-a, 'IFN-f ou IL-10 sur leurs récepteurs, un
microARN endogéne miR-223, I'AMP cyclique (AMPc) ou le NO (Nitric Oxyde)
inhiberait le clivage de la pro-IL-1B par I’'inflammasome NLRP3 (Lee et al. 2012 ;
Sutterwala et al. 2014).

Par conséquent, le mode d’activation de l’inflammasome NLRP3 ne semble pas
exclusif. Pour avoir une réponse inflammatoire compléte, plusieurs mécanismes doivent
étre mis en jeu simultanément. Il est donc primordial de comprendre ce mode d’activation

car cette plateforme pro-inflammatoire est impliquée dans de nombreuses pathologies.
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1.2.3.3. Pathologies associées a l’inflammasome NLRP3

L’inflammasome NLRP3 est impliqué notamment dans le diabete de type 2 (Schroder
et al. 2010), la polyarthrite rhumatoide (Rosengren et al. 2005), la maladie de Crohn
(Villani et al. 2009), la goutte (Martinon et al. 2006), ou encore la fibrose pulmonaire
idiopathique (Gasse et al. 2009 ; Riteau et al. 2010).

Il existe également des pathologies génétiques spécifiques de la protéine NLRP3, les
syndromes périodiques associés a la cryopyrine (CAPS) ou cryopyrinopathies (Agostini et
al. 2004). Trois maladies auto-inflammatoires composent les CAPS : le FCAS (Familial
cold autoinflammatory syndrome), le Muckle—-Wells syndrome (MWS) et le
NOMID/CINCA (Neonatal onset multi-systemic inflammatory disease / chronic infantile

neurological cutaneous articular syndrom) (Aganna ef al. 2002).

Cliniquement, ces « inflammasomopathies » sont caractérisées par des fievres
récurrentes d’origine non pathogene, des douleurs articulaires, des rashs cutanés et des
symptomes oculaires (Tableau II). Dans le cas du NOMID/CINCA, la pathologie la plus

sévere, de graves complications neurologiques sont observées (Masters et al. 2009).
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FCAS MWS MNOMIDACINGA
Inheritance Antosomal dominant Usnafly mtostmal dominant, rare Muostly sporadic, rarely autosomal
sporadic cases dominant
Omset of disense Neonatal or infancy (< & months) Variable, usually infancy, up 1o Neonatal or early infancy
adolescence
Flares Calid-triggered, usually -2 b after Mo clearly identified trigger Ussially continuous symptoms, with
exposure, episnde < 24 h (| pussibiy cold exposure, stress), aggravation duning fares
Spectrum of continuous
symiptoms to recurrent flires
lasting 1-3 davs
Relative severity Lo Mledmam High
Cardinal symptoms Codd- induced fever, urticarial-like Recurrent low-grade fever, toconstant mikd fever, urticarial-lke
skin rash, arthralgis, urticarial-like skin rash, skin rash, chronic aseptic
coniunctivitis, sweating, fatigue. sensarineural hearing loss, meningitis, sensorineural hearing
extremie thirst, navses arthritis, conjuncrivitis, AA losss
amyloidasty
Skin Maculopapular, migratory, urticarial-like, uswally non-praritic skin rash
Jovints Arthralgia Arhralgia. arthritis Arthralgia. arthritis. bony
overgrowth arthropathy of the
knoes | 25-50% |
Ewes Coanjunctivitis Conanctivitis, uveiis Conjunctiviths, weitss ( 75% ),
chronic papilledemi possibly
progressing to hlindnes
Sensorinenral heéaring loss Rare Frequent (75% ), onset during Froquent (504 |, onset daring
adulescence chilifhomod
Cenural nervous system Noene Muine Severe headaches, high imracramial
pressure, chronic aseptic
meningitis, possibly leading to
mental retardation
s myvhoidosie Rare {< %) Frequent ( J3-500. ), adult- onset Frequent ( }5% 1, adull-onset

FOAs  familial cold awteinflammatory  symdrome: VWS Mockle-Wells  symdrome;  NOMIVCINCA: neonatal  onset  muit-systemic
inflammatory diseaselchronic infantile newrological cutaneous articular sydrame: A4 amyloidosis smyodd A8 smylofdests,

Tableau II : Syndromes périodiques associées a la cryopyrine (CAPS)
(Menu et Vince, 2011)

Des mutations ciblant le domaine NACHT de la protéine NLRP3 sont responsables

d’une activation constitutive de 1’inflammasome NLRP3 dans les CAPS (Masters et al.

2009).

Il a été montré une importante sécrétion basale d’IL-1p mature par les monocytes et

macrophages de ces patients en 1’absence de toute stimulation (Agostini et al. 2004).

L’auto-induction de libération d’IL-1p est probablement le mécanisme majeur de

nombreuses maladies inflammatoires (Dinarello, 2007). Ainsi, la cascade d’activation de

I’inflammasome NLRP3 est trés régulée pour éviter une auto-inflammation chronique

comme c’est le cas dans ces pathologies.
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1.3. Cytokines de ’inflammation

Le fonctionnement du systéme immunitaire repose sur la communication entre les
diverses cellules par contacts membranaires ou par des médiateurs solubles. Les cytokines

sont des éléments du dictionnaire universel de I’ immunité.

Les cytokines sont des petites protéines, le plus souvent glycosylées et de faible poids
moléculaire (<60 kDa). Ces messagers moléculaires intercellulaires peuvent étre sécrétés

par de nombreux types cellulaires.

Les cellules immunitaires sécretent les cytokines de maniere paracrine, autocrine ou
méme endocrine. Ces substances solubles vont pouvoir se fixer sur des récepteurs
membranaires spécifiques et ainsi déclencher une cascade de signalisation. Les cytokines
vont modifier I’expression des génes et entrainer des activités biologiques sur les cellules
environnantes. Plusieurs cytokines peuvent avoir la méme activité et ainsi entrainer une

redondance biologique dans le systéme immunitaire (Tisoncik et al. 2012).

Les cytokines pouvant induire une inflammation locale et systémique sont appelés
cytokines pro-inflammatoires (Brouckaert ef al. 1993). Celles-ci ont un role prépondérant
dans la régulation des fonctions de cellules phagocytaires et sont susceptibles d’intervenir
lors des différentes phases de I’inflammation. Ainsi, elles interviennent en particulier dans
les phénomenes d’adhérence a 1’endothélium, le chimiotactisme, la phagocytose et les

différents phénomenes lytiques.

L’activation classique de macrophages de type M1 est caractérisée par une production
de cytokines pro-inflammatoires comme 1I’IL-12, le TNF-a, I’'IL-6 et I'IL-1P et a une faible
production de cytokines anti-inflammatoires comme I’'IL-10 (Mantovani et al. 2004 ;

Martinez et al. 2008).
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1.3.1. Cytokines de la famille de I’'IL-1

Les cytokines de la famille de I’'IL-1 (IL-1F) sont des médiateurs importants de la
réponse immunitaire et de ’inflammation. Cette famille contient 11 membres (IL-1F;_;),
sept molécules a activité agoniste (IL-1p, IL-1a, IL-18, 1L-33, IL-36a, IL-36f et IL-36y),
trois antagonistes de récepteurs (IL-1Ra, IL-36Ra et IL-38) et une cytokine ayant des
propriétés anti-inflammatoires (IL-37) (Garlanda et al. 2013).

1.3.1.1. IL-1

L’IL-1B (ou IL-1F2) est une cytokine qui joue un rdle majeur dans la réponse
inflammatoire, infectieuse, les maladies dégénératives et la réparation tissulaire (Dinarello,
2010). Cette cytokine pro-inflammatoire est principalement produite lors d’activation de
cellules de I'immunité innée comme les monocytes ou les macrophages cependant les
lymphocytes (Eleftheriadis et al. 2013) ou des cellules non immunitaires comme les

kératinocytes (Feldmeyer ef al. 2007) semblent capables de libérer de I'IL-1p.

Administrée par voie intraveineuse, I’IL-1 induit chez I’homme une hypotension, une
anorexie et de la fievre (Dinarello et al. 1996a). Ce puissant pyrogene d’origine endogene
va initier et amplifier de nombreuses réponses immunitaires et inflammatoires (Dinarello et

al. 1996b).

L’IL-1B posséde deux récepteurs IL-1R1 et IL-1R2 mais seule la fixation a ’IL-1R1
membranaire entraine une cascade de signalisation. La fixation de I'IL-1f sur 'IL-1R1
entraine une réponse spécifique pour chaque type cellulaire. Cette cytokine va induire
I’expression des protéines de 1’inflammation par les hépatocytes, comme la protéine C
réactive (CRP). L’IL-1p induit également la synthése de chimiokines et de molécules
d’adhérence par les cellules endothéliales entrainant ainsi le recrutement des leucocytes ou

le déclenchement de la fiévre au niveau cérébral (Sims et Smith, 2010 ; Garlanda et al.

2013).

30



Ainsi, I'IL-1B va augmenter la survie et les fonctions effectrices des cellules
immunitaires comme les lymphocytes, les monocytes et les macrophages. L’IL-1B va
¢galement induire I’expression de geénes pro-inflammatoires comme la Prostaglandine E2
(PGE2), la COX-2 (Cyclo-oxygenase de type 2), I'IL-6 ou le TNF-a déclenchant une
réponse immunitaire de type Th1 (Dinarello, 2002 ; Garlanda ef al. 2013).

La production de I’IL-1p est trés régulée au niveau de son expression, sa transcription
et sa libération (Martinon et al. 2009). Trois étapes sont nécessaires a sa libération dans le
milieu extracellulaire. Tout d’abord la production de son précurseur inactif, la pro-IL-
1B (31 kDa), puis le clivage de la pro-IL-1p en IL-1 mature (17 kDa) biologiquement
active et enfin sa libération (Eder, 2009). Ces multiples mécanismes semblent avoir été
développés pour assurer une protection de I’organisme vis-a-vis des propriétés pro-

inflammatoires de cette puissante cytokine (Dinarello, 2007).

La transcription de ’ARNm de la pro-IL-1p doit étre induite par un signal pro-
inflammatoire car elle n’est pas exprimée de fagon constitutive par les cellules (Sutterwala
et al. 2014). Son expression est induite dans un contexte inflammatoire comme dans les
monocytes ou macrophages activés. L’induction de cette transcription peut se faire via les
TLRs par la voie de signalisation NF-kB ou induite par la fixation de cytokines endogénes
sur leurs récepteurs comme pour le TNF-o ou I'IL-1B elle-méme (Dinarello, 2007).
Toutefois le facteur nucléaire NF-kB semble indispensable a 1’induction de I’expression de

la pro-IL-1P (Guarda et al. 2011).

Cependant, une induction de I’expression des genes ou de la synthése de la pro-IL-1f3
ne signifie pas forcément une augmentation de la production de I’IL-1p (Dinarello, 2007).
En effet, pour étre active, la pro-IL-1p nécessite une maturation par une cysteine protéase,
la caspase-1. En absence de clivage rapide de la pro-IL-1 par I’inflammasome NLRP3, la

libération d’IL-1f dans le milieu reste trés modérée (Pedra ef al. 2009).
Dans de rares cas, la pro-IL-1f peut aussi étre clivée de fagon caspase-1-indépendante.

En effet, I’activation des récepteurs de mort, comme Fas peut induire la maturation de 1’IL-

1B dans des neutrophiles dépourvus de caspase-1 (Dinarello et al. 2007).
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Dans les monocytes, la caspase-1 associée a I’inflammasome NLRP3 est
constitutivement active permettant la libération d’IL-1p active apres une stimulation par du
LPS (Netea et al. 2009). Tandis que les macrophages ont besoin de deux stimuli
indépendants : un premier stimulus dépendant des TLRs qui permet la transcription et la
traduction de la pro-IL-1p et un deuxiéme pour activer la caspase-1 permettant de cliver la
pro-IL-1B (Kanneganti et al. 2007). De plus, les macrophages semblent étre complétement

dépendants de I’ATP pour libérer de I'IL-1pB (Ward et al. 2010).

La majorité des protéines sont sécrétées selon un mécanisme que 1’on dit classique,
c'est-a-dire via le réticulum endoplasmique (RE), I’appareil de Golgi et une sécrétion sous
forme de granules sécrétoires. Ainsi, des cytokines pro-inflammatoires comme IL-6 et

TNF-a sont sécrétées selon ce mécanisme (Halban et Irminger, 1994).

Cependant, comme d’autres cytokines de la famille de I’'IL-1, I'IL-1p est synthétisée
sous forme d’un précurseur dépourvu de peptide signal permettant sa sortie de la cellule de
facon conventionnelle (Dinarello, 2010). Ainsi la littérature propose de nombreux

mécanismes de libération non conventionnelle de cette cytokine.

La libération peut se faire par formation de corps multivésiculaires et d’exosomes (Qu
et al. 2007), par exocytose de lysosomes (Rubartelli et al. 1990 ; Andrei et al. 2004), par
libération de microvésicules (Mac Kenzie et al. 2001) ou par des transporteurs

membranaires spécifiques (Zhou et al. 2002) (Fig. 10).
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Figure 10.Mécanismes proposés de libération d’IL-1B (Qu et al. 2007)

Pathway A : par formation de corps multivésiculaires (MVBs) qui vont libérer I’'IL-13 sous
forme d’exosomes au niveau extracellulaire. Pathway B : par exocytose de lysosomes.
Pathway C: par libération de microvésicules. Pathway D : par des transporteurs
membranaires spécifiques.

I1 est bien établi que la libération d’IL-1P se fait de fagon non conventionnelle, mais le
mécanisme physiologique exact reste encore mal connu et dépend du type cellulaire. Ainsi,
il est difficile de conclure sur la voie de libération principale, mais il semble que I’IL-1

peut étre libérée par deux ou trois fagons différentes, en parallele (Eder, 2009).

11 a été suggéré que la lyse cellulaire pouvait permettre de relarguer I’IL-18 (Hogquist
et al. 1991). Cependant, il a été bien démontré que la libération d’IL-1p différe d’une
libération aspécifique du contenu cytoplasmique de la cellule mais est possible durant la

pyroptose, une mort cellulaire dépendante de la caspase-1 (Eder, 2009).

33



1.3.1.2. IL-1a

L’IL-1a (IL-1F1) et I'IL-1P sont codées par des genes différents et possedent de
faibles homologies structurales (20 a 30%). Cependant, ces deux cytokines ont de
nombreuses similitudes dans leurs structures tridimensionnelles, elles peuvent donc se lier

aux mémes récepteurs et possedent les mémes propriétés biologiques (Rider et al. 2013).

L’IL-1a est exprimée de facon constitutive et physiologique par de nombreux types
cellulaires. Cette cytokine est synthétisée sous forme d’un précurseur de 31 kDa, la pro-IL-
la. Ce zymogeéne va pouvoir étre clivé en position C-terminale par une protéase, la
calpaine (Kobayashi ef al. 1990). L’IL-1a n’a pas besoin de ce clivage protéolytique pour
étre biologiquement active, en effet, la pro-IL-1a est elle-méme un agoniste entier d’IL-
IR1, mais le clivage va augmenter la puissance de cette cytokine (Dinarello, 2011 ; Yazdi

et Drexler, 2013).

Au niveau cellulaire, I’IL-1a peut étre retrouvée dans le noyau, le cytoplasme, liée a la
membrane ou libérée dans le milieu extracellulaire, aussi bien sous forme de précurseur

qu’apres clivage par la calpaine (Rider ef al. 2013).

L’IL-1a est préformée au niveau intracellulaire et va étre relarguée en cas de lésion
cellulaire, jouant ainsi un role d’alarmine (Chen et al. 2007, Eigenbrod et al. 2008). Cette
cytokine est libérée comme signal de danger et va pouvoir rapidement déclencher une
cascade inflammatoire en induisant la production de cytokines et chimiokines dans le cadre

d’une inflammation stérile (Chen et al. 2007 ; Rider et al. 2011).

Comme I'IL-1B, I’IL-1a est une puissante cytokine pro-inflammatoire. En se fixant a
I’IL-1R1, elle va entrainer la transcription de geénes codant pour des protéines de
I’inflammation ou I’expression de molécules d’adhésion par les cellules endothéliales
(Ferrari et al. 2006). L’IL-1a ne possede pas de séquence signal ainsi elle est sécrétée de

facon non conventionnelle et souvent en méme temps que 1’IL-1[.

Contrairement a la pro-IL-1f, la caspase-1 n’est pas indispensable a la sécrétion de

I’IL-10, mais elle semble faciliter celle-ci (Rider ez al. 2013).

34



L’IL-1a possede un double role. Elle va pouvoir en méme temps avoir un role de
messager intercellulaire mais également €tre un facteur nucléaire qui va pouvoir se lier a la
chromatine (Rider ez al. 2013). L’IL-1a peut ainsi induire I’expression des génes sans avoir

a se fixer sur le récepteur IL-1R1 des cellules (Werman et al. 2004).

Les cellules nécrotiques vont libérer de I’IL-1o. comme signal de danger, alors que
dans les cellules apoptotiques, I’IL-1a est séquestrée dans le noyau, li¢ a la chromatine, ce

qui empéche le déclenchement d’une réponse inflammatoire (Rider et al. 2013).

Comme I’IL-1p, I’IL-10 joue un réle majeur dans les processus d’inflammation stérile,
cette cytokine est retrouvée dans de nombreuses pathologies auto-immunes comme la
polyarthrite rhumatoide ou le psoriasis (Rider et al. 2013). Mais quelques différences
existent cependant et de part son action directe sur la chromatine, I’'IL-1a est trés impliquée

dans les pathologies cancéreuses (Garlanda et al. 2013).

1.3.1.3. IL-18

L’IL-18 (IL-1F4) est une cytokine de la famille de I’IL-1 qui est synthétisée sous
forme d’un précurseur inactif de 24 kDa. La caspase-1 va permettre le clivage de la pro-IL-
18 en IL-18 active (18 kDa) (Gu et al. 1997). Comme I’IL-1q, la protéine IL-18 posséde
une forme membranaire et va étre libérée de fagon non conventionnelle dans le milieu
extracellulaire, selon un mécanisme indépendant du réticulum endoplasmique et de

I’appareil de Golgi (Keller et al. 2008).

Contrairement a I’IL-1p ou I’'[L-1a, I’IL-18 n’est pas un pyrogene endogene. Cette
cytokine est principalement synthétisée par les macrophages et les cellules dendritiques.
L’IL-18 va amplifier les réponses de I'immunité innée en induisant la synthése de
cytokines pro-inflammatoires comme I’IL-6, I’'IL-8, le TNF-a ou le GM-CSF (Palma ef al.
2013).

L’IL-18 a également été identifié¢e comme un facteur inducteur de I'IFN-y par les
cellules NK et les lymphocytes T, ce qui va entrainer une réponse immunitaire de type Thl
(Sattler et al. 2008). Cette cytokine pro-inflammatoire semble jouer un role important dans

la réponse anti-tumorale, mais celui-ci reste encore mal connu (Osaki ef al. 1999 ; Palma et

al. 2013).
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1.3.1.4. IL-1Ra

L’IL-1 Receptor antagonist (IL1Ra) ou IL-1F3 est I’antagoniste naturel du récepteur a
I’'IL-1. Cette glycoprotéine de 17 kDa produite par les cellules my¢loides, présente une
faible homologie avec I'IL-1p et ne nécessite pas de maturation pour ¢&té secrétée

(Garlanda et al. 2013).

L’IL-1Ra permet une régulation négative de 1’effet de I’'IL-1p. Cet antagoniste agit en
compétition avec I’'IL-1P en se fixant aux récepteurs IL-1R1 avec une grande affinité et
bloque la voie de signalisation pro-inflammatoire (Arend et Gabay, 2000). Des cytokines
connues pour leurs activités anti-inflammatoires comme I’IL-4 ou le TGF-B sont des

inducteurs de la production d’IL-1Ra.

L’IL-1Ra régule ainsi les propriétés pro-inflammatoires en agissant comme un
inhibiteur endogene de I’inflammation produite par I’IL-1a et I’IL-1p (Dinarello, 2000). En
effet, des souris KO pour le gene de I’IL-1Ra ont développé spontanément des pathologies

proches de la polyarthrite rhumatoide (Arend et Gabay, 2000).

Ainsi, cet antagoniste compétitif peut ainsi étre utilisé en thérapeutique, sous une
forme recombinante non glycosylée sous le nom d’anakinra (Kineret®). Ce médicament a
obtenu ’AMM (Autorisation de mise sur le marché) en France dans le traitement de la

polyarthrite rhumatoide, en association avec le méthotrexate.

Les patients atteints de CAPS sont également traités par 1’anakinra a la posologie de 1
a 2 mg/kg/jour par injection sous cutanée journaliere. Ce traitement donne de trés bons
résultats cliniques et biologiques en bloquant la signalisation de I’IL-13 (Hawkins et al.
2004). L’efficacité des thérapies anti-IL-1p a ainsi ét¢ démontrée chez les enfants atteints

de NOMID/CINCA (Goldbach-Mansky et al. 2006).
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1.3.1.5. IL-33

L’IL-33 (IL-1F11) est une cytokine de la famille de I’IL-1 découverte en 2005. Cette
cytokine de 30 kDa est constitutivement exprimée dans les tissus humains et

particuliérement dans les cellules endothéliales et épithéliales (Schmitz ez al. 2005).

Comme I’IL-la, I’IL-33 est une cytokine a double fonction. Elle va jouer le role
d’alarmine et de facteur nucléaire (Garlanda ef al. 2013). En effet, I’'1L-33 est préformée
dans la cellule et va pouvoir modifier la transcription de génes en se fixant a la chromatine.
Mais celle-ci va aussi pouvoir étre libérée selon un mécanisme non conventionnel ou
comme signal de danger par les cellules lors de stress ou de nécrose (Moussion et al.
2008). L’IL-33 va ainsi se fixer sur les récepteurs ST2 de différents types cellulaires et
induire I’activation de voies de signalisation comme NF-kB ou celle des MAPKs (Schmitz

et al. 2005).

L’IL-33 peut étre clivée par la caspase-1 (Schmitz et al. 2005). Initialement, il
semblait que I’IL-33 nécessitait une protéolyse pour étre active, comme I’IL-1p ou I’IL-18,
mais contrairement a ces cytokines, le clivage par la caspase-1 va rendre 1’IL-33 inactive

(Cayrol et Girard, 2009).

L’IL-33 va se fixer sur de nombreuses cellules de I’immunité comme les lymphocytes,
les mastocytes ou les macrophages et induire une réponse de type Th2 (Hazlett et al.
2010). Cette cytokine va induire la transcription de cytokines pro-inflammatoires et de
chimiokines. Il a été montré que cette cytokine entrainait une polarisation des macrophages

en type M2a (Kurowska-Stolarska ez al. 2009 ; Espinassous et al. 2009).

Cette cytokine est trés impliquée dans les phénomeénes allergiques, la lutte contre les

parasites et la réparation cutanée (Yin ef al. 2013 ; Garlanda et al. 2013).
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1.3.2. IL-6

L’IL-6 est une cytokine pléiotropique produite par de nombreux types cellulaires. Les
cellules du systéme phagocytaire mononucléé étant les principales cellules sécrétrices

&’IL-6 (Horii et al. 1988).

Cette cytokine joue de nombreux rdles au niveau systémique comme par exemple dans
la thermorégulation ou la production de protéines de 1’inflammation par les hépatocytes

(Castell ef al. 1988).

Lors de I’activation de ’immunité innée, ce pyrogéne endogene va étre rapidement
sécrété de maniere conventionnelle pour induire une inflammation et faciliter 1’élimination

des pathogenes.

1.3.3. TNF-a

Le TNF-o est sécrété par de nombreux types cellulaires, et notamment les

macrophages activés (Aggarwal et al. 2012).

Le TNF-a est initialement synthétisé sous forme d’un précurseur de 27 kDa appelé
pro-TNF-a qui est ancré dans la membrane. Le pro-TNF-a va étre clivé par une
metalloprotéinase, ADAMI17 (A disintegrin and metalloproteinase 17) entrainant la
formation du TNF-a actif (Parameswaran et Patial, 2010). Le TNF-a peut-&tre stocké dans
la cellule sous forme de précurseur et étre sécrété selon un mécanisme conventionnel

(Halban et Irminger, 1994).

Cette molécule est la premiere cytokine a étre libérée lors d’une réaction
inflammatoire. La fonction principale du TNF-a est ’induction de la transcription de
protéines pro-inflammatoires comme les chimiokines, les cytokines, les molécules
d’adhésion ou les facteurs de croissance. Cette induction va se faire en réponse a la fixation
du TNF-a sur son récepteur en activant le facteur nucléaire NF-kB et la voie des MAPKSs.
Ainsi le TNF-a va induire la synthése de médiateurs pro-inflammatoires comme IL-1p ou
IL-6 et possede également un effet cytotoxique sur les cellules tumorales (Park et al.

2002).
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Comme I’IL-6, le TNF-a va étre impliqué dans la thermorégulation, le métabolisme ou
des pathologies inflammatoires comme la polyarthrite thumatoide ou la maladie de Crohn

(Striz et al. 2014).

D’autres cytokines comme I'IL-2, I’'IL-4 et I’IL-3 ou I'IFN-y ou les facteurs de

croissance interviennent aussi dans la réponse inflammatoire.

1.3.4. Chimiokines

Les chimiokines sont des cytokines de faible poids moléculaire (compris entre 8 et

12kDa) ayant des propriétés chimiotactiques.

Ces protéines sont classées en quatre sous-familles (C, CC, CXC et CX3C), en
fonction de la position de leurs résidus cystéine en position N-terminale. Les membres de
la famille CC (B-chimiokines) possédent deux premiéres cystéines adjacentes alors que
ceux de la famille CXC (a-chimiokines) contiennent un acide aminé entre les deux
premicres cystéines. Dans la famille CX3C (6-chimiokines), les deux premicres cystéines
sont séparées par trois acides aminés. La famille C (y-chimiokines) ne contient qu'une

seule cystéine (Laing et Secombes, 2004).

Les chimiokines sont produites par de nombreuses cellules, notamment les cellules
immunitaires. Leurs récepteurs sont des récepteurs a sept domaines transmembranaires

couplés a une protéine G permettant la transduction du signal (Laing et Secombes, 2004).

Le role des chimiokines est de promouvoir le recrutement et 1’activation des
leucocytes. Les chimiokines vont participer au phénomeéne d’adhérence des cellules

immunitaires aux cellules endothéliales et leur migration vers les sites inflammatoires.

La polarisation des cellules va modifier le profil de production des chimiokines. Ainsi,
une polarisation de type M1 des macrophages va induire la production de chimiokines
impliquées dans 1’activation et 1’entretien de la réponse pro-inflammatoire comme par

exemple CXCL-1, CCL3, CCL4 ou CCL5 (Mantovani ef al. 2014).
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2. ATP et récepteurs purinergiques

2.1. Adénosine-5’-triphosphate

2.1.1. L’ATP

L’adénosine-5'-triphosphate (ATP) est un nucléotide de la famille des purines, sa
structure est composée d’une base purique, l’adénine, couplée a un ribose (B-D-
ribofurannose) formant 1’adénosine ainsi qu’a 3 groupements phosphates (Fig. 11). Cette

molécule a pour fonction principale de stocker, transporter et fournir de 1’énergie

nécessaire aux réactions chimiques cellulaires.
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Figure 11. Molécule d’adénosine-5'-triphosphate (ATP)

Les molécules d’ATP sont produites lors de la respiration cellulaire et sont utilisées par

les protéines dans de nombreuses fonctions telles que la biosynthese, la mobilité et la

division cellulaire.
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L’ATP représente la molécule énergétique de base essentielle a toute cellule vivante.
L’hydrolyse d’ATP en ADP ou AMP permet la libération de 1’énergie contenue dans les
liaisons pyrophosphates. Ces liaisons sont riches en €nergie et indispensables a la vie, elles
permettent ainsi de stocker trés temporairement de 1’énergie. Bien que longtemps
considérés comme uniquement une réserve d’énergie pour les cellules, on sait aujourd’hui
que les nucléotides et les nucléosides jouent également un rdle dans la signalisation au

niveau extracellulaire (Burnstock ef al. 2012).

De nombreux travaux montrent que I'ATP et ses récepteurs sont impliqués dans de
nombreux processus physiopathologiques tels que la douleur chronique, l'ischémie,
I’inflammation (Boué-Grabot et al. 2000), 1’asthme (Idzko et al. 2007) et la fibrose
pulmonaire (Riteau et al. 2009). En effet, ’ATP extracellulaire est impliqué dans des
fonctions telles que la contraction cellulaire, le transport ionique, le chimiotactisme mais
¢galement comme neurotransmetteur ou comme signal de danger (Mariathasan et al.

2006).

L’ ATP extracellulaire posséde plusieurs caractéristiques qui font de lui un bon candidat
au role de signal de danger: sa concentration bien plus forte au niveau intracellulaire
qu’extracellulaire, son hydrophilie, son systtme de dégradation par des ecto-ATPases est
ubiquitaire et enfin ’ATP posséde de nombreux récepteurs spécifiques ayant tous des
affinités différentes (la Sala et al. 2003). Ainsi I’ATP peut jouer ce rdle en étant libéré au

niveau extracellulaire par plusieurs mécanismes.
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2.1.2. Libération d’ATP

Les molécules d’ATP sont stockées dans le cytosol des cellules a une concentration
comprise entre 1 et 5 mM. La concentration intracellulaire d’ATP est bien plus importante

que sa concentration extracellulaire, de 1’ordre du nanomolaire (Bours et al. 2006).

L’ATP pouvant étre un signal pro-apoptotique au niveau extracellulaire, sa libération
du milieu intracellulaire est trés régulée, notamment par des transporteurs et des enzymes.
Les cellules peuvent libérer de I’ATP lors de lésions cellulaires ou lors d’un stress

mécanique, infectieux ou hypoxique.

Plusieurs scénarii sont possibles pour expliquer la libération d’ATP. Selon des
mécanismes non lytiques via la lumiere de 1’appareil de Golgi par des transporteurs
spécifiques tels que les transporteurs ABC, les pannexines ou les connexines (i), par
exocytose calcium-dépendante de granules sécrétoires (ii) ou par efflux cellulaire via un

mécanisme non ¢élucidé (ii1) (Lazarowski et Boucher, 2009) (Fig.12).
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Figure 12. Mécanismes non lytiques de libération d’ATP par les cellules
(Lazarowski et Boucher, 2009)
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L’ATP peut étre stocké dans des vésicules sécrétoires, par exemple au niveau des
neurones et étre sécrété en méme temps que des neurotransmetteurs tels que 1’acétylcholine
ou la noradrénaline. La stimulation nerveuse des cellules va alors provoquer 1’exocytose de

I’ATP de ces vésicules (Burnstock et al. 2012).

2.1.3. Pannexine-1

La famille des pannexines (Panx) contient 3 membres, Panx-1, -2 et -3 (Baranova et
al. 2004). Panx-1 est exprimée de fagon ubiquitaire, Panx-2 est exclusivement exprimée au
niveau du systétme nerveux central et Panx-3 est localisée dans les ostéoblastes, les

fibroblastes et les chondrocytes (Scemes ef al. 2009).

Les pannexines sont des canaux plasmatiques hexamériques possédant une structure
proche des connexines. Cependant, les pannexines ne peuvent pas former de jonction gap
ou autres canaux intercellulaires, elles ne forment que des canaux intracellulaires (Sosinsky
et al. 2011). Les Panx possedent un domaine N-terminal cytosolique, quatre domaines
transmembranaires avec deux boucles extracellulaires et un domaine C-terminal

cytosolique (Boassa ef al. 2007).

Panx-1 est un hémicanal non sélectif localisé sur la membrane plasmique, mais cette
protéine a également ét€¢ mise en évidence sur le réticulum endoplasmique permettant une
fuite de calcium (D’Hondt er al. 2011). Une fois activé, le canal Panx-1 va pouvoir
s’ouvrir, former un large pore et rendre les cellules perméables a de grosses molécules

comme I’ATP (Pelegrin et Surprenant, 2006) (Fig. 13).
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Figure 13. Représentation schématique de la libération d’ATP et son devenir
(Velasquez et Eugenin, 2014)

L’ouverture de Panx-1 entraine une libération d’ATP qui peut étre métabolisé ou se
fixer sur ses récepteurs. Lors de sa libération dans I’espace extracellulaire, ’ATP a une
demi-vie extrémement courte du fait de sa dégradation rapide en ADP, AMP et adénosine

par les ectoenzymes localisées au niveau membranaire ou extracellulaire.

Différentes enzymes entraine le métabolisme de I’ATP, comme I’ecto-nucleoside
triphosphate diphosphydrolase (E-NTDPase) qui hydrolyse I’ATP ou I’ADP, [D’ecto-
nucleotide pyrophosphatase / phosphodiesterase (E-NPP) qui hydrolyse I’ATP en AMP et
I’ecto-5’-nucleotidase (ou CD73) qui hydrolyse I’AMP et adénosine (Velasquez et
Eugenin, 2014).
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Dans les tissus sains, la libération d’ATP est trés régulée et sa concentration
extracellulaire est maintenue a un faible niveau par les ATP/ADPases. Cet équilibre
disparait lors des processus inflammatoires car les médiateurs pro-inflammatoires
entrainent une libération d’ATP ou une sous-expression des ATP/ADPases (Idzko et al.

2007).

L’activation de Panx-1 peut étre couplée a 1’activation des récepteurs purinergiques.
Par exemple, Panx-1 est recrutée et ouverte suite a I’activation de P2X7R permettant la
formation d’un pore lors de I’activation de I’inflammasome NLRP3 (Pelegrin et
Surprenant, 2006). En effet, Panx-1 est considérée par certains comme essentielle a la
production de I'IL-1pB mature (Pelegrin et Surprenant, 2007 ; Locovei et al. 2007 ; Di
Virgilio, 2007).

Les hémicanaux formés par les pannexines ou connexines peuvent s’ouvrir en réponse
a des stimuli physiologiques et pathologiques. Ainsi, comme I’ATP et les récepteurs
purinergiques, Panx-1 est impliquée dans de nombreuses pathologies (Velasquez et
Eugenin, 2014). Cet hémicanal jouerait notamment un role dans ’apoptose, la sécrétion de
cytokines inflammatoires et la réplication du VIH (Orellana et al. 2013 ; Pelegrin et al.

2008)
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2.2. Récepteurs purinergiques

Les nucléotides extracellulaires comme I’ATP se fixent sur les récepteurs
purinergiques a la surface des cellules. La distribution de ces récepteurs est ubiquitaire
avec une localisation préférentielle propre a chaque sous-type de récepteurs. Les récepteurs
purinergiques jouent un role important dans la douleur et la réponse inflammatoire

(Surprenant et North, 2009).

Chez les vertébrés, la classification des récepteurs a été faite selon des critéres
génétiques et pharmacologiques. Les récepteurs purinergiques sont classés selon leurs
affinités aux agonistes : les récepteurs P1 sont sélectifs de 1’adénosine et les récepteurs P2

reconnaissent principalement I’ATP et ’ADP (Ralevic et Burnstock, 1998).

2.2.1. Récepteurs P1

Les récepteurs P1 ou récepteurs a l’adénosine (AR) sont des récepteurs a sept
domaines transmembranaires, formés d’hélices a, couplés aux protéines G. Chez I’homme,

il en existe quatre : A1, A2a, A2b et A3 (Junger, 2011).

Ces récepteurs métabotropes ont comme agoniste unique 1’adénosine. L’extrémité N-
terminale de la protéine se situe au niveau extracellulaire tandis que I’extrémité C-
terminale est cytoplasmique permettant la transduction du signal (Fig. 14.a). Les récepteurs
A et Az sont couplés a la protéine Gi alors que les récepteurs Az, et Ay, sont couplés a la

protéine Gs (Lazarowski et Boucher, 2009) (Tableau III).

L’adénosine et ses récepteurs ont ¢ét¢ mis en évidence comme impliqués dans
I’immunité, I’inflammation et dans le développement de pathologies néoplasiques (Baron

et al. 2014 ; Antonioli et al. 2013).
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Figure 14. Récepteurs membranaires de 1’adénosine et de I’ATP (Burnstock et al. 2012)
(a) Famille des récepteurs P1 (b) Famille des récepteurs P2X
(c) Famille des récepteurs P2Y
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2.2.2. Récepteurs P2

En 1994, une sous-classification des récepteurs P2 a été proposée selon leurs

mécanismes de transduction. Les récepteurs P2X sont les récepteurs purinergiques

ionotropes et les P2Y, les récepteurs métabotropes (Abbracchio et Burnstock, 1994).

Agonisr Signaling
PIX receplors
P2X-P2X4 ATP ATP-gated cation channel
PIT receprors
P2Y, ADP GgPLCR — Ca” /PKC
PIY, ATP=UTP Gq/PLCP — Ca” /PKC
Y, UTP GqPLCR — Ca”PRC
P2Y, UDP Gg/PLCR — Ca” /PKC
P2Yyy ATP GqPLCH — Ca” /PKEC and Gs — AC/cAMP
P2Ys ADP Gi — JAC/[cAMP
PIYy ADP Gi — [AC/[cAMP
F2Yy UDP-glucose Gi— |AC/[cAMP

Adenasine receptors

Ap Ay

Az, Ay

Gi — LAC/[cAMP
Gs — AC/cAMP

Tableau III : les récepteurs purinergiques, leurs agonistes et leurs signalisations
intracellulaires (Lazarowski et Boucher, 2009)

2.2.2.1. Les récepteurs P2Y

Les récepteurs purinergiques P2Y (P2Y|.24.6.11-12-13-14) sont divisés en 8 sous-types

chez les mammiféres (Boeynaems et al. 2005). Ce sont des protéines a 7 domaines

transmembranaires ayant une structure typique des récepteurs couplés aux protéines G et

sont constituées de 328 a 377 acides aminés, reliés par des ponts disulfures (Fig. 14.c).
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Ces récepteurs peuvent étre activés par différents nucléotides sous forme de
diphosphates ou triphosphates, puriques ou pyrimidiques, parfois méme conjugués a des
sucres (Tableau III). La pharmacologie des P2YR est complexe car ces récepteurs ont des
localisations tres variées et de nombreux ligands : ATP, UTP, ADP, UDP ou UDP-glucose
(Junger, 2011).

Parmi les P2YR, P2Y2 est particulierement impliqué dans I’immunité innée. En effet,
la fixation d’ATP sur P2Y2R entraine un signal chimio-attractant qui est supprimé chez les
souris P2Y2 -/- (Elliott ef al. 2009). L’activation de P2Y2R entraine également la sécrétion
d’IL-6 et d’IL-8 par les cellules épithéliales (Kruse ef al. 2012). De plus, ce récepteur
pourrait étre impliqué dans I’activation de I’inflammasome NLRP3 en réponse aux

nanoparticules (Baron et al. 2014).

2.2.2.2. Les récepteurs P2X

Les récepteurs purinergiques P2X (P2XR) sont des récepteurs ionotropes divisés en 7
sous-types (P2X;.7) et ne possedent qu’un seul agoniste physiologique, I’ATP. Ces
récepteurs canaux comportent 30 a 50% d’homologie entre eux sur la chaine d’acide
amingés et font partie de la famille des canaux ioniques dépendants des ligands (Burnstock

etal 2012).

Les P2XR humains sont constitués de sous-unités allant de 379 a 595 acides aminés
(Jarvis et Khakh, 2009). Chaque récepteur P2X (P2XR) est constitu¢ de domaines
hydrophobes transmembranaires (M1 et M2) séparés par un ectodomaine contenant 10
résidus cystéines formant des ponts disulfures, un site de fixation a I’ATP, une région
intracellulaire N et C-terminale et un site de fixation pour les kinases (Burnstock et al.

2007) (Fig. 14.b).

Physiologiquement, au moins trois molécules d’ATP doivent se fixer sur la partie
extracellulaire des P2X pour les activer (Jarvis et Khakh, 2009). Les récepteurs P2X

différent entre eux par rapport a leur sensibilité¢ a I’ATP et a ses analogues.
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Les récepteurs ne sont fonctionnels qu’apres association des trois sous unités (Nicke et
al. 1998). Ainsi les P2XR existent sous forme d’homotriméres ou d’hétéromeres. Ainsi de
nombreuses combinaisons d’hétéromeres sont possibles comme P2X,,, P2X4, P2X/s,

P2X2/3, P2X2/6, P2X4/6 et P2X4/7 (GUO et al. 2007)

Lors de d’une stimulation prolongée par 1’agoniste, les P2XR peuvent subir des
changements de conformation et augmenter leur perméabilité (Khakh et al. 1999). Ces
trimeres vont ainsi former un canal cationique non sélectif perméable aux ions de grande
taille. Ce flux ionique entraine un changement de la concentration ionique intracellulaire

donc une variation de potentiel de membrane (Khakh et North, 2006).

L’activation des récepteurs P2X peut étre suivie d’une période de désensibilisation.
Celle-ci va étre plus ou moins rapide selon les récepteurs. L’activité des récepteurs P2X
peut aussi €tre régulée par certains ions, par le pH, ou par des xénobiotiques (Khakh et

North, 2006).

Parmi les P2XR, les deux récepteurs les plus impliqués dans I’immunité innée et la
réponse inflammatoire sont P2X4R et P2X7R (Stokes et Surprenant, 2009 ; Seil et al.
2010 ; Kahlenberg et Dubyak, 2004).

- Le récepteur P2X4

Les P2X4R sont localisés de maniére prédominante au niveau intracellulaire car ils
sont internalisés par endocytose via des vésicules recouvertes de clathrine (Bobanovic et
al. 2002 ; Royle et al. 2002 ; Royle et al. 2005). Dans la cellule ils sont principalement
localisés dans les lysosomes (Qureshi ef al. 2007 ; Stokes et Surprenant, 2009).

Des expériences de co-immunoprécipitation indiquent que ce récepteur peut se
polymériser avec d’autres sous-unités des P2XR. La fixation d’un agoniste entraine la
formation d’un trimére : soit un homotrimere contenant uniquement des sous-unités P2X4,
soit un hétérotrimere avec d’autres sous unités P2X, comme par exemple P2X1 ou P2X7

(Burnstock et al. 2012 ; Guo et al. 2007).
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Le récepteur P2X4 peut former un canal perméable aux ions calciques et potassiques.
Il a ét¢ montré que son activation entrainait une diminution de la concentration
intracellulaire en K" et ainsi la sécrétion d’IL1p chez des macrophages traités par LPS (Seil
et al. 2010). Ainsi, le récepteur P2X4R pourrait jouer un rdle dans 1’activation de

I’inflammasome NLRP3.

Les récepteurs P2X4 sont activés par des concentrations intermédiaires d’ATP, qui est
son agoniste le plus puissant. Les récepteurs P2X4 sont relativement insensibles aux
antagonistes classiques des récepteurs P2X comme la suramine ou le PPADS (Buell et al.
1996). Il n’existe pas d’antagonistes tres sélectifs de P2X4R, mais ces récepteurs sont
modulés de fagon positive par Zn>" (Garcia-Guzman et al. 1997) et par I’ivermectine
(Silberberg et al. 2007 ; Jelinkova et al. 2008). Cet antiparasitaire semble pouvoir
augmenter la réponse et le nombre de récepteurs P2X4 a la surface de la membrane en
interagissant avec un site allostérique de P2X4R (Asatryan et al. 2010). Cependant,
I’ivermectine pourrait également étre un modulateur allostérique positif de P2X7R dans les

macrophages humains (Norenberg et al. 2012).

- Le récepteur P2X7

Le récepteur P2X7, anciennement appelé P2Z, est largement distribué dans
I’organisme des mammiféres, notamment au niveau des cellules nerveuses et
hématopoiétiques comme les monocytes ou les macrophages (Burnstock et Knight, 2004).
Le geéne codant pour la sous-unité P2X7 est localisé sur le méme chromosome que celui de
la sous-unité P2X4. Ainsi, parmi toutes les sous-unités de P2R, le récepteur P2X7 a la
séquence en acides aminés la plus proche de la sous-unité P2X4 (environ 49 % d’identité)

(North, 2002).

Le récepteur P2X7 posséde une affinité plus faible pour ’ATP que les autres
récepteurs P2X et le BZATP est son agoniste le plus puissant (Gargett ef al. 1997 ; Gever et
al. 2006). L’activation de ce récepteur est trés affectée par les concentrations ioniques
(Rassendren et al. 1997). Les réponses a I’ATP sont potentialisées dans un milieu
contenant une faible concentration en ions bivalents, comme le Ca*" ou le Mg*". Ainsi

I’ATP* semble étre la forme active d’ATP sur le récepteur P2X7 (Surprenant ef al. 1996).
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Une fois activé ce récepteur peut former des homo- ou des hétéro-triméres et au moins
dix isoformes de P2X7R ont été identifiés chez I’homme (Khakh et North, 2006 ; Nicke et
al. 2009). P2X7R est le plus original des P2XR, en effet sa chaine C-terminale est plus
longue que celle des autres P2XR, ce qui permet des interactions avec des protéines

intracellulaires (Kim ef al. 2001).

Cette différence structurale lui donne la capacité a former un large pore non sélectif
permettant le passage d’ions et de molécules ayant un poids moléculaire important (jusqu’a
900 Da) lors d’une stimulation prolongée a I’ATP (Steinberg et Silverstein, 1987 ; Locovei
et al. 2007). Cette ouverture du pore peut entrainer la mort de la cellule (Surprenant et al.

1996).

Certaines études suggerent I’intervention d’autres protéines dans la formation de pore
(Pelegrin et Surprenant, 2006 ; Locovei et al. 2007). Ainsi, la fixation d’ATP stimulerait
un efflux rapide d’ions K' par un canal cationique non sélectif couplé au récepteur P2X7
(Kahlenberg et Dubyak, 2004) et entrainerait le recrutement de Panx-1 (Kanneganti et al.
2007). Panx-1 a été identifiée comme impliquée dans le relargage d’ATP en lien avec
I’activation de P2X7R dans de nombreux types cellulaires (Iglesias ef al. 2008). De plus, il
a ¢t¢ montré que P2X7R pouvait interagir avec un autre hémicanal impliqué dans le

relargage d’ATP, la connexine-43 (Fortes et al. 2004 ; Anselmi et al. 2008).

Le récepteur P2X7 n’est pas seulement impliqué dans le transport d’ions, celui-ci
active également de nombreuses voies de signalisation intracellulaire. Sa stimulation
entraine ainsi I’activation de plusieurs kinases, comme les protéines kinases PKC et PKD,
la phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) et Extracellular signal-regulated kinases 1 et 2
(ERK1/2) (Aga et al. 2002 ; Bradford et Soltoff, 2002 ; Amstrup et Novak, 2003 ; Jacques-
Silva et al. 2004). Une activation de facteurs de transcription tels que AP-1 (activator
protein 1), CREB (cAMP response element-binding protein) et NF-kB en réponse a la
stimulation des récepteurs P2X7 a également été mise en évidence (Ferrari ef al. 1997 ;
Ferrari et al. 1999 ; Aga et al. 2002 ; Lenertz et al. 2009). P2X7R est également connu
pour étre impliqué dans la production de ROS (Parvathenani et al. 2003 ; Cruz et al. 2007).
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L’activation du récepteur P2X7 peut aussi provoquer la mort cellulaire, par nécrose ou
par apoptose, en fonction du temps d’incubation de 1’agoniste, de la concentration d’ATP
et du type cellulaire. Ainsi P2X7 peut étre activé lors d’un processus pathologique lorsque
la concentration en ATP augmente localement ou que les ecto-nucléotidases sont

dérégulées (Lenertz et al. 2011).

Le role des récepteurs P2X7 a également été mis en évidence dans les processus
inflammatoires (Chessell ef al. 2005) notamment en induisant la maturation et la libération
de cytokines comme IL-1f dans les monocytes et les macrophages (Ward et al. 2010,

Wilson et al. 2004 ; Pelegrin et Surprenant, 2006).

Le récepteur P2X7 est associé¢ a de nombreuses pathologies notamment neurologiques,
musculo-squelettiques, inflammatoires ou immunitaires. Parmi elles, certaines impliquent
¢galement I’inflammasome NLRP3 comme par exemple la sclérose en plaque (Yiangou et
al. 2006), la maladie d’Alzheimer (Ryu et McLarnon, 2008), la polyarthrite thumatoide
(Portales-Cervantes et al. 2010), la goutte (Tao et al. 2013) ou la fibrose pulmonaire
(Riteau et al. 2010). Certaines études montrent d’ailleurs des résultats intéressants sur ces
maladies en antagonisant ou en invalidant P2X7R chez des souris (Chessell et al. 2005 ;

Riteau et al. 2010).

Ces dernicres années les récepteurs purinergiques, et notamment P2X7R, sont devenus
une cible potentielle de médicaments. Ainsi, des antagonistes sélectifs de P2X7R ont été
développées dans un but thérapeutique comme par exemple A-438079 ou A-740003
(Nelson ef al. 2006 ; Honore et al. 2006). De nombreux autres antagonistes de P2X7R ont
¢galement été synthétisés par différents laboratoires comme AZ11645373 ; AZD9056 ;
AZ11645373, AZ10606120, GSK314181A et A-804598. Certaines molécules ont donné
de bons résultats précliniques faisant méme 1’objet d’essais cliniques chez I’homme (Gever

et al. 2006 ; Jarvis et Khakh, 2009 ; Arulkumaran et al. 2011).
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Cependant, les résultats bien qu’encourageants au début n’ont pas toujours donné les
résultats attendus. Ainsi, I’antagoniste de P2X7R, ’AZD9056 n’a pas montr¢ d’efficacité
supérieure au placebo dans le traitement des symptomes de la polyarthrite rhumatoide
(Keystone et al. 2012). De méme, la molécule CE-224,535 n’a pas été plus efficace qu’un

placebo pour le traitement de la polyarthrite chez des patients résistants au méthotrexate
(Stock et al. 2012).
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3. Lien entre les récepteurs purinergiques et I’inflammasome

De nombreux modes d’activation de I’inflammasome NLRP3 ont été mis en évidence
(cf 1.2.3.2). Ici, nous nous focaliserons sur I’implication des récepteurs purinergiques dans

I’activation de I’inflammasome NLRP3 dans les macrophages.

Les cellules nécrotiques ou activées peuvent libérer de I’ATP extracellulaire qui va se
fixer sur les récepteurs purinergiques ou €tre dégradé par les ecto-ATPases. L’ATP ou ses
métabolites sont alors capables d’activer les différents récepteurs purinergiques P2X, P2Y
ou Pl (Yegutkin, 2008). Les nucléotides pourront alors activer les cellules de facon
paracrine ou autocrine entrainant ainsi une modulation des fonctions immunitaires

(Gombault ef al. 2013).

De plus, il a été montré que les cristaux de MSU, de silice ou d’aluminium pouvaient
entrainer une libération d’ATP par les macrophages et activer I’inflammasome NLRP3 de

facon autocrine (Sanz et al. 2009 ; Riteau et al. 2012; Gombault ez al. 2013).

Initialement, P2X7R semblait étre le seul récepteur purinergique impliqué dans
’activation de la libération d’IL-1P (Solle ef al. 2001 ; Ferrari et al. 2006). La stimulation
de P2X7R par de I’ATP va induire une production de ROS et un efflux potassique qui
permettront 1’activation de 1’inflammasome NLRP3 (Kahlenberg et Dubyak, 2004 ;
Kanneganti et al. 2007). Ainsi, il semblait qu’en réponse aux particules, le clivage de la
pro-IL-1P par les macrophages impliquait une libération d’ATP en tant que signal de

danger et une fixation a P2X7R.

Cependant il a ét¢ montré que le sérum amyloide A (SAA) ou le biglycan pouvait
activer I’'inflammasome NLRP3 via P2X7R sans libération d’ATP (Niemi et al. 2011 ;
Babelova et al. 2009). De méme, le blocage ou la délétion de P2X7R n’affectent pas la
libération d’IL-1B en réponse aux cristaux de MSU, de silice ou d’aluminium (Ataman-
Onal et al. 2006 ; lyer et al. 2009 ; Eisenbarth et al. 2008). Riteau et al. (2012) montrent
que la délétion dans des BMDM de souris de P2X7 ne diminue pas significativement la
libération d’IL-1f en réponse au MSU, mais diminue en réponse a I’ATP exogene. De plus
les antagonistes de P2X7R diminuent la libération d’IL-1p en réponse a ces traitements

(Riteau et al. 2012).
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D’autres récepteurs purinergiques ont montré qu’ils pouvaient étre impliqués dans
I’activation de I’inflammasome NLRP3 comme P2X4 (Seil ef al. 2010 ; De Rivero Vaccari
et al. 2012), P2Y6 (Uratsuji et al. 2012), P2Y2 ou les récepteurs P1 a I’adénosine (Baron et
al. 2014). Selon les activateurs ou les types cellulaires, le mode d’activation de

I’inflammasome NLRP3 semble différent.

Ainsi, le réle de I'ATP et des récepteurs purinergiques dans [’activation de
I’inflammasome NLRP3 est encore mal connu. En effet, I'ATP libéré est dégradé
rapidement par des ecto-enzymes en différents métabolites (ADP, AMP et adénosine) qui
vont a leur tour venir activer plusieurs types de récepteurs (P2X, P2Y, P1) ce qui rend plus

complexe 1’¢lucidation du mécanisme exact d’activation de I’inflammasome (Fig. 15).

— UTP

7"AM P .
1. Adenosine

Other
channels

X

(MSU, Silica, Alum)

Macrophage

Figure 15. Schéma de la cascade de signalisation permettant la sécrétion d’IL-1P apres
traitement des macrophages pré-activés par du LPS par des particules
(Gombault ef al. 2013)
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Gombault et al. (2013) font le bilan de I’activation de I’'inflammasome dans les
macrophages en réponse aux particules. La pré-activation par le LPS va induire la
production de pro-IL-1B (1), la particule est internalisée (2), il y a une fusion avec le
lysosome (3) et une déstabilisation du phagolysosome qui entraine une libération de
cathepsines dans le cytosol (4). L’ATP et d’autres nucléotides vont pouvoir étre relargués
dans le milieu extracellulaire par des canaux, pannexines ou connexines (5). La sécrétion
autocrine d’ATP peut étre amplifiée par les récepteurs purinergiques P2XR (6). L’ATP ou
I’UTP relargués, ainsi que leurs produits de dégradation vont pouvoir activer les différents
récepteurs purinergiques P2X, P2Y ou P1 (7) entrainant ainsi [’activation de
I’inflammasome NLRP3, le clivage de la pro-IL-1B (9) et la libération de I’'IL-1B (10)
(Gombault ef al. 2013).

En conclusion, de trés nombreuses publications montrent que 1I’ATP et/ou la
signalisation purinergique jouent un rdle majeur dans I’activation de I’inflammasome
NLRP3, méme si d’autres mécanismes peuvent exister. Ainsi, une meilleure
compréhension de ces mécanismes permettrait 1’identification de nouvelles cibles

thérapeutiques.
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IT) OBJECTIFS



Martinon et al. (2002) ont décrit D’'inflammasome comme une plateforme
intracytoplasmique permettant la maturation de cytokines pro-inflammatoires, comme 1’IL-
1B. L’inflammasome NLRP3 est actuellement le plus connu des inflammasomes et va
permettre la protéolyse de la pro-IL-1B en IL-1P bioactive par la caspase-1.
L’inflammasome NLRP3 est impliqué dans de nombreuses pathologies telles que la
maladie de Crohn (Villani et al. 2009), la polyarthrite rhumatoide (Rosengren et al. 2005),
les cryopyrinopathies (Agostini et al. 2004), le diabete (Schroder ef al. 2010), la fibrose
pulmonaire (Gasse et al. 2009, Riteau et al. 2010) ou la goutte (Martinon et al. 2006).
L’inflammasome NLRP3 est notamment activé par des cristaux comme 1’acide urique
(Martinon et al. 2006) et par I’ATP extracellulaire (Mariathasan et al. 2006). Cependant,
les mécanismes moléculaires exacts de ’activation de I’inflammasome NLRP3 via les

récepteurs purinergiques est encore mal connu.

Initialement le récepteur P2X7 semblait étre le seul récepteur purinergique impliqué
dans I’activation de I’inflammasome NLRP3 (Kahlenberg et Dubyak 2004 ; Ferrari et al.
2006 ; D1 Virgilio et al. 2007). En effet, la stimulation du récepteur P2X7 par I’ATP induit
la formation d’un canal permettant I’efflux d’ions K, la production de ROS et entraine la
production de I'IL-1B (Pelegrin et Surprenant, 2006). Mais plus récemment d’autres
récepteurs purinergiques pouvant également activer 1’inflammasome NLRP3 ont été
identifiés, tels que P2X4 (Seil et al. 2010), P2Y6 (Uratsuji et al. 2012), P2Y2 ou les

récepteurs de 1I’adénosine (Riteau et al. 2012 ; Baron et al. 2014).

La plupart des études ayant €té menées sur la souris ou sur des lignées cellulaires, nous
souhaitions vérifier ces hypothéses chez I’homme. De plus, la caspase-1 est bien connue
pour cliver la pro-IL-1B mais son implication dans la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires comme IL-1a ou IL-6 en réponse aux activateurs de I’inflammasome reste

encore controversée.

L’objectif de ma thése a été de mieux caractériser I’implication des récepteurs
purinergiques dans I’activation de I’inflammasome NLRP3 dans les macrophages humains.
Une meilleure compréhension de cette voie de signalisation permettrait de nouvelles

possibilités de traitement des pathologies inflammatoires.
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Ainsi le modele que nous avons utilisé est celui de macrophages humains en culture
primaire. Les macrophages proviennent de la différenciation de monocytes du sang
périphérique obtenus a partir de sang de donneurs sains aupres de I’Etablissement frangais
du sang (EFS) de Rennes. Ce mod¢le a ¢été¢ mis au point et caractérisé au cours de mon
stage de Master 2. Ces cellules représentent un bon modele de macrophages tissulaires et
expriment les différents récepteurs impliqués dans I’'immunité innée et 1’inflammation
(Locati et al. 2013). De plus, ces cellules liberent de nombreuses cytokines pro-

inflammatoires comme I’IL-1f, I’'IL-1a ou I’IL-6.

Dans un premier temps, nous avons montré 1’implication du récepteur P2X7R dans
I’activation de I’inflammasome NLRP3 et la libération d’IL-1B par les macrophages
humains a I’aide d’agonistes purinergiques, ATPyS et BzATP. Notre étude montre
¢galement que la production des cytokines pro-inflammatoires IL-la et IL-6 est
indépendante de cette voie. Ce travail suggere également que le blocage du récepteur P2X7
par des antagonistes sélectifs représente une nouvelle approche thérapeutique permettant le
contrdle de la production d’IL-1f. La premiére partie de ce travail a donné lieu a un article
publi¢ dans Clinical and Experimental Pharmacology and Physiology : « Involvement of
purinergic receptors and NLRP3-inflammasome pathway in the ATP-induced cytokine

release from macrophages ».

La deuxieme partie de notre étude utilise les cristaux d’acide urique (MSU) comme
modele expérimental. Les cristaux d’acide urique représentent un bon modele d’activation
de I’inflammasome NLRP3 et sont d’ailleurs impliqués dans la physiopathologie de la
goutte. Dans cette étude, nous avons souhaité mettre en évidence les voies de signalisation
impliquées dans la sécrétion de la cytokine pro-inflammatoire IL-1f et notamment le role

des récepteurs purinergiques dans I’activation de I’inflammasome NLRP3.

60



Pour ce faire, nous avons utilis¢ des antagonistes ainsi que des ARN interférants
(siRNA) ciblant les récepteurs purinergiques. Cette deuxiéme partie du travail a fait 1’objet
d’un article soumis dans le journal Cell Death and Disease : «IL-1B production is
dependent of the activation of purinergic receptors and NLRP3-inflammasome pathway in

human macrophages ».

Nos résultats mettent en évidence le role primordial des récepteurs purinergiques dans
I’activation de I’'inflammasome NLRP3 chez ’homme. Le récepteur P2X7 semble tout
particulierement impliqué ainsi il représente une cible thérapeutique importante dans le

traitement de pathologies inflammatoires.
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I11) RESULTATS



Chapitre 1 :

Implication du récepteur P2X7 dans 1’activation de
I’inflammasome NLRP3 des macrophages trait€s par

des analogues de I’ATP
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1. Contexte scientifique

Le récepteur P2X7 a ét¢ décrit comme le premier récepteur purinergique impliqué
dans la libération d’IL-1P (Solle et al. 2001 ; Ferrari et al. 2006 ; Di Virgilio et al. 2007).
Ainsi, notre étude s’est plus particulierement portée sur I’implication de ce récepteur dans

I’activation de I’inflammasome NLRP3 en réponse aux agonistes de I’ATP.

Nous avons choisi de stimuler les macrophages pendant 18 heures par une faible dose
de LPS (0,1 pg/mL) afin d’induire I’expression de la pro-IL-1p. Suite a cette étape de pré-
activation, nous induisons I’activation I’inflammasome NLRP3 a I’aide d’ATPyS et de
BzATP. Ces deux analogues de I’ATP ont une durée de vie prolongée car ils ne sont pas
hydrolysables par les ATPases et possédent une bonne affinité pour le récepteur P2X7 ; le

BzATP étant méme 1’agoniste le plus puissant pour ce récepteur (Gever et al. 2006).

Ainsi, nous avons étudié 1’expression de NLRP3 et de P2X7R, au niveau protéique par
immunocytochimie et au niveau génique par RT-qPCR. Nous avons mesuré 1’expression
des inflammasomes, de P2X7R et des cytokines pro-inflammatoires IL-1f3, IL-1a et IL-6
dans des macrophages pré-activés ou non. Afin de mettre en évidence le réle du récepteur
purinergique P2X7 dans la libération de ces cytokines pro-inflammatoires, nous avons
prétraités les cellules une heure avant avec des antagonistes sélectifs de P2X7R, A-438079

(A43) et A-740003 (A74).

Article 1 : “Involvement of purinergic receptors and NLRP3-inflammasome pathway in the

ATP-induced cytokine release from macrophages”
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SUMMARY

1. Adenosine triphosphate (ATP) has been described as a
danger signal activating the NOD-like receptor-family
protein 3 (NLRP3)-inflammasome leading to the pro-inflam-
matory cytokine, interleukin (IL)-1p, release in the lung. The
NLRP3-inflammasome pathway has been previously described
to be involved in experimental collagen deposition and the
development of pulmonary fibrosis.

2. The aim of the present study was to investigate the role
of the NLRP3 inflammasome pathway and P2X7 purinergic
receptor in the activation of human macrophages in vitro by
ATP.

3. We showed that adenosine 5'-[y-thio]triphosphate tetrali-
thium salt (ATPyS) and 2',3'-O-(4-benzoylbenzoyl) adenosine
5'-triphosphate (BzATP), two stable analogs of ATP, are able
to potentiate the release of IL-1f from human monocyte-
derived macrophages induced by low concentration of lipopoly-
saccharide (LPS). However, in the same conditions no increase
in IL-1a and IL-6 was observed. Immunochemistry has shown
that human macrophages natively express NLRP3 and puri-
nergic P2X; receptors (P2X;R). NLRP3 and IL-1§ mRNA
expression were induced from LPS-primed macrophages, but
also after 5-h treatment of BZATP as analysed by reverse tran-
scription quantitative polymerase chain reaction. However,
other inflammasome pathways (NLRP1, NLRP2, NLRC4,
NLRP6 and AIM2) and P2X;R were not induced by BzATP.
We observed that P2X,R antagonists, A-438079 and A-740003,
were able to reduce the release of IL-1§, but not of IL-1o. and
IL-6 from macrophages stimulated by ATPyS or BzATP.

4. The present results showed the involvement of the P2X,R-
NLRP3 inflammasome pathway in the secretion of IL-1p from
ATP-stimulated human macrophages, and suggest that P2X;R
were not involved in IL-1a and IL-6 release. This study also
points out that repression of the P2X,;R represents a novel
potential therapeutic approach to control fibrosis in lung injury.
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INTRODUCTION

Several inflammatory diseases have been reported to be linked
with the activation of the NOD-like receptor (NLR)-family pro-
tein (NLRP3)-inflammasome pathway including gout,' Crohn’s
disease,” rheumatoid arthritis® and cryopyrin-associated periodic
syndrome.* In addition, it has been previously shown that colla-
gen deposition leading to pulmonary fibrosis is also closely asso-
ciated with the activation of the inflammasome-NLRP3
pathway.>”  Several inflammasome pathways have been
described; however, the major pathway consists of three main
effectors, NLRP3, pro-caspase-1 and the apoptosis speck-like
protein containing a caspase recruitment domain (ASC) adapter,
which link interactions between the former proteins.8 The interac-
tion of NLRP3 with both ASC and pro-caspase-1 leads to activa-
tion of the latter to its effective form, caspase-1, originally
termed interleukin (IL)-1-converting enzyme. NLRP3 is mainly
expressed by myeloid cells, as monocytes and macrophages, and
is upregulated in response to pathogen-associated molecule pat-
terns. However, lipopolysaccharide (LPS) by itself is ineffective
as a stimulator of IL-1B release from macrophages. A second
signal, such as danger-associated molecule patterns, is required to
activate caspase-1." After auto-activation through inflammasome
assembly, caspase-1 cleaves pro-IL-1f to its active secreted form,
IL-1B.

IL-1B induced the production of several other chemokines or
cytokines, such as tumour necrosis factor and IL-6, or proteases,
such as matrix metalloproteinase associated with neutrophil
recruitment and proliferation of resident cells, mainly fibroblasts.”

Unlike monocytes, monocyte-derived macrophages or alveolar
macrophages isolated from healthy volunteers stimulated with
LPS did not release IL-1B. LPS treatment induced the steady-
state levels of IL-1 messenger ribonucleic acid (mRNA) on
macrophages, but clearly showed that the defect in IL-1 release
is post-translational.'® Extracellular adenosine triphosphate (ATP)
was previously reported to play a major role to trigger synthesis
and release of mature IL-1f after prestimulation of macrophages
by an inflammatory signal, such as LPS."" ATP is described as
an agonist of purinergic P2X receptor predominantly expressed
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on immune cells,'? and is reported to be involved in the patho-
physiology of LPS-induced lung injury, modulating airway
inflammatory process and functional changesA13

The molecular mechanisms by which ATP triggers P2X recep-
tors, inducing IL-1f production from macrophages, leading to
inflammation and fibrosis are not clearly described. Using two
stable analogues of ATP, we investigated the effects of ATP, and
the role of P2X; purinergic receptors and the NLRP3-inflamma-
some pathway in the activation of human macrophages and the
release of cytokines including IL-1f.

METHODS
Reagents

Phosphate-buffered saline, RPMI 1640, penicillin-streptomycin
and L-glutamine were purchased from Invitrogen (Eugene, OR,
USA), foetal calf serum was purchased from Hyclone (Logan,
UT, USA), and HEPES and BSA were purchased from Eurobio
(Les Ulis, France). Ultrapure Escherichia coli 0111:B4 LPS was
purchased from InvivoGen (Toulouse, France); A-74003 and
A-438079 from Tocris Biosciences (Bristol, UK); 2/,3’-O-(4-ben-
zoylbenzoyl) adenosine 5'-triphosphate (BzATP), a selective
P2X7 receptor agonist; and adenosine 5’-[y-thio]triphosphate
tetralithium salt (ATPyS), a non-hydrolysis P2X receptor agonist,
were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA); and recombi-
nant human granulocyte macrophage colony-stimulating factor
(rhGM-CSF) from R&D Systems Europe (Lille, France).

Preparation of macrophages and treatment

Peripheral blood mononuclear cells were obtained from human
buffy-coat (EFS, Rennes, France) by differential centrifugation
on UNI-SEP U-10 (Novamed, Jerusalem, Israel). The experi-
ments complied with the relevant ethical requirements according
to the French law number 93-5 on 4 January 1994 relative to the
security of blood transfusion and biologically approved by Eta-
blissement Frangais du Sang (Rennes, France). Monocytes from
healthy donors were enriched using a human CD14 Microbeads
separation kit (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany),
and cultured at a concentration of 10° cells/mL on 24-well plates
at 37°C under 5% humidified CO, in RPMI supplemented with
penicillin 100 U/mL, streptomycin 100 pg/mL, L-glutamine
2 mmol/L. and HEPES buffer 1 mmol/L supplemented with 10%

Table 1 Human primers designed for the present study

fetal calf serum. Macrophages were obtained after differentiation
from monocytes by incubation with 50 ng/mL rhGM-CSF in
RPMI medium. After 7 days, the supernatant was removed and
cells were stimulated with various stimuli. Macrophages were
incubated with 0.1 pg/mL Ultrapure E. coli 0111:B4 LPS over-
night. Cells were then treated with P2X;R purinergic antagonists
100 pmol/L A-74003 (A74) or 100 pmol/L A-438079 (A43) 1 h
before treatment with 100 pmol/L 2',3’-O-(4-benzoylbenzoyl)
adenosine 5'-triphosphate (BzATP) or adenosine 5'-[y-thio]tri-
phosphate tetralithium salt (ATPyS) for 5 or 6 h. Supernatants
were removed and replaced with fresh medium during 24 h.

Measurement of cytokine production

The production of IL-1f, IL-1o. and IL-6 was measured in the
supernatant using a Duoset enzyme-linked immunosorbent assay
kit (R&D system, Abingdon, UK) according to the manufac-
turer’s procedure.

Real-time polymerase chain reaction analysis

Macrophages were lysed in RLT buffer (Qiagen, Hilden, Ger-
many) supplemented with 1% 2-mercaptoethanol. Total RNA
was isolated using RNeasy MicroKit (Qiagen) according to the
manufacturer’s protocol. Total RNA (1 pg) was reverse tran-
scribed into first-strand ¢cDNA using a High-Capacity cDNA
Achieve Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) follow-
ing the manufacturer’s procedure. RNA quantity and purity were
assessed with a Nanodrop ND-1000 spectrophotometer (Nyxor
Biotech, Paris, France). Quantitative polymerase chain reaction
(qPCR) was carried out by the fluorescent dye SYBR Green
methodology using the SYBR Green PCR Master Mix and the
STEP one Plus (Applied Biosystems). Human glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) was used as the reference
gene. Relative quantification values were expressed using the
2PPC method'* as fold changes in the target gene normalized to
the reference gene and related to the expression of the controls.
Primer pairs for each transcript were chosen with NCBI software
http://www.ncbi.nlm.nih.gov (Table 1).

Immunocytochemistry analysis

Macrophages were cultivated in 8-well Labtek tissue cul-
ture slides for immunocytochemistry. Cells were washed by

Human primers Sense Antisense

GAPDH ATGACATCAAGAAGGTGGTG CATACCAGGAAATGAGCTTG
NLRP3 GTGTTTCGAATCCCACTGTG TCTGCTTCTCACGTACTTTCTG
P2X7R GAACAATATCGACTTCCCCGG TTATCGCCTGTTTCTCGGAAG
NLRP1 GGACTGACGATGACTTCTGG ATCACAAAGCAGAGACCCG
NLRP2 TCGGGTTGGTGTCTTGTTC CAACTTAGCACCCTCATCCAG
NLRC4 CAGTCCCCTCACCATAGAAG TCAAGTTACCCAAGCTGTCAG
NLRP6 TCTTCATCCACTCTTTCAGGC CTCAGAAAGGTCTCGGCAG
AIM2 TGAAACCCCGAAGATCAACAC CCCAGTACTTCCATTTTCCCAG
IL-1B ATGCACCTGTACGATCACTGA ACAAAGGACATGGAGAACACC
IL-la CCTCCATTGATCATCTGTCTCTG GCTTGGATGTTTTAGAGGTTTCAG
IL-6 AAAGAGGCACTGGCAGAAAA TTTCACCAGGCAAGTCTCCT
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phosphate-buffered saline, fixed and permealized by acetone at
—20°C. Each step of the Ventana DABMap (Roche diagnostic,
Basel, Switzerland) detection kit procedure was optimized on the
Discovery instrument and was preset. Applications of the
Ventana High Temperature Liquid Coverslip (Roche diagnostic)
occurred throughout the automated protocol as appropriate.
Likewise, the slides were rinsed between steps with Ventana
Tris-based Reaction buffer (Roche diagnostic). Endogen peroxi-
dase was blocked with Inhibitor-D 3% H,O, (Roche diagnostic)
for 4 min at 37°C. After rinsing, slides were incubated at 37°C
for 60 min with a 1 : 50 dilution of rabbit polyclonal P2X;R
(Abcam, Cambridge, UK), 1 :50 dilution rabbit polyclonal
NLRP3 (Sigma), and compared with isotype antibody control.
Signal enhancement was carried out using the Ventana DABMap
Kit (Roche diagnostic). Biotinylated goat anti-rabbit immuno-
globulin G (H + L) secondary antibody (Vector Laboratory,
Burlingame, CA, USA). Slides were then counterstained for
4 min with haematoxylin and rinsed. After removal from the
instrument, slides were manually dehydrated and coverslipped.
Slides were visualized with the Microscope Ni80 (Nikon, Tokyo,
Japan) and NIS element software (Nikon).

Statistical analysis

The results are expressed as means = SEM. Analysis of
treatment effects between groups was carried out with a one-way
anova with Tukey’s post-hoc test for group comparisons. The
significance of differences between the groups for other parame-
ters was determined using two-way aNova followed by Bonfer-
roni’s post-hoc test. All analyses were carried out using Prism
software (Graphpad Software, La Jolla, CA, USA). For each
analysis, two-sided P-values < 0.05 were considered statistically
significant.

RESULTS
Effect of ATPyS on IL-1p production stimulated with LPS

In the absence of incubation with LPS, macrophages did not
induce a significant production of IL-1p and IL-6, whereas incu-
bation with 0.1 pg/mL LPS elicited a significant release of both
cytokines (Fig. 1). However, cotreatment with both ATPyS
300 pmol/L and LPS significantly increased the release of IL-1B
in comparison to the incubation with LPS alone (Fig. la). In
contrast, the production of IL-6 is not potentiated by ATPYS on
LPS-treated macrophages (Fig. 1b).

Transcript and protein expression of inflammasome pathways
and P2X,R on macrophages

Immunochemistry showed that NLRP3 and P2X;R proteins were
constitutively expressed by macrophages as compared with the
control (non-targeting antibody; Fig. 2a—c). Furthermore, quanti-
tative polymerase chain reaction (PCR) analysis showed that
treatment with both LPS and BzATP significantly induced an
increase in the expression of NLRP3 starting at 30 min and
persisting after 5 h (Fig. 2d.,f). P2X;R transcript levels were
significantly increased after treatment with LPS individually or in
combination with BZATP at 30 min (Fig. 2e), but not at 5 h
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Fig. 1 Effect of the combination of lipopolysaccharide (LPS) 0.1 pg/mL
with adenosine 5'-[y-thio]triphosphate tetralithium salt (ATPyS) 300 pmol/
L on the production of interleukin (IL)-1B and IL-6 from macrophages.
Macrophages were incubated overnight with medium alone (control; []) or
LPS 0.1 pg/mL alone, and then stimulated with medium or ATPyS
300 umol/L (CJ) for 5 h. The culture supernatants were collected, and the
concentrations of (a) IL-1f and (b) IL-6 were measured by enzyme-linked
immunosorbent assay. The results are expressed as mean = SEM of one
representative experiment in triplicate (one-way anova followed by Tukey’s
post-hoc test. ***P < (0.001 compared with the control treatment,
#%%p < (0.001 compared with LPS alone.

(Fig. 2g). However, the gene expression of other inflammasome
pathways (NLRP1, NLRP2, NLRC4, NLRP6 and AIM2) was not
modulated at 5 h (Fig. 3).

Effect of P2X,R agonist, BZATP, on IL-1p, IL-1a and IL-6
mRNA expression

LPS (0.1 pg/mL) and BzATP (250 pmol/L) induced an increase
in IL-1P and IL-1oo mRNA expression after 30 min, as well as
5 h of treatment (Fig. 4a—d). In contrast, the expression of IL-6
mRNA is significantly increased in response to LPS + BzATP
after 30 min (Fig. 4e) and BzATP alone after 5 h of treatment
(Fig. 4f).

Effect of P2X,R antagonists on IL-1p, IL-1a and IL-6
production

To confirm whether ATP induced the release of cytokines
mediated by the P2X; receptor, macrophages were incubated with
purinergic receptor antagonists. After LPS treatment, IL-1f pro-
duction was significantly increased in the presence of ATPYS or
BzATP, whereas the treatment with A-438079 and A-740003
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Fig. 2 Expression of NOD-like receptor-family protein 3 (NLRP3) and P2X;R proteins and messenger ribonucleic acid (mRNA) in macrophages. (a—c)
Protein expression was analyzed by immunocytochemistry (24 h). (d—g) Macrophages were incubated overnight with medium alone (control; []) or lipo-
polysaccharide (LPS) 0.1 pg/mL alone, or in combination with 2’,3'-O-(4-benzoylbenzoyl) adenosine 5'-triphosphate (BzATP) 250 pmol/L (M) for
30 min or 5 h. mRNA expression was determined by reverse transcription quantitative polymerase chain reaction. The results are normalized to the gene
expression of glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase. The data represent the mean &= SEM of three experiments (one-way aNova followed by
Tukey’s post-hoc test). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 compared with the control treatment.
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Fig. 3 Expression of inflammasomes messenger ribonucleic acid
(mRNA) in macrophages. Macrophages were treated by 2',3’-O-(4-ben-
zoylbenzoyl) adenosine 5'-triphosphate (BzATP) 250 pmol/L (M) or
medium () for 5 h. NLRP1, NLRP2, NLRC4, NLRP6, AIM2 mRNA
(The results are normalized to the gene expression of glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase. The results are expressed as mean + SEM
of one representative experiment in triplicate (two-way anova followed
by Bonferroni’s post-hoc test). Six multiple comparisons by rows.

reduced ATP-induced IL-1p release at 6 h (Fig. 5a,c), but not at
24 h (Fig. 5b,d). In contrast, the increased release of IL-la
induced by BzATP or ATPyS in the presence of LPS is not

reduced by treatment with purinergic receptor antagonists

(Fig. 6a—d). Only LPS 0.1 pg/mL alone induced IL-1a and IL-1
production at 24 h (Figs 5b,d, 6b,d). LPS also induced an
increase in the release of IL-6 by macrophages (Fig. 6e-h). A-
438079, but not A-740003 elicited a significant reduction of
LPS + BzATP-induced IL-6 release at 6 and 24 h (Fig. 6e-h).

DISCUSSION

The present study showed that the activation of human macro-
phages by a combination of LPS + ATP elicited the release of
IL-1PB, and this production is mainly as a result of the activation
of the P2X; purinergic receptor and NLRP3-inflammasome
pathway.

NLRP3-inflammasome pathway activation appears as the cor-
nerstone of many inflammatory diseases including pulmonary
fibrosis.>® Resident macrophages have been described to be
involved in chronic inflammation and in tissue remodelling lead-
ing to pulmonary fibrosis.'> In the current study, we developed an
experimental model of human macrophages differentiated from
peripheral blood monocytes by GM-CSF. Thus, in these condi-
tions, these cells represent a model of alveolar macrophages.'®

Here, we showed that ATPyS (300 pmol/L) or BzATP
(250 pmol/L), two stable analogues of ATP, are able to potenti-
ate the release of IL-1f induced by a low concentration of LPS.
In similar conditions, no significant increase in IL-loe and IL-6
was observed. These results are consistent with previous studies
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Fig. 4 Messenger ribonucleic acid (mnRNA) expression for (a, b) interleukin (IL)-1p, (c, d) IL-1o and (e, f) IL-6 after stimulation of macrophages with
lipopolysaccharide (LPS) 0.1 pg/mL and 2',3'-O-(4-benzoylbenzoyl) adenosine 5'-triphosphate (BzATP) 250 umol/L. Macrophages were incubated over-
night with medium alone (control; (), or LPS 0.1 pg/mL alone and then stimulated with BZATP 250 pmo/L (M) for (a, ¢, €) 30 min or (b, d, f) 5 h.
mRNA expression was determined by reverse transcription quantitative polymerase chain reaction.. The results are normalized to the gene expression of
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase. The results are expressed as mean = SEM of one representative experiment in triplicate (one-way ANova fol-
lowed by Tukey’s post-hoc test). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 compared with the control treatment.

showing that human macrophages, unlike monocytes, require two
independent stimuli to activate caspase-1-NLRP3-inflammasome:
first, a Toll-like receptor (TLR)-dependent stimulus, which allows
the transcription and translation of pro-IL-1f, and a second stim-
ulus such as ATP to activate caspase-1 to cleave pro-IL-1B."7
Accordingly, LPS induces the transcription of pro-IL-1f through
the activation of TLR, and we showed a significant increase of
mRNA expression of IL-1f and NLRP3 from LPS-primed
macrophages, but also after BZATP treatment at 5 h by reverse
transcription (RT)-qPCR.

Although NLRP1 inflammasome should be activating after
ATP release, extracellular ATP has been suggested to selectively
activate NLRP3 inflammasome.'® We presently observed that
BzATP only induced the RNA expression of the NLRP3 inflam-
masome pathway, but not of other inflammasome pathways.

Extracellular ATP is considered as a danger signal that acti-
vates the P2X; receptor, leading to NLRP3 activation and mature
IL-1B production.'”” P2X; receptors belong to the family of

ATP-activated ionotropic P2X receptors, which include seven
homomeric receptor subtypes (P2X,-P2X,).12 P2X; receptors
have been involved in inflammatory and immunological
responses, and their activation modulates pro-inflammatory cyto-
kines production by LPS-challenged macrophages. P2X; recep-
tors are known to be implicated in the maturation and release of
the pro-inflammatory cytokine, IL-1f, in monocytes and macro-
phages. P2X;R-deficient mice have less inflammation, and
reduced pulmonary fibrosis in terms of lung collagen and matrix-
remodelling proteins.® Mechanisms underlying the release of pro-
inflammatory cytokines through the activation of P2X;R and
NLRP3-inflammasome remain unclear. We showed here by
immunochemistry that human monocyte-derived macrophages
natively express NLRP3 and P2X; receptors. We therefore
hypothesized that ATP-induced IL-1f} release is able to activate
human macrophages through the stimulation of P2X; receptor.
Then we investigated the effects of selective P2X; receptor
antagonists,”**' A-438079 and A-740003, on the IL-lo, IL-1pB

© 2014 Wiley Publishing Asia Pty Ltd



284 T Gicquel et al.

(a) oo
6000 ‘e oo
T 4000
a
[-~-%
~ 2000 -
=
0 -
Control LPS
(C) l [odeded
6000 - ——y
dedede
T 4000
D
a
[--%
~ 2000 4
=
. 11 | B3
Control LPS

(b)
150

100

IL-1B (pg/mL)

50 1

o1 N

Control LPS

(d)
200

150 4

100 4

IL-1B (pg/mL)

50

Control LPS

Fig. 5 Effect of P2X;R antagonists: A-740003 (100 pmol/L; A74) and A-438079 (100 pmol/L; A43) on interleukin (IL)-1B production from macro-
phages stimulated with lipopolysaccharide (LPS) 0.1 pg/mL, (a, b) 2/,3/-O-(4-benzoylbenzoyl) adenosine 5'-triphosphate (BzATP) 250 pmol/L or (c, d)
adenosine 5'-[y-thio]triphosphate tetralithium salt (ATPyS) 300 umol/L. (a, c¢) Cells were incubated overnight with medium alone (control; [J), or LPS
0.1 pg/mL alone, and were pretreated with vehicle (control; []), A74 100 pmol/L. (E&) or A43 100 umol/L ([J) for 1 h, and then stimulated or not with
BzATP 250 pmol/L (M) or ATPyS 300 pmol/L (CJ) for 6 h. (b, d) Supernatants were removed and replaced with fresh medium during 24 h. The results
are expressed as mean £ SEM of one representative experiment in triplicate (one-way aNova followed by Tukey’s post-hoc test). ***P < 0.001 com-
pared with the control treatment, **P < 0.01, ***P < 0.001 compared with positive control.

and IL-6 release by macrophages. We clearly observed that both
A-438079 and A-740003 are able to significantly reduce the
release of IL-1f, but not of IL-la and IL-6 from macrophages
stimulated by ATPyS or BzATP. The present results are consis-
tent with those of Ward er al.'® showing that P2X;R antagonists,
KN62 and A-438079, significantly attenuated 300 pmol/L
BzATP-induced IL-1f release on monocyte-derived macrophages
pretreated with LPS. Using A-438079 (200 pmol/L) and A-
740003 (100 pmol/L), Riteau er al.%also showed a significant
decrease of ATP release from epithelial cells. In the same way,
application of A-438079 to peritoneal macrophages significantly
decreased, in a dose-dependent manner, the quantity of IL-1f
released by the addition of BzATP.*? Therefore, the present
data confirm the involvement of P2X-;R and the NLRP3-inflam-
masome pathway in the ATP-induced IL-1P release from
macrophages.

It has been previously reported that IL-lo release occurs
through the P2X; receptor, and follows a similar time-course to
that of IL-1."" The physiological meaning of P2X;R-dependent
pro-IL-1a cleavage is not clear, because this cytokine, in contrast
to pro-IL-1f, is a full agonist at IL-1 receptors. In response to
ATP, macrophages also release IL-1Ra through P2X;R.>* Yazdi
et al®* showed that IL-1p release was completely abolished in
NLRP3 KO or ASC KO murine bone marrow dendritic cells,
whereas the release of IL-low is only partially dependant on
NLRP3 and ASC after monosodium urate crystals stimulation.
According to Ward er al.'®, LPS treatment significantly increases

the production of IL-loo from monocyte-derived macrophages.
However, we observed that IL-1a release is not modified by the
treatment with BzATP. Furthermore, we have shown that LPS-
treatment, but not BzATP, significantly induce IL-loo mRNA
expression. Similarly, the pretreatment with both P2X; receptor
antagonists, A-438079 or A-740003, did not reduce IL-lo
release, suggesting that IL-1o production was not associated with
the activation of P2X-R.

Although ATP is found in the synovial fluid from joint patients
where a number of P2X-R-expressing cells including macrophages
are present,”>?® and the P2X,R has also been implicated in the
secretion of IL-6 from fibroblasts,”” no evidence of the involve-
ment of the activation of P2X;R in IL-6 release from human
macrophages has been reported. BZATP did not also induce IL-6
release from human thyrocytes.® Accordingly, we observed that
the production of IL-6 was significantly increased after LPS treat-
ment, but is not affected by treatment with ATPyS or BzATP.
Although purinergic agonists seemed to not be involved in IL-6
release, we showed that A-438079 pretreatment decreased IL-6
release after BZATP. However, a lack of selectivity for A-438079
at this concentration could explain such an effect.

Furthermore, McGeough er al.>® proposed that IL-1p and IL-6
might not be coupled in the pathogenesis of inflammasome-
mediated mouse models; instead, 1L-6 is simply a marker of
inflammation without a significant causative role.

In our model, IL-6 mRNA expression was increased after 5 h
of BzATP addition, but not in the presence of LPS. It has been
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Fig. 6 Effect of P2X;R antagonists: A-740003 (100 pmol/L; A74) and A-438079 (100 pumol/L; A43) on (a—d) interleukin (IL)-1o0 and (e-h) IL-6 pro-
duction from macrophages stimulated with lipopolysaccharide (LPS) 0.1 pg/mL, 2',3’-O-(4-benzoylbenzoyl) adenosine 5'-triphosphate (BzATP)
250 pumol/L or adenosine 5'-[y-thio]triphosphate tetralithium salt (ATPyS) 300 pumol/L. (a, c, e, g) Cells were incubated overnight with medium alone
(control; [J), or LPS 0.1 pg/mL alone, and were pretreated with vehicle (control; [J), A74 100 umol/L (&) or A43 100 pmol/L ([J) for 1 h, and then
stimulated or not with BZATP 250 umol/L () or ATPyS 300 pmol/L ({J) for 6 h. (b, d, f, h) Supernatants were removed and replaced with fresh med-
ium during 24 h. The results are expressed as mean £ SEM of one representative experiment in triplicate (one-way aNova followed by Tukey’s post-hoc
test). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 compared with the control treatment, *P < 0.05, **P < 0.01 compared with positive control.

shown that BZATP, a P2XR agonist, exposure results in a dose-
dependent increase in the activation of the nuclear translocation
of the transcription factor, nuclear factor-xB, in monocytes.30
Furthermore MacKenzie et al.>' have shown that P2X-R stimula-
tion can initiate local accumulation of IL-1f on THP-1 mono-
cytes. Further investigations might be necessary to better
understand the involvement of purinergic receptors in IL-6
release from macrophages.

The current study showed the involvement of the P2X;R-—
NLRP3 pathway in the secretion of IL-1B from macrophages,
and suggests that P2X;R were not involved in IL-1o0 and IL-6

release. However, the exact role of ATP in the pathogenesis of
pulmonary fibrosis is still unknown and requires further investi-
gation. The present work also points out that blockage of the
P2X; receptor and NLRP3-inflammasome represents a potential
therapeutic approach to control IL-13 and fibrosis in lung injury.
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2. Résumé des principaux résultats

Nous montrons dans cette partie que I’ATPyS et le BZATP, deux analogues stables de
I’ATP sont capables d’induire la libération d’IL-1f aprés un traitement par de faibles
concentrations de LPS dans un modele de macrophages humains en culture primaire.
Cependant, dans les mémes conditions, la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires IL-
la et IL-6 n’est pas significativement plus importante dans le milieu de culture qu’en
présence de LPS seul. Nous observons par immunocytochimie une expression native de la
protéine NLRP3 ainsi que du récepteur purinergique ionotrope P2X7. Nous montrons aussi
par RT-gPCR que I’expression de I’ARNm d’IL-1p et de NLRP3 est induite par un
traitement par le LPS pendant 18 heures tout comme apres 5 heures de traitement par le
BzATP. Cependant, I’expression génique des autres inflammasomes (NLRP1, NLRP2,
NLRC4, NLRP6 et AIM2) et du récepteur P2X7 n’est pas induite par le BZATP. Enfin,
nous observons qu’un traitement par des antagonistes de P2X7R, A43 et A74, diminue la
libération d’IL-1P par des macrophages traités par du LPS et par I’ATPyS ou le BzATP.
Par contre, la sécrétion d’IL-1a et d’IL-6 par les macrophages stimulés n’est pas induite
par des agonistes des récepteurs purinergiques et non inhibée en présence d’antagonistes de

P2X7R.
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3. Résultats complémentaires

Nous nous sommes €galement intéressé€s a I’expression génique des inflammasomes et
des TLRs des macrophages humains. Etant donné que nous observons que parmi les
inflammasomes, le BZATP induit uniquement 1’expression de NLRP3, nous avons voulu
savoir si ces différentes protéines formant des inflammasomes €taient exprimées dans notre
modele cellulaire. Ainsi, nous observons chez 4 donneurs que les protéines NLRP2,
NLRP3 et NLRC4 sont bien exprimées alors que NLRP1, NLRP6 et AIM2 sont tres

faiblement exprimées (Fig. 15).
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Figure 15 : Expression relative des inflammasomes dans les macrophages humains
par RT-qPCR

Nous réalisons une pré-activation des macrophages permettant I’induction de la pro-
IL-1p par du LPS ultrapur ciblant spécifiquement le récepteur membranaire TLR4 (Kim et
al. 2007). Ainsi, nous avons aussi souhaité évaluer I’expression des différents récepteurs
TLRs dans les macrophages par RT-qPCR. Nous avons mesuré¢ I’expression relative dans
des macrophages humains (J8) (Fig. 16) et également comparé I’expression des TLRs de
monocytes (JO) a I’expression des TLRs de macrophages obtenus apres différenciation par

le GM-CSF (J8) (Fig. 17).
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Figure 16 : Expression relative des TLRs de macrophages humains par RT-qPCR

Nous observons que ce sont surtout les TLR1, TLR4, TLR6 et TLR8 qui sont
exprimés dans notre modele de macrophages humains. Conformément a la littérature,
TLR4 est bien exprimé par les macrophages, cela va permettre la fixation du LPS servant a

la pré-activation (Akira et al. 2006) (Fig. 16).
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Figure 17 : Expression relative des TLRs de macrophages humains par RT-qPCR par
rapport aux monocytes

Suite a la différenciation, seul le récepteur TLR4 va étre plus exprimé a la surface des
macrophages qu’a celle des monocytes. Les autres TLRs sont plus exprimés par les

monocytes, cellules immunitaires circulantes, que par les macrophages (Fig. 17).
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4. Conclusion

Notre étude montre 1’implication du récepteur purinergique P2X7 dans ’activation de

I’inflammasome NLRP3 dans les macrophages humains traités par des analogues de

I’ATP.

En effet, nous observons dans notre modéle une expression de TLR4 qui fixe le LPS
permettant la pré-activation des macrophages. Nous montrons également que les protéines
P2X7R et NLRP3 sont exprimées et actives dans ce mod¢le in vitro. De plus, nous mettons
en évidence l'importance de P2X7R dans la libération d’IL-1B en réponse a I’ATP

extracellulaire mais pas dans la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires IL-1a et IL-6.

Cette étude permet d’entrevoir des possibilités thérapeutiques par 1’utilisation d’un

antagoniste de P2X7R afin de controler la sécrétion d’IL-1f chez ’homme.
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Chapitre 2 :

Implication des récepteurs purinergiques dans
I’activation de I’inflammasome NLRP3 des

macrophages en réponse aux cristaux d’acide urique
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1. Contexte scientifique

Comme d’autres composés particulaires, les cristaux d’acide urique (MSU) ont été
identifiés comme activateur de I’inflammasome NLRP3 et impliqués dans des pathologies
comme la goutte (Martinon et al. 2006) ou la fibrose pulmonaire idiopathique (Gasse et al.

2009).

La cathepsine B joue un role indispensable dans 1’activation de NLRP3 en réponse aux
cristaux de MSU (Riteau et al. 2012). Ainsi nous avons souhaité a 1’aide d’inhibiteurs de
cathepsine B et de caspase-1 mettre en évidence le role de ces protéases dans la libération
d’IL-1P mais aussi dans la sécrétion d’autres cytokines pro-inflammatoires comme I’IL-6

ou I’IL-1a, également sécrétés en réponse au traitement LPS+MSU.

De plus, il a été montré que la libération d’IL-1P en réponse aux cristaux de MSU
impliquait ’activation des TLRs et du récepteur P2X7 (Liu-Bryan ef al. 2005 ; Tao et al.
2013). En effet, le récepteur P2X7 a bien été mis en évidence comme dans ’activation de
I’inflammasome NLRP3 (Ferrari et al. 2006 ; Di Virgilio et al. 2007) mais d’autres
récepteurs purinergiques ont ¢été identifiés comme pouvant ¢également activer
I’inflammasome NLRP3, tels que P2X4R (Seil et al. 2010), P2Y6R (Uratsuji ef al. 2012)
ou P2Y2R (Riteau ef al. 2012 ; Baron et al. 2014). Ainsi I’objectif de notre ¢tude était de
caractériser le role des récepteurs purinergiques P2 dans I’activation de I’inflammasome

NLRP3 par le MSU dans un mode¢le de macrophages humains en culture primaire.

Article 2 : “IL-1B production is dependent of the activation of purinergic receptors and

NLRP3-inflammasome pathway in human macrophages”
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SUMMARY :

NLRP3-inflammasome pathway is known to be activated by danger signals such as
Monosodium Urate (MSU). We investigated the role of P2 purinergic receptors in the
activation of NLRP3-inflammasome pathway after MSU treatment in primary human
monocyte-derived macrophages (MDM). In this study, we found that MSU crystals
increased the expression and induce the release of IL-1p, IL-1a and IL-6 from LPS-primed
MDM. Inhibition of caspase-1 and cathepsin-B activity decreased in a dose-dependent
manner the production of IL-13 whereas MSU treatment induced P2X7R and NLRP3
mRNA expression. We also observed that the P2X7 purinergic receptor antagonist A-
740003, decreased IL-1B production and pro-IL-1 cleavage after treatment with LPS and
MSU. Remarkably, P2X7R RNA silencing, but not siP2X4R, reduced the release of IL-1f3
and others M1-macrophages cytokines from MDM stimulated by LPS+MSU. Together,
these results show the involvement of purinergic receptor and NLRP3 inflammasome
pathway in the secretion of IL-1p from MSU-stimulated human macrophages and suggest
that P2 receptors-NLRP3 inflammasome pathway represents a novel potential therapeutic

target to control inflammation in MSU-associated inflammatory diseases.
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INTRODUCTION

Nod-like receptor (NLR)-family protein, NLRP3, has been described to be expressed
mainly by myeloid cells, including monocytes and macrophages and up-regulated by
pathogen-associated molecule patterns (PAMPs) (1). NLRP3-inflammasome pathway
activation appears as the corner stone of many inflammatory diseases including Crohn’s
disease (2), rheumatoid arthritis (3), and cryopyrin-associated periodic syndrome (CAPS)
(4), idiopathic pulmonary fibrosis (5,6) and gout (7).

Several inflammasome pathways have been described, however the canonical pathway
consists of three main effectors the NLRP3, the pro-caspase-1, and the Apoptosis speck-
like protein containing a CARD (ASC) adapter, which bridges the interactions between the
NLRP3 and the pro-caspase-1. The final outcome of the NLRP3 inflammasome assembly
is the cleavage of cytosolic pro— IL-1pB into the mature proinflammatory cytokines IL-1
by the activated caspase-1 (8). The best known danger signal triggering NLRP3 activation
is the extracellular ATP through stimulation of P2X7 receptor (P2X7R) (9, 10), potassium

efflux (11), and recruitment of pannexin-1 channel (12).

Uric acid, a product of purine catabolism, is released from damaged cells and has been
described as a danger signal in response to variety of stresses (13). At high local
concentration, uric acid precipitates to monosodium urate (MSU) and forms crystals that
cause inflammation observed in clinical gout. Several mechanisms were identified for
MSU recognition and cells activation, such as CD14, TLR-2, TLR-4, MyD88, NF-kB,
cathepsin B or ROS production (6,14-17). The inflammasome activation by MSU involves
lysosomal damage and the release of cathepsin B into the cytosol (18-20), with subsequent
activation of NLRP3 inflammasome via an unidentified mechanism. However extracellular
ATP and purinergic receptors, such as P2X7 receptor, could contribute to the IL-1p release
mediated by MSU (21,22)

Until recently it was widely admitted that P2X7 receptors are the only purinergic receptors
of macrophages triggering IL-1B secretion (23). However, recently others purinergic
receptors have been described to be involved in IL-1B production such as P2X4 (24,25),
P2Y2 (26) or P2Y6 (27).
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Although mechanisms underlying the release of pro-inflammatory cytokines through the
activation of P2X7 and NLRP3-inflammasome are now better understood (28), the role of
other purinergic receptors in the activation of inflammasome pathway after particles
treatment remains unclear. The aim of our study was to further characterize the role
production of cytokines and the activation of the NLRP3 pathway activation following
MSU stimulation in human primary macrophages and to identify the purinergic receptors

mediating NLRP3 activation.
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MATERIALS AND METHODS

Reagents

PBS, RPMI 1640, penicillin-streptomycin, L-glutamine were purchased from Life
Technologies (Eugene, OR, USA), Fetal Calf Serum (FCS) was from Hyclone (Logan, UT,
USA), Acrylamide, SDS, Tris, HEPES and Bovine Serum Albumine (BSA) were from
Eurobio (Les Ulis, France). Bradford protein assay and precision plus protein dual color
standards were purchased from Bio-Rad (Hercules, CA, USA). Ultrapure E. coli 0111:B4
LPS was purchased from InvivoGen (Toulouse, France), A-74003 from Tocris® (Bristol,
U.K.), rhIL-1B, thGM-CSF from R&D Systems Europe (Lille, France). Ivermectine and
Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) were obtained from Sigma Aldrich (St. Louis,
MO). Z-YVAD-FMK and CA-O74Me were provided from Calbiochem (Darmstadt,
Germany). The antibodies against HSC 70 and IL-1B were purchased from Santa Cruz
(CA, USA) and from R&D Systems (Minneapolis, USA), respectively.

Crystals preparation

Monosodium urate (MSU) crystals were prepared by recrystallization from uric acid, as
previously described (7). Briefly, MSU crystals were obtained by dissolving 1.68 mg in
500mL of 0.01 M NaOH preheated to 70°C (pH 7.1-7.2). The solution was slowly and
continuously agitated at room temperature until crystals formed. The crystals were washed
twice with 100% ethanol, dried, autoclaved, and weighed under sterile conditions. Crystals
were resuspended in PBS by sonication and examined under phase microscopy prior to

experiments.

Preparation of macrophages and treatment

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained from human buffy-coat (EFS,
Rennes, France) by differential centrifugation on UNI-SEP® U-10 (Novamed, Jerusalem,
Israel). The experiments are complied with the relevant ethical requirements accordingly to
the French law number 93-5 on 1993, January 4st relative to the security of blood
transfusion and biologically approved by Etablissement Frangais du Sang (Rennes,
France). Monocytes from healthy donors were enriched using human CD14 Microbeads
separation kit (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) and plated at a density of
1.10° cells/well in 24 well-plates and cultured at 37°C under 5% humidified CO, in RPMI
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supplemented with penicillin 100 U/mL-streptomycin 100 pg/mL, L-glutamine 2 mM and
HEPES Buffer 1 mM supplemented with 10% FCS. Macrophages were obtained after
differentiation from monocytes by incubation with 50 ng/mL rhGM-CSF in RPMI
medium. After 7 days, the supernatant was removed and cells were stimulated with various
stimuli. Macrophages were incubated with 0.1 pg/mL Ultrapure E. coli 0111:B4 LPS
overnight. Cells were then incubated with A-74003, Ivermectine, CA-O74Me or Z-Y VAD-
FMK one hour before treatment with MSU for 6 hours.

THP-1 cells

THP-1 cells were cultured at a density of 1.10° cells/well in 6 well-plates at 37°C and 5%
CO; in humidified incubator in 2 mL/well of RPMI 1640 medium supplemented with
penicillin 100 Ul/mL-streptomycin 100 pg/mL, sodium pyruvate 1 mM, L-glutamine 2
mM and 10% FCS. THP-1 cells were differentiated by stimulating with 10 ng/mL of PMA
in RPMI medium for 3 days, followed by 1 day without PMA in RPMI medium
supplemented with 2% FCS. The supernatant was removed and cells were stimulated with
various stimuli. Differentiated THP-1 cells were incubated with 0.1 pg/mL Ultrapure E.
coli 0111:B4 LPS overnight. Cells were then treated with MSU for 6 hours at 250, 500 or
1000 pg/mL.

Electroporation of human primary macrophages

After 6 days of differentiation, the macrophages were trypsinized and electroporated using
the Neon® transfection system (Life Technologies) available at the SynNanoVect core
facility from Biogenouest. Sets of siRNA for P2X4R, P2X7R and Non targeting (NT) ON-
TARGET Plus Human siRNA SMARTpool (Thermo Scientific Dharmacon) were used to
knock-down the purinergic receptor expressions. After counting macrophages were
centrifuged at 450g for 10 minutes and resuspended in Buffer R (Life Technologies) at the
density of 1.10° cells/mL. Without delay, 100 pmoles of siRNA per 10° cells weres added
and electroporation was performed according to procedures set up by the SynNanoVect
facility (29) with the following parameters: one pulse at 1600 V during 30 msec. After
electroporation, macrophages were cultured in 24-well plates at the density of 1.10°

cells/well.
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Immunoblotting analysis

Cells were washed in PBS and scraped in RIPA buffer (50 mM Tris-HCI, pH 8, 150 mM
NaCl, 0.02% sodium azide, 0.1% SDS, 1% NP-40 and 0.5% sodium deoxycholate)
supplemented with protease inhibitor cocktail tablets (Roche, Mannheim, Germany). Cells
homogenates were sonicated and centrifuged for 20 min at at 1000 g. This step was
performed at 4°C, and cell extracts were immediately stored at -20°C in blue loading
buffer, whereas an aliquot was kept apart for protein estimation by the method described
by Bradford (30). Proteins were resolved by denaturating SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis (10% gel, w/v) and transferred to nitrocellulose membranes in transfer
buffer (25 mM Tris, 200 mM glycine, ethanol 20% and SDS 0.1%). Membranes were
blocked in 5% skim milk in Tris-buffer saline (TBS) (65 mM TrisHCI, pH 7.4, 150 mM
NaCl) containing 0.1% Tween 20 (TBS-T) 1 h at room temperature. Then, primary
antibodies were incubated overnight in 5% skim milk in TBS-T. Rabbit anti-HSC 70
(dilution 1:200) and a mouse anti-IL-1f (dilution 1:500) were incubated overnight in 5%
skim milk in TBS-T. After washing with TBS-T, appropriate secondary antibodies linked
to horseradish peroxidase, either a swine anti-rabbit (1:10000, DakoCytomation) or a
rabbit anti-mouse (1:10000, DakoCytomation) were incubated for 1 h in 5% skim milk in
TBS-T. Membranes were washed again with TBS-T prior band detection using
chimioluminescence with SuperSignal West Pico Substrate (Pierce, Rockford, IL, USA)
using the LAS-3000 analyzer (Fujifilm).

Measurement of cytokine production

The production of IL-1B, IL-1a, and IL-6 was measured in the culture medium using
Duoset® ELISA kit (R&D system, Abingdon, United Kingdom) according to the
manufacturer’s procedure. Cell supernatants were also applied to the cytokine array,
Proteome Profiler Human Cytokine Array Panel A (R&D system, Abingdon, United

Kingdom) following the manufacturer’s instructions.

Real-Time PCR (RT-qPCR) analysis

Macrophages were lysed in RLT buffer (Qiagen, Hilden, Germany) supplemented with 1%
2-mercaptoethanol. Total RNA was isolated using RNeasy Plus Micro Kit (Qiagen, Hilden,
Germany) according to the manufacturer’s protocol. RNA quantity and purity were

assessed with a Nanodrop ND-1000 spectrophotometer (Nyxor Biotech, Paris, France).
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Total RNA (1 pg) was reverse transcribed into first-strand cDNA using High-Capacity
cDNA Achieve Kit (Applied Biosystems) following the manufacturer’s procedure. gPCR
was performed by the fluorescent dye SYBR Green methodology using the SYBR Green
PCR Master Mix and the Step One Plus equipment (Applied Biosystems, Foster City, CA).
Primer pairs for each transcript were chosen with NCBI software

http://www.ncbi.nlm.nih.gov (Table 1). Human GAPDH was used as the reference gene.

Relative quantification values were expressed using the 2°°“" method (31). Relative

expressions were calculated as follow: relative expression = 1000 x 27>,

Statistical Analysis

The results are expressed as means £ SEM. Analysis of treatment effects between groups
was performed with a one-way analysis of variance (ANOVA) with Tukey’s post hoc test
for group comparisons. The significance of differences between the groups for other
parameters was determined using two-way ANOVA followed by the Bonferroni post hoc
test. All analyses were performed using Prism software (Graphpad Software, La Jolla,
CA). For each analysis, two sided p value less than 0.05 were considered statistically

significant.
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RESULTS
Effect of MSU on pro-inflammatory cytokines production stimulated with LPS

MSU was reported to induce the production of various inflammatory cytokines including
IL-1B and IL-6 on THP-1 cells or on mouse macrophages (5,6). In our model, MSU
significantly induced dose-dependently the release of IL-1 from MDM primed with a low
concentration of LPS (0.1 pg/mL) at 6h (Fig. 14). The production of IL-1a and IL-6 was
induced by MSU in a dose-dependant manner but the release of IL-1a and IL-6 was not
significantly potentiated by 0.1 pg/mL LPS (Fig. 1B, 1C). These findings indicated that
MSU crystals induce the production of inflammatory cytokines from human macrophages
and that the overnight LPS-priming is effective exclusively on the IL-1P release. We have
also observed that Z-YVAD-FMK, an irreversible caspase-1 inhibitor significantly
decreased the release of IL-1f induced by LPS + MSU at 500 pg/mL in a dose-dependant
manner (Fig. 24). In contrast, the release of IL-1a and IL-6 was not significantly affected
by Z-YVAD-FMK in macrophages stimulated by LPS + MSU at 6h (Fig. 2B, 2C). After
caspase-1 inhibition, there was a reduced production of IL-1f following MSU stimulation
in LPS-primed MDM, however IL-1a and IL-6 production were not affected, as previously
observed in NHK cells (27).

Because cathepsin B seems to be important for NLRP3-inflammasome activation, we
investigated the mechanism of lysosomal destabilization by MSU crystals. We observed
that CA-074Me, a cathepsin B inhibitor, dose-dependently decreased the production of IL-
1B measured by ELISA after MSU treatment in LPS-primed MDM (Fig. 2D). This result
confirms the involvement of cathepsin B on the release of IL-1p from human macrophages
as previously observed in mouse cells (21) The inhibition of cathepsin B by CA-074Me
elicits also a dose-dependant decrease in the release of IL-1a and IL-6 following LPS +
MSU treatment at 6 h (Fig. 2E, 2F). These results showed that cathepsin B and caspase-1
are important for the release of IL-1 by human MDM while caspase-1 is not involved in

the release of IL-1a and IL-6.
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Inflammasome factor and pro-inflammatory cytokine mRNAs expression

MSU crystals trigger the activation of the established signaling pathway from TLR2, TLR4
and CD14 receptors to induce NF-«kB signaling pathway (14-15, 32). We first determined
the MSU effects on pro-inflammatory expression. Quantitative PCR analysis showed an
increase in the mRNA expression of IL-1p, IL-1a and IL-6 on macrophages after treatment
with MSU 500 pg/mL at 6h, alone or associated with LPS (Fig. 34, 3B, 3C). As previously
reported using ATP agonists, we have observed for the first time that NLRP3 transcript is
increased 6h after MSU treatment in macrophages (28). Thus we confirmed that MSU
induce the activation of the NLRP3-inflammasome via the increase in the NLRP3 and IL-
1B mRNA levels in MDM. These data suggest that MSU can play a role in the priming
step and would explain why MSU alone can induce the release of IL-1B (Fig. 14).
However, the gene expressions of other inflammasome pathways (e.g. NLRP1, NLRP2,
NLRC4, NLRP6 and AIM2) were not modified at 6h (Fig. 3F).

Effect of MSU on purinergic P2 receptors mRNA expression

Macrophages are known to express different subtypes of purinergic receptors and these
receptors have been reported to be implicated in NLRP3-inflammasome activation (10, 21,
26-27, 33-34). The expression of purinergic receptors have been investigated in
macrophages from 6 independent donors (Fig. 44). We observed a strong expression of
P2X1, P2X4 and P2X7 as a relative expression of P2X5, P2Y2 and P2Y6 receptor on
macrophages. Moreover, MSU (500 pg/mL) also induced a significant increase in P2X7R
mRNA expression in MDM at 6h (Fig. 4B). P2X7R mRNA expression also increased
dose-dependently after MSU treatment in THP-1 macrophages (Fig. 4C). For the first time,
we showed the induction of P2X7 receptor expression with MSU treatment by RT-qPCR
after 6 hours. These results are consistent with the literature showing that the purinergic
receptor P2X7 contributes to inflammation and the IL-1p release (23). In contrast, P2XI1R,
P2X4R, P2Y2R or P2Y6R mRNA expressions were not significantly increased in response
to MSU after 6 hours of treatment (Fig. 4B, 4C). Taken together, theses results show that
among the purinergic receptors, P2X7R seems to be involved in macrophages activation

after MSU-stimulation in MDM, as observed after ATP-stimulation (28, 34).
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Analysis of cleavage of pro- IL-1f by co-treatment by LPS and MSU

To investigate the possible involvement of caspase-1 and P2X7R in pro-IL-1p cleavage
after MSU treatment, we used Z-YVAD-FMK and the selective P2X7R antagonist A-
740003 (A74). Western blotting analysis showed that after overnight treatment with LPS
(0.1 pg/mL), the 31 kDa form of pro-IL-1B was detectable in cell lysates (Fig. 54). The
expression of pro-IL-1p dose-dependently decreased in macrophages treated with MSU
(250, 500 and 1000 pg/mL) and a treatment by Z-YVAD-FMK (100 pM) partially
prevented the decrease in the pro-IL-1B expression after LPS+MSU treatment. As
expected, IL-1B (17 kDa) was not detected in cell lysates as already shown in a mice
macrophages model (33). This data suggests that MSU-treatment induces the release of IL-
1B (Fig. 14) by the maturation processing of pro-IL-1f in a caspase-1 mediated pathway in
LPS-primed human macrophages.

To determine if the cleavage of pro-IL-1p induced by MSU was mediated by the P2X7
receptor, human macrophages were incubated with 100 uM of A74. The treatment with
A74 prevented the decrease in pro-IL-1p cleavage induced by the co-treatment with LPS
and MSU (Fig. 54).

Involvement of purinergic receptors in IL-15 production

To confirm the role of P2X7R in IL-1P release, we pretreated MDM with A74 incubated
overnight with LPS or medium and then stimulated with MSU or medium. We observed
that the increase in IL-1f release induced by LPS and MSU treatment was significantly
decreased by the treatment with A74 (Fig. 5B). Thus, we demonstrate that P2X7R plays a
role in pro-IL-1p cleavage and IL-1p secretion in MDM treated by LPS+MSU.

P2X4 and P2X7 subunits are likely to physically interact and formed heterotrimers (24, 35-
36) and it has been also shown the implication of P2X4R on IL-1p release in macrophages
(24). Thus, we investigated the hypothesis that P2X4 receptors contributed to the
inflammatory response following LPS and MSU treatment. We incubated the macrophages
with ivermectine, a positive allosteric modulator of P2X4R. Here, the release of IL-1P3
induced by LPS and MSU was not significantly affected by ivermectine (Fig. 5C). These
results suggest that P2X4R would not be involved in the release of IL-1p from human

macrophages.
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To further investigate the involvement of purinergic receptors in IL-1p production, we
used small interfering RNA (siRNA) transfection directed against P2X4R, P2X7R and a
non-targeting control siRNA. Silencing of purinergic receptors was maximal between 48
and 72 hours (Supplemental Fig. S7). Thus, the electroporation at day 6 of culture was
compatible with our protocol of LPS priming at day 7 and 6 hours of MSU-treatment at
day 8 ie 54 hours after siRNA transfection. Electroporation of siRNAs directed against
P2X4 and P2X7 receptors led to the specific and significant knock-down of P2R mRNA in
macrophages at 54h (Fig. 64, 6B, 6C). Furthermore, the silencing affected only the
targeted purinergic receptor, since the expressions of the other receptors were not affected

by this specific siRNA (Fig. 64).

As presented in Figure 6D, M1 macrophages cytokines (IL-18, TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-23,
CCL4 and CCL2) were released after LPS and MSU co-treatment. Conversely, M2
macrophages cytokines are poorly produced. As expected, we show here that our human
GM-CSF-differentiated MDM model induces a secretion of classically activated M1
macrophages cytokines panel after LPS and MSU stimulation. M1 macrophage cytokines
release, particularly IL-10, were decreased from macrophages transfected by siP2X7R, but
not by siP2X4R compared to control (Fig. 6D). In contrast, M2 macrophage cytokines
were increased after siP2X7R transfection. The decrease in M1 macrophage cytokines
production after siP2X7R transfection supports the conclusion that P2X7 receptor is the
pro-inflammatory receptor involved in the MSU-mediated activation of human

macrophages.
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DISCUSSION

We presently reported that MSU-induced IL-1p production in LPS-primed MDM and
mainly involved activation of purinergic P2 receptors and NLRP3-inflammasome pathway

including caspase-1 activation and cathepsin B.

NLRP3-inflammasome pathway has been largely described to be involved in many
inflammatory diseases. Monosodium Urate (MSU) is a potent danger signal activating
NLRP3-inflammasome pathway through mechanisms involving ATP release and autocrine
purinergic signalling (21, 38). We presently reported that MSU crystals induce IL-1p, IL-
la and IL-6 mRNA expression and release in MDM. In contrast, we observed the increase
only in IL-B production from LPS-primed MDM after MSU treatment. This result
confirmed that human macrophages require two independent stimuli to activate NLRP3-
inflammasome: a first TLR-dependent stimulus which allows the transcription and
traduction of pro-IL-1B and a second stimulus, namely MSU, to activate the post-

translational caspase-1 dependent pro-IL-1f cleavage (12).

NLRP3 expression is highly inducible upon various stimuli (1). Then, we have investigated
if other inflammasome pathways (NLRP1, NLRP2, NLRP3, NLRC4, NLRP6 and AIM?2)
can be activated by MSU in LPS-primed MDM. We observed only the induction of
NLRP3 mRNA expression after MSU crystals treatment and this induction is further
enhanced in LPS-primed MDM. This is consistent with our previous study using BZATP, a
non-hydrolysable ATP agonist of purinergic receptors (28).

Many crystalline compounds have been shown to induce lysosomal destabilization and
rupture, following by the release of cathepsin B into the cytosol and activation of the
NLRP3-inflammasome (18, 39). Here, we showed that IL-1f release is dependent of both
caspase-1 and cathepsin B accordingly to the results of Riteau et al. (21) showing a
reduction of IL-1P release on cathepsin B, NLRP3 or caspase 1-deficient mice BMDM
treated by LPS + MSU. CA-074Me, elicited a reduction of the release of IL-1a and IL-6
induced by a combination of LPS + MSU in a dose-dependent manner showing that the
pro-inflammatory signal induced by MSU crystals is mediated by cathepsin B. However,

caspase-1 inhibition did not affect IL-1a and IL-6 release. Studies yet provide evidence to
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support the notion that IL-1a release is regulated by the NLRP3-inflammasome (40,41).
These results are consistent with a previous study showing that ATP analogs (BzATP or
ATPyS), two NLRP3-inflammasome activators, are able to potentiate the release of IL-1p,
but not IL-1a and IL-6, induced by low concentration of LPS (28). Thus, our study shows

that IL-1a secretion seems to be caspase-1 independent in a primary human macrophages.

Peripheral myeloid cells are known to express different subtypes of purinergic receptors in
mice (42,43) However purinergic receptor expressions are poorly studied in human. In this
study, we showed that MDM expresses some purinergic receptors: P2X1, P2X4, P2X5,
P2X7, P2Y2 and P2Y6 receptors but the expression of P2X1, P2X4 and P2X7 appears to
be more important. It has been largely reported that P2X7 receptors are involved in
inflammatory process (5,44), by promoting maturation and release of pro-inflammatory
cytokines such as IL-1B in monocytes and macrophages (33,45) or in lymphocytes (46).
The role of P2X7 receptor in ATP-dependant IL-1p secretion is well known (47). However
the mechanisms underlying the release of pro-inflammatory cytokines through the
activation of P2X7R and NLRP3-inflammasome remain unclear. In this study we clearly
showed the involvement of P2X7R in MSU-induced IL-1B production in macrophages
(differenciated THP1 and in MDM).

We further investigated the effects of selective competitive P2X7 receptor antagonist A-
740003 (A74) on the release of cytokines from macrophages. A74 decreased the release of
IL-1p and reduced the production of pro-IL-1f following co-treatment with LPS and MSU
in macrophages. These results are consistent with those previously reported after activation

with analogs of ATP on LPS-primed BMDM stimulated with MSU macrophages (21).

We also investigated the functional role of purinergic P2 receptors in the activation of
NLRP3-inflammasome pathway after MSU treatment in human macrophages. P2R
transcription was extinguished by specific siRNA, which elicited an effective extinction of
mRNA expression for P2X4R and P2X7R. Importantly, we found that the specific
extinction of purinergic receptor expression by siRNA did not affect other receptors and no
compensation was observed particularly between P2X4R and P2X7R, two ionotropic

receptors currently associated (24,35,48).
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Although the P2X7 receptor has been claimed to be the only purinergic receptor triggering
IL-1B secretion thus contributing to several inflammatory processes (23), P2X4R and

P2X7R are able to form hybrid structures (24, 35, 48).

Ivermectin has been described as a positive allosteric modulator on P2X4 channels and
increases apparent affinity for ATP (49). Seil et al. (24) show that ivermectine triggers the
release of IL-1P by macrophages. Here, we reported that in the presence of ivermectin the
co-treatment with MSU and LPS did not modify the release of IL-1P. They hypothesized
that this drug triggers a potassium efflux and generates the activation of caspase-1 and the
secretion of IL-1P. The combination of ATP and ivermectin also decreased the intracellular
concentration of potassium and promoted the secretion of IL-1 (24). However, we showed
that ivermectine and siRNA for P2X4R did not affect IL-1p production thus P2X4
receptors were not probably involved in IL-1f secretion by human macrophages stimulated

with MSU.

A dichotomy has been proposed for macrophage activation: classical or alternative, also
called M1 or M2 macrophages, respectively. The M1 stimuli, such as LPS or GM-CSF, are
grouped accordingly to induce prototypic inflammatory response whereas M2 stimuli
antagonize this response (37). Using protein microarray, we observed that our GM-CSF-
differentiated macrophages model release M1 macrophages cytokine after LPS + MSU

treatment.

We were further interested if other cytokines can be depended of the activation of P2X4R
and P2X7R .We observed that the blockage of P2X7R reduced the production of cytokines
type M1 macrophages such as IL-1p3, TNF-a, I[FN-y or IL-6 and induced the production of
M2 macrophages cytokines, suggesting that P2X7 receptor is a pro-inflammatory receptor

on human macrophages.

Our results showed the involvement of purinergic receptors and NLRP3-inflammasome
pathway in the secretion of IL-1f from MSU-stimulated human macrophages. The present
study confirms the relative difference between NLRP3-inflammasome activation by MSU
crystals or by exogenous ATP and suggests that blockade of the NLRP3-inflammasome or
purinergic P2X7 receptor represents a novel potential therapeutic approach to control the

inflammatory process in several associated pathologies.
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Human primers Sense Antisense
GAPDH ATGACATCAAGAAGGTGGTG CATACCAGGAAATGAGCTTG
NLRPI GGACTGACGATGACTTCTGG ATCACAAAGCAGAGACCCG
NLRP2 TCGGGTTGGTGTCTTGTTC CAACTTAGCACCCTCATCCAG
NLRP3 GTGTTTCGAATCCCACTGTG TCTGCTTCTCACGTACTTTCTG
NLRC4 CAGTCCCCTCACCATAGAAG TCAAGTTACCCAAGCTGTCAG
NLRP6 TCTTCATCCACTCTTTCAGGC CTCAGAAAGGTCTCGGCAG
AIM2 TGAAACCCCGAAGATCAACAC CCCAGTACTTCCATTTTCCCAG
IL-1B ATGCACCTGTACGATCACTGA ACAAAGGACATGGAGAACACC
IL-la CCTCCATTGATCATCTGTCTCTG GCTTGGATGTTTTAGAGGTTTCAG
IL-6 AAAGAGGCACTGGCAGAAAA TTTCACCAGGCAAGTCTCCT
P2XIR GGTGTTTGGGATTCGCTTTG TTAGGCAGGATGTGAAGCAG
P2X2R CATCCTGCTCTACTTCGTGTG GTGATCCCCTTGACCTTGG
P2X3R CTGGTATACGGGAATGCTGG TCTTGGCTTTGTACTGGTCG
P2X4R TGTGGCGGATTATGTGATACC GTGGTCGCATCTGGAATCTC
P2X5R TCTTGATAAAGCTGCCTCTGAG CTGCGTCTCGGTAATATCTGG
P2X6R TTTGGGATCGTGGTCTATGTG TTGATCTGAGTGACGGAAACC
P2X7R GAACAATATCGACTTCCCCGG TTATCGCCTGTTTCTCGGAAG
P2Y2 TCTACACCAACCTTTACTGCAG GTAAGACGCCCAGACACC
P2Y6 CTCCTACAGAAACTCACAGCC CCGGACACAATGGCAAATATG

Table 1. Human primers designed for this study.
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FIGURE 1. Effect of the combination of LPS and MSU crystals on the production of IL-
1B, IL-1a0 and IL-6 from macrophages. Macrophages were incubated overnight with
medium alone (control, white bars) or 0.1 pg/mL LPS alone (black bars) and then
stimulated with medium or 250, 500 or 1000 pg/mL MSU for 6h. Culture supernatants
were collected and the concentrations of IL-1f (4), IL-1a (B), and IL-6 (C) were measured
by ELISA. Results are expressed as mean = SEM of one representative of experiments in

triplicate (* p<0.05 , *** p<0.001 compared with the control treatment)
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FIGURE 2. Effect of the caspase-1 inhibitor (Z-YVAD-FMK) and the cathepsin-B
inhibitor (CA-074Me) on the the release of pro-inflammatory cytokines (IL-1f, IL-1a and
IL-6) from macrophages stimulated with LPS (0.1 pg/mL) and MSU (500 pg/mL).
Macrophages were incubated overnight with 0.1 pg/mL LPS and were pretreated with 10,
50 or 100 uM Z-YVAD-FMK (4,B,C) or 5, 10 or 20 uM CA-074Me (D,E,F) or medium
for 1h and then stimulated with 500 pg/mL MSU (black bars) for 6h. Culture supernatants
were collected and the concentrations of IL-1B (4,D), IL-1a (B,E), and IL-6 (C,F) were
measured by ELISA. Data are means + SEM of three independent experiments expressed
relative to LPS+MSU treatment which is arbitrary set at 100% (* p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001 compared with the positive control).
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FIGURE 3. Expression of pro-inflammatory cytokines (IL-1p, IL-la and IL-6) and
inflammasomes (NLRP1, NLRP2, NLRP3, NLRC4, NLRP6 and AIM-2). Macrophages
were incubated overnight with medium or 0.1 pg/mL LPS and then stimulated with 500
png/mL MSU or medium for 6h. Cell lysates were collected and IL-1B (4), IL-1a (B), IL-6
(C), NLRP3 (D) and inflammasomes (NLRP1, NLRP2, NLRP3, NLRC4, NLRP6 and
AIM-2) (E) mRNA expression was determined by RT-qPCR. The results are normalized
relative to GAPDH gene expression. Data represent the mean = SEM of 3 independent
experiments (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 compared with the control treatment).
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FIGURE 4. Expression of purinergic P2 receptors on human macrophages by RT-qPCR.
A, Macrophages were obtained after differentiation from monocytes by incubation with
rhGM-CSF (50 ng/mL) in medium. After 8 days, cell lysates were collected and the gene
expression of purinergic receptors (P2X1, P2X2, P2X3, P2X4, P2X5, P2X6, P2X7, P2Y2
and P2Y6) was determined by RT-qPCR. P2R gene expression is normalized to the gene
expression of GAPDH. Datas represented 6 differents donors and the means of each
relative expression. B, The treatment by MSU induces the expression of P2X7R mRNA on
human macrophages by RT-qPCR. Monocytes-derivated macrophages (MDM) were
stimulated with 500 pg/mL MSU (black bars) or medium (white bars, control) for 6h.

C, PMA-differenciated THP-1 cells were stimulated with medium or 250, 500 or 1000
ug/mL MSU for 6h. The cell lysates were collected and the expression of mRNA
purinergic receptors (P2X1, P2X4, P2X7, P2Y2 and P2Y6) was determined by RT-qPCR.
The expression of P2XR is normalized relative to GAPDH gene expression. Data represent
the mean + SEM of at least 3 independent experiments (*** p<0.001 compared with the
control treatment).
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FIGURE 5. The antagonist of P2X7R (A-740003) and the inhibitor of caspase-1 (Z-
YVAD-FMK) decrease the cleavage of pro-IL-1p after the treatment of LPS+MSU by
immunoblot analysis. 4, Macrophages are incubated overnight with LPS 0.1 pg/mL and
are pretreated with 100 uM A-740003 (A74) or 100 uM Z-YVAD-FMK or medium for 1h
and then stimulated with 250, 500 or 1000 pg/mL MSU or medium for 6h. Cell lysates
were collected and pro-IL-1B expression was assessed by immunoblotting. A positive
control (rhIL-1B) show the 17kDa IL-1p form. Blot shown is representative of three similar
experiments. B, Macrophages are incubated overnight with 0.1 pg/mL LPS or medium and
are pretreated with 100 uM A-740003 (A74) (black bars) or medium (white bars) for 1h
and then stimulated with 500 ug/mL MSU or medium for 6h. Culture supernatants were
collected and IL-1P release was measured by ELISA. C, Macrophages are incubated
overnight with 0.1 pg/mL LPS and are pretreated with medium or 1, 3, 10 or 30uM
ivermectine, a positive allosteric modulator of P2X4R for 1h and then stimulated with 500
ug/mL MSU (black bars) for 6h. Data are means = SEM from three independent
experiments expressed relative to LPS+MSU treatment set to 100% (*** p<0.001
compared with the positive control).
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FIGURE 6. Small interfering RNA (siRNA) electroporation extinct purinergic receptors
mRNA expression at 54h. Macrophages are transfected at day 6 by small interference RNA
(siRNA) targetting P2X4R, P2X7R or by a non targeting siRNA (control) by
electroporation and cultured on medium. Cell lysates are collected 54h after
electroporation and the expressions of P2X1R (4), P2X4R (B) and P2X7R (C) mRNA are
measured by RT-qPCR. Data represent the mean + SEM of 3 independent experiments.
Results are normalized relative to the gene expression of GAPDH (* p<0.05, *** p<0.001
compared with the control). D, At day 7, macrophages (control, siP2X4R and siP2X7R)
are incubated overnight with 0.1 pg/mL LPS and then stimulated with 500 pg/mL MSU
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Systems). Data represent the relative expression of one experiment in triplicate.
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FIGURE S1. Small interfering RNA (siRNA) electroporation extinct efficacely purinergic
receptors mRNA expression at 24h, 48h and 72h. At day 6, macrophages are cultured
without electroporation (WE), electroporated without small interference RNA (siRNA)
(WE) or transfected by siRNA targetting P2X4R, P2X7R or by a non targeting siRNA
(siNT) by electroporation and cultured on medium. The cell lysates are collected 24, 48 or
72h after electroporation and the expressions of P2X1R, P2X4R and P2X7R mRNA are
measured by RT-qPCR.
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2. Résumé des principaux résultats

Nous avons montré que des cristaux de MSU peuvent induire la libération d’IL-1f de
manicre dose-dépendante par les macrophages prétraités pendant 18h par du LPS. De plus,
un inhibiteur de caspase-1 (Z-YVAD-FMK) et un inhibiteur de la cathepsine B (CA-
074Me) sont capables de diminuer de facon dose-dépendante le relargage d’IL-1p apres un
traitement par LPS + MSU. Par contre, la sécrétion d’IL-la et d’IL-6 n’est
significativement diminuée qu’en présence de CA-074Me, pas avec Z-YVAD-FMK.
L’expression des ARNm des cytokines pro-inflammatoires IL-1f, IL-la, IL-6 est
significativement induite apres traitement par le MSU. Par technique de RT-qPCR nous
montrons également que NLRP3 est le seul inflammasome induit par le MSU, et le

récepteur P2X7 est le seul récepteur P2 induit.

Afin de mettre en évidence le role des récepteurs purinergiques dans ’activation de
I’inflammasome NLRP3, nous utilisons un modulateur allostérique de P2X4R comme
I’ivermectine, un antagoniste de P2X7R (A74) ou des ARN interférants (siRNA) ciblant
les récepteurs purinergiques. Ainsi 1’ivermectine n’induit pas la libération d’IL-1p alors
que ’A74 diminue significativement sa concentration dans le milieu extracellulaire. Par
une technique de transfection de siRNA par électroporation, nous inhibons efficacement
I’expression des récepteurs purinergiques dans les macrophages. Cette extinction génique
est maximale entre 48 et 72 heures. Ainsi nous montrons que les macrophages ¢électroporés
par siP2X7R liberent moins d’IL-1p que les autres. Nous montrons également, que les
cytokines de type M1, comme I'IL-6 ou le TNF-0, sont moins sécrétées par les

macrophages transfectés par un siP2X7R.
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3. Résultats complémentaires

Nous avons montré que les cristaux de MSU pouvaient activer la caspase-1 dans les
macrophages et ainsi cliver la pro-IL-1p en IL-1 suite & une pré-activation par du LPS.
Par ailleurs, I’IL-33, une cytokine pro-inflammatoire de la famille de I'IL-1, peut étre
clivée par la caspase-1 (Schmitz et al. 2005), ainsi nous souhaitions évaluer la libération
d’IL-33 en réponse au traitement LPS+MSU. Cependant, nous n’avons pas observé de

libération d’IL-33 dans le surnageant de culture (Fig. 18).
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Figure 18 : Mesure de la production d’IL-33 par des macrophages pré-activés par
du LPS (0,1 pg/mL) + MSU par technique ELISA

Liu-Bryan ef al. (2005) montrent une implication des TLR2 et TLR4 dans la réponse
inflammatoire induite par les cristaux de MSU. Ainsi, nous avons voulu voir si le MSU
¢tait capable dans notre modéle d’induire les TLRs mais aucun TLR ne semble étre

significativement induit par le MSU (500 pg/mL) (Fig. 18).
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Figure 19 : Expression des TLRs des macrophages humains par RT-qPCR avec ou sans
traitement par le MSU (500png/mL)

Afin de mettre en évidence I’implication des récepteurs purinergiques dans la
libération d’IL-1B en réponse au traitement LPS+MSU, nous avons transfecté les
macrophages par des siRNA ciblant les récepteurs P2X7, P2X1, P2X4, P2X7, P2Y2 et un
controle (siNT). Dés 24h apres la transfection, les cibles des siRNA sont sous-exprimées
par rapport au controle (Figs. 6 et S1). Les macrophages pourrons ensuite étre pré-activés

par du LPS, puis traités a J8 par du MSU.

Ainsi nous observons apres traitement par LPS+MSU que la libération d’IL-1p est

plus faible dans les macrophages transfectés par un siP2X7 ou siP2Y?2 (Fig. 20)
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Figure 20 : Mesure de la production d’IL-1p par technique ELISA dans le surnageant de
macrophages transfectés par des siRNA ciblant les récepteurs purinergiques en réponse au
traitement par LPS (0,1 pg/mL) + MSU (500 pg/mL)

De méme, la sécrétion d’IL-1a en réponse au traitement LPS+MSU est diminuée en
présence d’un siRNA ciblant le récepteur P2X7 (Fig. 21) mais également les cytokines

CCL4, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, IL-1p, IL-17E, IL-32-a, TNF-a et IL-6 (Figs. 22 et 23).
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Figure 21 : Mesure de la production d’IL-1a par technique ELISA dans le surnageant de

macrophages transfectés par des siRNA ciblant les récepteurs purinergiques en réponse au
traitement par LPS (0,1 pg/mL) + MSU (500 pg/mL)
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Figure 22 : Mesure de 1’expression de chimiokines dans le surnageant de macrophages
réponse au traitement par LPS (0,1 pg/mL) + MSU (500 pg/mL) sur une membrane
Proteome Profiler (Human Cytokine Array Panel A)
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Figure 23 : Mesure de I’expression des interleukines dans le surnageant de macrophages en
réponse au traitement par LPS (0,1 pg/mL) + MSU (500 pg/mL) sur une membrane
Proteome Profiler (Human Cytokine Array Panel A)
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Nous montrons ¢galement une diminution de libération des cytokines IL-1p, G-CSF,

IL-1Ra, IL-6, IL-17E, IL-23 et IL-32a dans les macrophages transfectés par un siRNA
ciblant P2Y?2 (Figs. 20, 22 et 24).

En présence d’un antagoniste du récepteur P2X7 (A74), la sécrétion d’IL-6 en réponse

au traitement LPS+MSU est également significativement réduite a la concentration de

100uM et de 200uM (Fig. 24).
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Figure 24 : Mesure de la production d’IL-6 par technique ELISA dans le surnageant de
macrophages prétraités ou non par un antagoniste de P2X7R, 1’A74, apres traitement par
LPS (0,1 pug/mL) + MSU (500 ug/mL)
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4. Conclusion

Nos résultats montrent ainsi ’implication des récepteurs purinergiques dans

I’activation de I’inflammasome NLRP3 en réponse aux cristaux de MSU.

En effet, dans un premier temps, nous mettons en évidence le role de la cathepsine B
et de la caspase-1 dans la libération d’IL-1 dans les macrophages aprés traitement par
LPS+MSU. Nous montrons ensuite a 1’aide d’antagonistes et de siRNA que le récepteur
P2X7 est indispensable a la libération d’IL-1p, a I’'inverse P2X4R ne semble pas impliqué
dans notre modele. Cependant, nos résultats préliminaires laissent entrevoir une

implication du récepteur métabotrope P2Y?2 dans la libération d’IL-1.

De plus, les récepteurs purinergiques semblent également impliqués dans la sécrétion

d’autres cytokines pro-inflammatoires de type M1 en réponse au traitement LPS+MSU.

Ainsi, ces résultats suggerent que les récepteurs purinergiques représentent une cible

thérapeutique intéressante dans le traitement des pathologies inflammatoires.
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IV) DISCUSSION



Les macrophages jouent un role trés important dans I’immunité en tant que CPA mais
¢galement dans la défense contre les PAMPs et les DAMPs (Locati et al. 2013). Ainsi dans
notre ¢tude nous avons développé un modéle de macrophages humains en culture primaire
exprimant les récepteurs purinergiques et 1’inflammasome NLRP3 permettant ainsi une
libération de cytokines pro-inflammatoires en réponse aux analogues de I’ATP (Chapitre

1) ou aux cristaux de MSU (Chapitre 2).

A) Mod¢le de macrophages en culture primaire

Nous avons mis en place un modele de macrophages dérivés de monocytes a partir de
sang périphérique de donneurs que nous avons différenci¢ pendant 7 jours avec du GM-
CSF (Daigneault et al. 2010). Ce modéele cellulaire est intéressant car il exprime
I’inflammasome NLRP3 et permet le clivage de la pro-IL-1p en IL-1B mature ainsi que la

sécrétion d’autres cytokines pro-inflammatoires comme I’IL-1a et I’IL-6.

D’autres modeles expérimentaux auraient pu étre utilisés comme par exemple des
lignées cellulaires ou des macrophages provenant de prélevements biologiques, mais ce
modele cellulaire nous paraissait relativement approprié et présentait I’intérét d’avoir un

acces facile a une importante quantité de matériel biologique d’origine humaine.

Bien que ce modele soit couteux et qu’il nécessite du temps pour trier les monocytes a
partir du sang périphérique, son avantage principal est qu’il représente un modele humain
avec une expression propre a chaque individu. Ainsi, en multipliant les expériences a partir
de différents prélévements nous pensons obtenir des résultats plus proches de ce qui peut

se passer dans des conditions physiopathologiques chez ’homme.

Afin de vérifier certaines de nos hypothéses de travail, nous avons pu confirmer
plusieurs de nos résultats sur la lignée monocytaire THP-1 différenciée en macrophages

par du Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA).
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Les récepteurs purinergiques ont un role important dans la réponse inflammatoire (Di
Virgilio, 2007). Nous observons que plusieurs récepteurs purinergiques sont exprimés dans
les macrophages. Les récepteurs P2X1, P2X4 et P2X7 étant les plus exprimés (Chapitre 2 :
Fig. 4A).

Nous avons voulu observer I’expression de ces récepteurs purinergiques dans d’autres
tissus. Ainsi, nous avons mesuré¢ par qPCR I’expression relative des récepteurs P2X1,
P2X4 et P2X7 a la surface des monocytes du sang périphérique, des macrophages
différenciés par du GM-CSF et différents tissus humains : thymus, cerveau, testicule, rate,
pancréas, glandes mammaires, foie et rein (Chapitre 2 : Fig. S2). Nous observons une
expression hétérogene des récepteurs purinergiques dans ces différents tissus. Les tissus
n’expriment pas forcément tous autant les mémes récepteurs. Ainsi, P2X1R et P2X4R sont
surtout exprimés dans les monocytes, les macrophages, la rate et le pancréas. Bien que
P2X7R ait été identifi¢ dans de nombreux types cellulaires, sa distribution dans les tissus
entiers est aujourd’hui peu connue (Bartlett ez al. 2014). Nous observons ici que le cerveau

et la rate sont les tissus exprimant le plus P2X7R chez ’homme

Notre modele expérimental met en évidence une expression de TLR1, TLR2, TLR4,
TLRS, TLR6, TLR7 et TLR8 et une absence d’expression de TLR3, TLR9 et TLRI10
(Chapitre 1 : Fig. A2). Ces résultats concordent avec ceux observés a 'UPRES EA220
dans un modele de macrophages pulmonaires humains (Abrial, 2014, These de 1'université
Versailles-Saint Quentin). Ceci montre que notre modele expérimental est valable pour
¢tudier I’'immunité innée, puisque I’expression des récepteurs TLRs est proche d’un

modele physiologique comme les macrophages pulmonaires.

Nous avons également souhaité mettre en évidence I’expression relative des différents
NLRs pouvant former des inflammasomes dans les macrophages. Nous observons que
NLRP2, NLRP3 et NLRC4 sont les plus exprimées (Chapitre 1 : Fig. Al). Nous montrons
aussi par immunocytochimie que les protéines P2X7R et NLRP3 sont exprimées dans les

macrophages (Chapitre 1 : Fig. 2).
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Ce modele nous a également permis d’utiliser la technique de transfection de siRNA
par ¢électroporation au bout de 6 jours de culture. En effet, nous disposions d’une quantité
suffisante de cellules pour pouvoir réaliser des électroporations sur des macrophages

différenciés.

Notre technique s’aveére efficace puisque I’expression des récepteurs est
significativement diminuée par les siRNA des 24h et jusqu’a 72h apres la transsection. Ce
principe de transfection par électroporation s’est révélé spécifique puisqu’une transfection
d’un siRNA ciblant un récepteur purinergique n’affecte pas les autres P2Rs (Chapitre 2 :

Figs. 6 et S1).

Afin d’avoir une extinction efficace pour les différents siRNA et conserver notre
protocole expérimental, nous avons réalisé la transfection a J6, traité les macrophages par
le LPS a4 J7 et par le MSU a J8. Ainsi les surnageants et lysats cellulaires ont été prélevés a
J8 comme précédemment et ceci 54h apres la transfection, ce qui donne une extinction

maximale des récepteurs purinergiques (Chapitre 2 : Fig. 6).

Nous souhaitions au cours de cette étude nous focaliser sur un type cellulaire
possédant un phénotype proche de macrophages périphériques de type M1. Ainsi, nous
avons utilisé une puce a protéine (Protein Array, Cytokine A, R&D) pour mettre en
¢évidence quelles étaient les cytokines sécrétées par ces cellules différenciées par du GM-
CSF puis traitées par LPS+MSU. Nous avons pu voir que les cytokines sécrétées étaient
principalement de type M1 et trés peu de cytokines étaient du type M2 (Chapitre 2 : Figs.
22 et 23). L’activation classique des macrophages M1 est caractérisée par une production
de cytokines de type Thl comme le TNF-a, I’IL-6 et I'IL-1p, et a une faible production de
cytokines anti-inflammatoires comme I’'IL-10. Les macrophages de type M2b sont
¢galement capables de produire ces cytokines pro-inflammatoires, mais elles produisent
conjointement de I'[L-10 (Mantovani et al. 2004 ; Martinez et al. 2008). Ainsi, nous
pouvons penser que notre modele cellulaire correspond bien a des macrophages ayant une

polarisation de type M1.
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Bien que faisant partie de la famille de I’IL-1 et pouvant étre clivée par la caspase-1
(Schmitz et al. 2005), I’'IL-33 n’est pas sécrétée par notre modele de macrophages en
réponse au traitement LPS+MSU (Chapitre 2 : Fig. 18). En effet cette cytokine est plutot
impliquée dans la polarisation de type M2 (Hazlett ef al. 2010 ; Kurowska-Stolarska et al.
2009).

Ceci montre bien que notre modele cellulaire, bien qu’issu du sang périphérique,
représente un bon modele de macrophages tissulaires dans des conditions inflammatoires.
Ce modele peut ainsi servir a tester des molécules a visée anti-inflammatoire, comme

peuvent I’étre les antagonistes de P2X7R.
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B) Activation de I’inflammasome NLRP3

I1 a été montré que les macrophages avaient besoin de deux signaux indépendants pour
libérer ’IL-1B : un premier signal dépendant des TLRs qui permet la transcription et la
traduction de la pro-IL-1 et un deuxiéme pour activer la caspase-1 permettant de cliver la

pro-IL-1B (Kanneganti et al. 2007).

Ainsi, nous mettons en €vidence ce mécanisme en réalisant tout d’abord une pré-
activation des macrophages par du LPS ultrapur, spécifique du TLR4, a faible
concentration (0,1 pg/mL) pendant 18h puis une activation de 1’inflammasome NLRP3 par

du MSU ou des analogues de I’ATP pour permettre la libération d’IL-1.

L’expression de NLRP3 peut étre induite par de nombreux stimuli (Bauernfeind et al.
2009) ainsi nous observons une induction de I’ARNm de NLRP3 par le LPS, le BZATP
(Chapitre 1: Fig. 2) ou par le MSU (Chapitre 2: Fig. 3). Cependant les autres
inflammasomes (NLRP1, NLRP2, NLRC4, NLRP6 et AIM2) ne sont induits ni par le
BzATP, ni par le MSU.

Il a été montré que les signaux activateurs de I’inflammasome NLRP3 peuvent étre
des DAMPs comme I’ATP (Mariathasan et al. 2006) ou le MSU (Martinon et al. 2006).
Nous observons ici que ces signaux peuvent non seulement activer mais également induire

I’expression de la protéine NLRP3.
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Pour étre active et sécrétée la pro-IL-1f doit étre clivée en IL-1P par la caspase-1 de
I’inflammasome NLRP3. Nous observons que la libération extracellulaire d’IL-1f3 peut se
faire suite a une stimulation par les analogues de I’ATP (Chapitre 1 : Fig. 5) et de manicre
dose-dépendante en réponse au MSU (Chapitre 2 : Fig. 1A) aprés une pré-activation par du
LPS. Nous montrons également par western blotting que le clivage de la pro-IL-1B
intracellulaire se fait de mani¢re dose-dépendante en réponse au MSU (Chapitre 2 : Fig.
3A). Une fois clivée, I’IL-1B ne reste pas au niveau intracellulaire puisqu’aucune bande
correspondant a 31 kDa n’est observée dans le lysat cellulaire. Ce résultat supporte 1’idée
que PIL-1B, cytokine pro-inflammatoire trés puissante, ne reste pas au niveau

intracellulaire car elle est toxique pour la cellule (Yazdi et al. 2010).

Les cytokines pro-inflammatoires sont connues pour étre induites par des signaux pro-
inflammatoires comme les signaux de danger (Bauernfeind ef al. 2009). Nous observons
que les genes d’IL-1a, IL-6 et IL-1P sont significativement induits par le LPS, le BZATP et
le MSU, excepté pour ’'IL-1a par le BZATP. Ainsi, I’induction de I’expression des genes
pro-inflammatoires se fait dés I’étape de pré-activation par du LPS puis par les activateurs
de ’inflammasome NLRP3. Notre mode¢le expérimental permet d’étudier des macrophages
lors d’un processus inflammatoire comme le sont des macrophages tissulaires dans un

environnement inflammatoire.
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Nous avons observé qu’un inhibiteur irréversible de caspase-1, Z-YVAD-FMK,
diminuait le clivage de la pro-IL-1f par la caspase-1 apres le traitement par LPS+MSU
(Chapitre 2 : Fig. 2A et 5). Ce résultat concorde avec ce qui a €té observé par d’autres
auteurs : peu importe le signal activateur de I’inflammasome NLRP3 ou le modé¢le
cellulaire, I’inhibition de la caspase-1 bloque toujours la libération d’IL-1f3 (Riteau et al.

2012 ; Yadzi et al. 2010 ; Niemi et al. 2011).

La pro-IL-la n’est pas un substrat de la caspase-1, cependant certains auteurs
suggerent une implication de I’inflammasome NLRP3 et notamment de la caspase-1 dans
la sécrétion d’IL-1a (Keller et al. 2008 ; Nickel et Rabouille, 2009 ; Gross et al. 2012 ;
Fettelschoss et al. 2011).

Feldmeyer et al. (2007) montrent que I’activation de la caspase-1 par des les UV est
liée a la sécrétion d’IL-la dans un modele humain de kératinocytes. De méme, un
traitement par un inhibiteur de caspase-1 diminue la libération d’IL-1a (Keller ef al. 2008).
Il a également ét¢ montré sur des modeles murins caspase-1 -/- qu’un traitement LPS +
MSU sur les macrophages des souris KO induisait une libération plus faible d’IL-18
(Riteau et al. 2012) mais aussi plus faible d’IL-1a (Sutterwala et al. 2006). Yazdi et al.
(2010) montrent aussi une dépendance partielle de la sécrétion d’IL-1a par la caspase-1
apres stimulation par des cristaux de MSU sur un modele de kératinocytes et sur des

macrophages d’origine murine.

Pourtant dans notre mod¢le de macrophages humains traités par LPS+MSU, nous ne
mettons pas en évidence cette implication de la caspase-1. Méme a une concentration de
100 uM de Z-YVAD-FMK, la sécrétion d’IL-la n’est pas significativement inhibée
(Chapitre 2 : Fig. 2B).
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Des ¢études complémentaires semblent indispensables pour conclure a une absence de
dépendance entre IL-la et caspase-1 étant donné la contradiction avec la littérature
actuelle. Mais a notre connaissance, ce lien n’a pas été¢ mis en évidence sur des mod¢les de

macrophages humains mais sur des mod¢les murins ou de kératinocytes humains.

McGeough et al. (2012) montrent sur un modele murin que I’IL-1p et I’IL-6 ne jouent
pas le méme role dans la physiopathologie des maladies impliquant 1’inflammasome
NLRP3, I’IL-6 étant simplement un marqueur de I’inflammation sans role initial avec la
pathologie. Ainsi nous pouvons penser qu’il en est de méme chez I’homme et que la

sécrétion d’IL-6 ne dépend pas de I’activation de I’inflammasome NLRP3.

Nous montrons a I’aide d’un inhibiteur de caspase-1 que la sécrétion d’IL-6 n’est pas
significativement diminuée apreés un traitement LPS+MSU (Chapitre 2 : Fig. 2). Nous
pensons que D’inhibition de I’'inflammasome NLRP3 affecte uniquement les cytokines
clivées par la caspase-1 comme I’IL-1f. Ce qui montre bien la spécificité de la libération

de cette cytokine.
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C) Implication de la cathepsine-B

La cathepsine B est une cystéine protéase impliquée dans les maladies inflammatoires,
comme la pancréatite ou la polyarthrite rhumatoide ou plusieurs protéases de la famille de
la cathepsine ont été retrouvées dans les articulations des malades (Mort et al. 1984 ;
Lemaire et al. 1997). La fonction principale de la cathepsine B est la dégradation des
protéines entrées dans le systeme lysosomial depuis I’extérieur de la cellule, par
phagocytose ou endocytose, ou provenant des autres compartiments de la cellule (Schotte
et al. 2001). Lors de la rupture du lysosome, la cathepsine B contribue a ’activation de
I’inflammasome NLRP3 en réponse aux particules (Hornung et al. 2008 ; Niemi et al.

2011 ; Riteau et al. 2012).

Ainsi, il a été montré qu’en présence de CA-074Me, un puissant inhibiteur de la
cathepsine B, la sécrétion d’IL-1 en réponse a I’amiante, la silice, le sérum amyloide A ou
le MSU était diminuée (Hornung et al. 2008 ; Niemi et al. 2011 ; Riteau et al. 2012). De
plus, Riteau et al. (2012) ont montré une diminution de la libération d’IL-1B aprés un
traitement par LPS+MSU sur des BMDMs (Bone marrow-derived macrophages) de souris
cathepsine B -/-. Ils ont également observé que I’inhibition de la cathepsine B diminuait la
libération d’ATP. Nos résultats confirment ici I’implication de la cathepsine B dans
I’activation de l’inflammasome NLRP3 sur un modele humain trait¢ par LPS+MSU

(Chapitre 2 : Fig. 2).

Le mécanisme d’action de I’activation de 1’inflammasome NLRP3 par les substances
particulaires est encore aujourd’hui mal connu. D’aprés Yazdi ef al. (2010), il n’y aurait
pas besoin de phagocytose des particules pour activer I’inflammasome NLRP3. Ceci
expliquerait pourquoi des cellules non phagocytaires comme les kératinocytes peuvent

¢galement activer I’inflammasome NLRP3 (Feldmeyer et al. 2007).
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Ainsi la diminution de I’activation de I’inflammasome NLRP3 en présence de CA-
074Me serait du a une inhibition de la rupture lysosomiale et non pas a une inhibition de la
phagocytose. En effet, une rupture lysosomiale artificielle est suffisante pour activer
I’inflammasome NLRP3 (Hornung et al. 2008). Il a également été montré que la rupture du

lysosome permet I’activation de I’inflammasome NLRP1 (Newman ef al. 2009).

Les DAMPs tels que ’ATP (5 mM) ou le MSU (250 pg/mL) ont été¢ mis en évidence
comme inducteurs du relargage de la cathepsine B de macrophages de souris (Savage et al.
2001). De plus, il a ét¢ montré que la libération d’IL-1a et IL-1B était diminuée en
présence d’un inhibiteur de cathepsine B dans un modéle de macrophages de souris traitées
par du LPS (Schotte ef al. 2001). Nous montrons ici que 1’inhibition de la cathepsine B, de
manicre dose-dépendante, va diminuer la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires IL-1a
et IL-6 (Chapitre 2 : Fig. 2). Ceci laisse penser que le relargage de la cathepsine B pourrait

étre un mécanisme pro-inflammatoire commun en réponse aux PAMPs ou aux DAMPs.
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D) Implication des récepteurs purinergiques

1) Expression des récepteurs purinergiques apres traitement

Nous montrons que les récepteurs purinergiques principalement exprimés dans notre
modele de macrophages humains sont P2X1, P2X4, P2X7, P2Y2 et P2Y6 (Chapitre 2 :
Fig. 4). Ainsi notre étude va s’intéresser plus particulierement a ces récepteurs suspectés de

jouer un role dans 1’activation de I’inflammasome NLRP3.

Nous montrons ici pour la premiere fois que I’expression du récepteur P2X7 peut étre
induite spécifiquement par le MSU. En effet, le traitement par le MSU augmente
I’expression de ’ARNm de P2X7R dans deux modeles cellulaires différents : notre mode¢le
de macrophages différenciés par du GM-CSF ou de mani¢re dose-dépendante dans un
modele de THP-1 différencié par du PMA (Chapitre 2 : Fig. 4). A I'inverse, Baron ef al.
(2014) montrent qu’en réponse aux nanoparticules I’expression de P2X7R de BMDM est
diminuée. Bien qu’une induction de ’expression des ARN messagers ne signifie pas
forcément une implication dans 1’activité biologique, nous pensons que le récepteur P2X7

joue un role dans la réponse inflammatoire au MSU.

Les autres récepteurs purinergiques ne montrent pas de modification d’expression par
le MSU dans les macrophages humains (Chapitre 2 : Fig. 4). Pourtant, il a ét¢é montré sur
des BMDMs qu’en réponse aux nanoparticules, Nano-SiO2 ou Nano-Ti02, I’expression de
P2Y2 était induite et celle de P2Y6 était diminuée (Baron et al. 2014). A I’inverse Uratsuji
et al. (2012) montrent une induction de P2Y6, et pas des autres P2YRs, en réponse au
MSU dans un modéle de THP-1 différenciés et de kératinocytes humains, ainsi que

I’implication de ce récepteur dans la libération d’IL-1.
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Nous pouvons noter que selon le modele cellulaire, le stimulus activateur ou les
auteurs, les résultats sur I’expression des récepteurs purinergiques sont variables. Des
¢tudes plus poussées se focalisant sur 1’expression protéique de ces récepteurs et leurs
réponses aux activateurs de I’inflammasome NLRP3 permettraient de mieux comprendre le

lien entre inflammation et signalisation purinergique chez I’homme.

2) Implication du récepteur P2X7 dans la sécrétion de cytokines

pro-inflammatoires

Le récepteur P2X7 a été mis en évidence depuis quelques années comme impliqué dans
la libération d’IL-1p (Solle et al. 2001), mais le role exact de ce récepteur dans la sécrétion

de cytokines pro-inflammatoires chez I’homme est encore mal connu.

Nous observons que les antagonistes de P2X7R sont capables de diminuer
significativement la libération d’IL-1p par des macrophages pré-activés en réponse au
BzATP, a ’ATPyS ou au MSU. L’antagoniste sélectif de P2X7R, A74 inhibe également le
clivage de la pro-IL-1f induit par le traitement LPS+MSU (Chapitre 2 : Fig. 5). De plus,
un siRNA ciblant spécifiquement le récepteur purinergique P2X7 diminue aussi la
libération d’IL-1B (Chapitre 2 : Figs. 20 et 22). Ces résultats renforcent ainsi le lien entre
P2X7R et I’activation de I’'inflammasome NLRP3 mis en évidence dans plusieurs mod¢les
(Niemi et al. 2011 ; Eleftheriadis et al. 2013; Baron et al. 2014). Pourtant Riteau et al.
(2012) montrent qu’il n’y a pas de réduction significative de la libération d’IL-18 en
réponse au MSU sur des BMDMs de souris P2X7R -/-, alors qu’un traitement par des
antagonistes de P2X7R diminue la libération d’IL-1p par les BMDMs.

Ainsi, les résultats doivent étre interprétés avec une certaine prudence, mais nous
montrons ici a I’aide d’un antagoniste sélectif et d’un siRNA que P2X7R est impliqué dans
la libération d’IL-1P en réponse au MSU dans un modele de macrophages humains en

culture primaire.
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En revanche I’implication des récepteurs purinergiques dans la sécrétion des cytokines

pro-inflammatoires conventionnelles semble moins évidente.

Dans le premier chapitre, nous montrons que les antagonistes de P2X7R ne diminuent
pas significativement la sécrétion d’IL-la et d’IL-6 aprés traitement par le BZATP ou
I’ATPyS sur des macrophages pré-activés avec du LPS. A I’inverse, dans le deuxiéme
chapitre, nous observons une diminution de leurs sécrétions lors du blocage de P2X7R par
un antagoniste. En effet, apreés traitement par 1’A74, la sécrétion d’IL-6 par les
macrophages traités par LPS+MSU est significativement plus faible (Chapitre 2 : Fig. 24).
De méme la sécrétion d’IL-6, de TNF-a, de I'I[FN-y (Chapitre 2 : Fig. 6D) ou d’IL-1a
(Chapitre 2 : Fig. 21) apres traitement par LPS+MSU est plus faible lors de la transfection
par un siP2X7R. Ceci met en évidence une différence d’implication du récepteur P2X7

dans la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires selon les stimuli pro-inflammatoires.

L’implication de P2X7R dans la sécrétion d’IL-1a est encore mal connue mais il a été
montré que la libération d’IL-1a via le récepteur P2X7 suivait la méme cinétique que celle
de I'IL-1B (Ferrari et al. 2006). Nous observons qu’un siRNA ciblant spécifiquement
P2X7R diminue la sécrétion d’IL-1a (Chapitre 2 : Fig. 21). Ainsi nous montrons a 1’aide
de notre modele de macrophages humains, que la sécrétion d’IL-1a implique le récepteur
P2X7 apres stimulation par LPS+MSU. De plus, nous observons qu’excepté le clivage de
leur précurseur, la transcription et la libération d’IL-1a et d’IL-1p se fait selon une méme

cinétique.

Bien qu’il ait été montré que la sécrétion d’IL-6 était dépendante du récepteur P2X7
dans des fibroblastes humains (Solini ef al. 1999), rien n’indique que la sécrétion de cette
cytokine par des macrophages humains implique P2X7R. Comme pour I’'IL-1a, nous
observons que I’expression et la sécrétion d’IL-6 sont induites par le LPS et le MSU, mais
pas par I’ATPyS ou le BZATP (Chapitre 1 : Figs. 1 et 6). L’antagoniste A74 n’inhibe pas la
sécrétion d’IL-6 induite par les agonistes de I’ATP mais inhibe celle induite par le MSU
(Chapitre 2 : Fig. 24). De plus, un siRNA dirigé contre P2X7R va diminuer la sécrétion
d’IL-6 en réponse au LPS+MSU (Chapitre 2 : Fig. 6).
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Ainsi, a I’heure actuelle, il nous parait difficile de décrire précisément le mécanisme de
sécrétion de ces cytokines pro-inflammatoires. Nous pensons que 1’implication de P2X7
dans la libération des cytokines pro-inflammatoires dépend du stimulus activateur. Les
messagers pro-inflammatoires induits par du LPS, de I’ATP extracellulaire ou des
particules cristallines ne semblent pas impliquer de la méme facon les récepteurs

purinergiques.

Nous pensons que les analogues de I’ATP ciblent le récepteur P2X7 a la surface du
macrophage entrainant ainsi 1’activation de I’inflammasome NLRP3 qui va cliver la pro-

IL-1B indépendamment des autres cytokines pro-inflammatoires.

Le MSU produit un signal pro-inflammatoire fort qui va entrainer une sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires par le macrophage ainsi qu’une libération endogene d’ATP
(Gombault ef al. 2013). Ainsi les cytokines vont étre libérées en réponse a la fixation de
I’ATP endogene sur P2X7R mais ¢galement suite a 1’activation d’autres récepteurs
purinergiques ou méme d’autres cascades de signalisation, comme par exemple par

fixation de I’IL-1p sur son récepteur.

Il serait intéressant de voir si dans notre modéle cellulaire, nous observons bien une
libération d’ATP extracellulaire suite a une stimulation par du MSU. De plus, a ’aide d’un
siP2X7R nous pourrions voir si I’extinction de son expression influence la libération

d’ATP endogene et donc la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires.

Méme si ’utilisation de souris KO, de siRNA, ou d’antagonistes sur des modéles
cellulaires donnent de précieuses informations, I’implication exacte d’un récepteur en
condition physiopathologique reste difficile a mettre en évidence. Ainsi, des études
complémentaires semblent nécessaires pour mieux comprendre ce mécanisme chez

I’homme.
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3) Implication des autres récepteurs purinergiques dans la

libération d’IL-1f

Bien qu’il soit trés exprimé dans notre modele de macrophages, aucune publication ne
fait état d’une ¢éventuelle implication du récepteur P2X1 dans [1’activation de
I’inflammasome NLRP3. Par ailleurs, nous n’observons pas de diminution de libération
d’IL-1B dans les macrophages transfectés par un siRNA ciblant P2XI1R traités par
LPS+MSU (Chapitre 2 : Fig. 20). Ce résultat confirme que P2XIR, bien qu’il puisse
s’associer a d’autres P2X pour former des hétérotrimeres (Guo et al. 2007) ne semble pas

jouer de role dans la libération d’IL-1.

Uratsuji et al. (2012) ont observé une induction de I’expression du récepteur P2Y6 en
réponse au MSU dans un modele de THP-1 différenciés. Cependant, sur ce méme modele
nous n’observons pas cette induction, pas plus que dans les macrophages humains

(Chapitre 2 : Fig. 4).

De plus, il a été mis en évidence une implication de P2Y6R dans la libération d’IL-1f3
dans des modeles de THP-1 différenciés et de kératinocytes humains (Uratsuji ef al. 2012).
En revanche, Baron et al. (2014) n’observent pas de diminution significative de libération
d’IL-1P avec un antagoniste de P2Y6, le MRS 2578, sur un modé¢le de BMDM traités par

des nanoparticules.

Ainsi, face a ces divergences, I'implication de P2Y6 dans [’activation de
I’inflammasome NLRP3 dans les macrophages humains reste encore mal connue et des
expériences complémentaires doivent étre menées en utilisant des siRNA ciblant P2Y6 ou

un antagoniste sélectif.
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Certains auteurs ont mis en évidence le récepteur P2X4 comme pouvant intervenir
dans la libération d’IL-1f (Seil ef al. 2010 ; Hung et al. 2013). Cette hypothése est d’autant
plus crédible que P2X4 et P2X7 peuvent s’associer pour former des hétérotrimeres (Guo et

al. 2007).

Hung et al. (2013) montrent une activation de I’inflammasome NLRP3 via P2X4 dans
des cellules épithéliales. Seil et al. (2010) observent qu’un traitement par de I’ivermectine
+ ATP augmente la concentration intracellulaire en Ca*", induit la formation d’un pore,
diminue la concentration intracellulaire en K et entraine une libération d’IL-1p. Ainsi ils
montrent chez des souris P2X7R -/- que P2X4R pourrait étre le récepteur purinergique
activateur de 'inflammasome NLRP3 en présence d’ivermectine. A l’inverse, il a été
montré sur des BMDMs de souris P2X4R -/- que la libération d’IL-1p n’est pas

significativement diminuée apres traitement par le MSU (Riteau ef al. 2012).

Cependant, nous n’observons pas de modification de la libération d’IL-1f en réponse
au traitement LPS+MSU en présence d’ivermectine ou apres transfection par un siRNA
ciblant P2X4R (Chapitre 2 : Figs. 6 et 20). Ainsi, nos résultats montrent que le récepteur
P2X4 ne semble pas impliqué dans I’activation de I’inflammasome NLRP3 dans un

modele de macrophages humains.
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Comme pour P2X4R, le role de P2Y2R dans I’activation de I’inflammasome NLRP3
est sujet a débat. Il a été montré a I’aide de souris KO que P2Y2 n’était pas impliqué dans
la libération d’IL-1PB en réponse au MSU dans un modele de BMDM (Riteau et al. 2012).
Cependant le récepteur P2Y?2 est induit par les nanoparticules (Baron et al. 2014).

En I’absence d’antagonistes spécifiques de P2Y2R, les auteurs utilisent des inhibiteurs
de la voie de signalisation du récepteur, impliquant la protéine Gq et la PLCPB. Ainsi, un
inhibiteur de PLCP bloque I’augmentation de calcium intracellulaire induit par I’ATP dans
les macrophages péritonéaux de souris sauvages comme chez les souris P2X7R -/- (Seil et
al. 2010). De méme, I’inhibition de la PLCP dans un modele de BMDMs traités par les

nanoparticules entraine une diminution de la libération d’IL-1 (Baron et al. 2014).

Ainsi, nous pouvons penser que l’activation de récepteurs purinergiques tels que
P2Y2, couplés a la protéine Gq, intervient dans I’activation de 1’inflammasome NLRP3.
Mais contrairement aux siRNA qui sont trés spécifiques, 1’inhibition de la PLCP n’affecte
pas qu’un seul récepteur puisque PLCP est impliquée dans la voie de signalisation de
nombreux récepteurs purinergiques métabotropes (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 et P2Y11)
(Lazarowski et al. 2009).

Dans notre mod¢le, nous observons une diminution de la libération des cytokines pro-
inflammatoires dont I’IL-1B en réponse au traitement LPS+MSU dans des macrophages
transfectés par un siP2Y2R (Chapitre 2 : Fig. 20, 22 et 23). Cependant, a cause d’écart-
types trop importants, nous n’obtenons pas de significativité statistique permettant de
montrer que la diminution d’IL-1 est due a ce récepteur. Ainsi, comme d’autres auteurs,
nous pensons que P2Y2 pourrait étre impliqué dans la libération d’IL-1p mais nous ne

disposons pas d’¢léments suffisants pour I’affirmer.
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Nous montrons que P2X7R est impliqué dans ’activation de I’inflammasome NLRP3
suite au traitement par les agonistes de I’ATP ou aux cristaux de MSU dans un mode¢le de
macrophages humains. Ainsi P2X7R semble étre le principal récepteur purinergique
impliqué dans la libération d’IL-1B. Cependant selon la littérature et nos résultats
préliminaires concernant P2Y2R, il existe probablement une implication d’autres

récepteurs fixant I’ATP, I’ADP ou I’adénosine (Gombault et al. 2013 ; Baron et al. 2014).

Nous observons cependant que les résultats varient entre les modeles murins, les types
cellulaires ou les différentes lignées. Ainsi, les mécanismes mis en jeu ne semblent pas
forcément étre les mémes selon le modele utilisé et nous pouvons penser que les résultats

que nous obtenons pourraient étre propres a notre modele cellulaire humain.
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Conclusion générale

Le mécanisme exact d’activation de I’inflammasome NLRP3 chez I’homme reste mal
connu et des différences semblent apparaitre entre les différents modeles cellulaires et les
substances activatrices utilisées. Dans ce contexte, il est difficile de comparer nos résultats
obtenus sur des macrophages humains avec la littérature et des expériences
complémentaires semblent nécessaires pour mieux comprendre cette cascade de

signalisation.

Dans notre modele, nous pensons que le traitement des macrophages par le MSU
induit une libération d'ATP et de cytokines pro-inflammatoires. Cet environnement
inflammatoire entraine probablement I'activation d'autres voies de signalisation que celle

de I'inflammasome NLRP3, ainsi l'interprétation des résultats est plus complexe.

Nous montrons cependant clairement dans ce travail une implication des récepteurs
purinergiques, non seulement dans [’activation de [I’inflammasome NLRP3, mais
¢galement dans la sécrétion d’autres cytokines comme IL-1a et IL-6 indépendamment de
la caspase-1. Ceci suggere un role important des récepteurs purinergiques dans les

pathologies inflammatoires chez ’homme.
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V) CONCLUSION
ET PERSPECTIVES



L’ensemble de ces travaux montre une implication des récepteurs purinergiques dans
I’activation de la voie de I’inflammasome NLRP3 dans des macrophages humains stimulés

par de ’ATPyS, du BZATP ou des cristaux d’acide urique (MSU).

Au cours de ce travail, nous avons pu mettre en évidence les récepteurs impliqués dans
I’immunité innée, tels que les TLRs, les NLRs ou les récepteurs purinergiques. Nous
montrons également que le MSU ou des analogues de I’ATP (ATPyS ou BzATP) sont
capables d’induire la libération d’IL-1 par des macrophages pré-activés par du LPS. Pour
la premiére fois, nous montrons une induction de I’expression du récepteur P2X7 en
réponse au MSU sur deux modeles cellulaires. Nous confirmons I’implication de P2X7R
dans I’activation de I’inflammasome NLRP3 en diminuant la libération d’IL-1f par les
macrophages activés en présence d’antagonistes de P2X7R ou d’un siP2X7R. De plus,
nous mettons en évidence le role capital de la caspase-1 et de la cathepsine B dans le
clivage de la pro-IL-1B en réponse au MSU. Enfin, nous avons mis en évidence
I’implication des récepteurs purinergiques dans 1’initiation du processus inflammatoire. En
effet, alors que le siP2X4R ne modifie pas la libération de cytokines pro-inflammatoires en
réponse au MSU, les siP2X7R et siP2Y2R diminuent la libération de ces cytokines dont
IL-1B, d’IL-1a et IL-6. Ainsi, les récepteurs purinergiques P2X7R et P2Y2 semblent étre
impliqués dans la libération des cytokines pro-inflammatoires dans les macrophages.

Cependant, des expérimentations complémentaires sont nécessaires.

Dans un premier temps, il parait important de confirmer nos résultats sur d’autres
modeles cellulaires humains, comme des lignées cellulaires ou des macrophages issus de
prélevements pathologiques. En effet, nos conclusions ne sont basées que sur un seul
modele cellulaire et sont, pour certaines, discordantes avec la littérature. 11 semble donc

important de poursuivre le travail dans cette direction.

Nous avons mis en évidence une implication possible du récepteur P2Y2 dans
’activation de I’inflammasome NLRP3 par des cristaux de MSU, alors que les résultats sur
des modéles murins P2Y2R -/- étaient contradictoires (Riteau et al. 2012). Il serait donc
intéressant de poursuivre les expérimentations dans ce sens. En I’absence d’antagonistes
spécifiques du récepteur P2Y2, les expérimentations a I’aide de siRNA transfectés par

¢lectroporation pourraient étre continuées.
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Afin de mettre en évidence le role des macrophages au niveau tissulaire, des co-
cultures avec d’autres types cellulaires sont a envisager. Ainsi, une co-culture entre
macrophages et fibroblastes permettrait de voir si la libération d’IL-1f par les macrophages
affecte 1’activation des fibroblastes environnants et donc leur role dans le développement
d’une fibrose. Les résultats préliminaires de notre équipe montrent qu’un traitement par IL-
1B recombinante sur une lignée de fibroblastes hépatiques (LX-2) augmente I’expression
des métalloprotéinases MMP-1, MMP-3, MMP-9 en ARNm, comme en protéine. Ce
traitement entraine également une diminution de I’expression protéique de la tissue
inhibitors of metalloproteinases-2 et -3 (TIMP-2 et -3), I’alpha-smooth muscle actin (o-
SMA) et des collagénes de type I et IV. De plus, ses effets sont réduits lors d’un
prétraitement par I’IL-1Ra (Robert S, Gicquel T ef al/, en cours de publication). Cela
suggere un role important de la communication entre les macrophages et les fibroblastes
pour I’équilibre de la balance MMPs/TIMPs et la production de collagéne dans le controle

de la fibrose hépatique.

Nous souhaiterions également mettre en évidence un lien entre le stress du réticulum
endoplasmique et 1’activation de I’inflammasome NLRP3. En effet, la protéine NLRP3 a
I’état inactif est localisée proche du réticulum endoplasmique (Zhou et al. 2011). 1l a
¢galement été montré que le flux calcique associ¢ a un stress du RE joue un réle dans
I’activation de l'inflammasome NLRP3 (Murakami et al. 2012 ; Lee et al. 2012).
Cependant a I’heure actuelle le lien NLRP3/Stress du RE reste trés mal connu. Un projet

ANR a été déposé sur ce théme en lien avec 'INSERM U1065 (Nice).

Une autre perspective serait de mesurer la sécrétion d’ATP endogene par notre modele
de macrophages humains traités par le MSU. Il parait bien établit que I’ATP active
I’inflammasome NLRP3 via P2X7R et entraine la libération d’IL-1p. De méme, les ROS,
les flux ioniques ou un dysfonctionnement mitochondrial semblent pouvoir affecter
I’activation de I’inflammasome NLRP3. Ainsi, I’ATP, en tant que signal de danger ne

pourrait-il pas étre le dénominateur commun a ces différents modéles d’activation ?
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Cependant le schéma n’est surement pas aussi simple et dépend des types cellulaires.
De plus, ’ATP n’est pas la seule molécule a pouvoir jouer ce role et d’autres agonistes
purinergiques pourraient également &tre impliqués. L’ATP serait ainsi en méme temps
activateur des récepteurs P2, mais également précurseur de ’ADP, ’AMP et 1’adénosine

qui joueraient aussi un role dans cette activation (Gombault et al. 2013).

Ces résultats nous laisse penser que bloquer le récepteur P2X7 représente une
perspective de traitement des maladies inflammatoires chez I’homme, notamment celles ou
I’inflammasome NLRP3 est impliqué comme la goutte, la polyarthrite rhumatoide, la
fibrose pulmonaire ou la maladie de Crohn (Martinon et al. 2006 ; Al-Shukaili et al. 2008 ;
Villani et al. 2009 ; Riteau ef al. 2012).

Notre ¢tude pourrait étre poursuivie sur des macrophages issus de prélévement de
patients souffrant de pathologies inflammatoires. Nous pourrions par exemple mesurer
I’expression des récepteurs purinergiques des macrophages de personnes atteintes et

corréler ces résultats a la clinique des malades.

Ainsi, dans le cadre du prochain contrat de I’unité INSERM, une collaboration avec le
service de gastro-entérologie du CHU de Rennes se met en place. Nous pourrions avoir
acces a des prélevements de patients touchés par la maladie de Crohn ou la rectocolite
hémorragique et évaluer I’expression des cytokines pro-inflammatoires, de
I’inflammasome NLRP3 et des récepteurs purinergiques dans ces tissus, en comparaison

avec des prélévements de sujet sains.

L’implication de I’inflammasome NLRP3 dans la maladie de Crohn est connue
(Villani et al. 2009). Cependant le role des récepteurs purinergiques dans cette pathologie a
été trés peu étudié. Ainsi, nous pensons qu’il serait intéressant de chercher dans cette

direction afin de mieux comprendre le role des P2R dans les pathologies inflammatoires.
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En bloquant le récepteur P2X7, I’antagoniste s’opposerait ainsi aux événements
précoces de la cascade inflammatoire (Baroja-Mazo et Pelegrin, 2012). Ces antagonistes
pourraient étre une alternative thérapeutique dans les pathologies inflammatoires aux cotés
des anti-inflammatoires classiques et des biothérapies comme 1’anakinra ou les anticorps
dirigés contre les cytokines pro-inflammatoires ou leur récepteurs tels que le tocilizumab
(IL-6R), canakinumab (IL-1), certolizumab pegol (IL-1), infliximab (TNF-a) ou le
golimumab (TNF-a).

Initialement, il existait un consensus sur le fait que P2X7R soit le seul récepteur
purinergique des macrophages entrainant la sécrétion d’IL-1p, faisant de celui-ci une cible
potentielle de traitement anti-inflammatoire (Bartlett e al. 2014). C’est pourquoi de
nombreux antagonistes de P2X7R ont été¢ développés et ont montré leur efficacité sur des
modeles in vitro ou in vivo chez ’animal. Cependant, les premiers résultats d’utilisation
d’antagonistes de P2X7R chez I’homme dans le traitement de la polyarthrite rhumatoide ne
semblent pas concluants (Keystone et al. 2012 ; Stock et al. 2012). Cependant d’autres
essais sont en cours et ces molécules pourraient étre développées dans d’autres indications

comme la maladie de Crohn par exemple.
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Il s’agit d’une revue qui se focalise sur I’implication de I’inflammasome NLRP3 dans
le déséquilibre de la balance entre Matrix metalloproteinases (MMPs) et les Tissue
inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) leurs inhibiteurs naturels dans le développement
de pathologies pulmonaires. En effet, I’activation de I’inflammasome NLRP3 va conduire
a la libération d’IL-1P connue pour augmenter TIMP-1 et induire une fibrose pulmonaire
chez la souris. Ainsi, I’inflammasome NLRP3 pourrait étre une cible thérapeutique dans le
traitement de pathologies inflammatoires mais ¢également fibrosantes au niveau

pulmonaire.
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Summary

Matrix metalloproteinases (MMPs) are a major group of proteases known to regulate the
turn-over of extracellular matrix (ECM) and so they are suggested to be important in tissue
remodeling such as pulmonary fibrosis. Pulmonary fibrosis is associated with deposition of
ECM components mainly collagen in the lung interstitium. The excessive airway
remodelling as a result of an imbalance in the equilibrium of the normal processes of
synthesis and degradation of extracellular matrix components. We previously showed a
correlation of the differences in collagen deposition in the lungs of bleomycin-treated mice
with a reduced molar pro-MMP-9/TIMP-1 ratio. We also suggested that early altered
regulation of matrix turnover may be involved in the development of fibrosis. We then
demonstrated that NLRP3-inflammasome pathway associated with the IL-1R/MyD8&8
signaling is required in the increased TIMP-1 level and pulmonary fibrosis in mice.
Finally, these observations emphasize those effective therapies for these disorders must be
given early in the natural history of the disease, prior to the development of tissue

remodeling and fibrosis.
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1) Introduction

The increasing family of matrix metalloproteinases (MMPs) has been subject to
sustained research and has been widely demonstrated to be important in various fields of
medicine including inflammatory process and pathology. MMPs were primarily described
to be involved in homeostasis and the turnover of the extracellular matrix (ECM), but there
has been numerous evidence suggesting that MMPs act on cytokines, chemokines and
protein mediators to regulate various aspects of inflammation and immunity [1,2]. The
matrix metalloproteinases (MMPs) form a group of structurally related extracellular zinc
endopeptidases known for their ability to cleave one or several constituents of the
extracellular matrix [3]. Zymogen forms of the MMPs (pro-MMPs) are secreted into the
extracellular space from a large number of cell types, where the activation of the pro-
MMPs in the local microenvironment can result in discrete alterations in the tissue
architecture. MMP synthesis and functions are regulated by transcriptional activation, post-
transcriptional processing (release of pro-domain, cell surface shedding), and the control of
activity by a family of endogenous inhibitors collectively known as tissue inhibitors of
metalloproteinases (TIMP). Upon stimulation, many cell types have been identified as
producers of MMPs and TIMPs in a context of inflammatory process, strongly suggesting
the involvement of MMPs in numerous inflammatory diseases. Based on this property,
MMPs are not only put forward as physiological mediators of the “turnover” of the
extracellular matrix but are also considered to be critical factors of the remodeling
processes in pathological conditions [4]. Indeed, a marked increase in their expression is

observed and associated with a variety of inflammatory diseases.

Consequently, MMPs have been speculated to play a critical role in various
inflammatory diseases, such as airway diseases associated with inflammatory process
including acute lung injury (ALI) and acute respiratory distress syndrome (ARDS) [5],
chronic obstructive pulmonary disease (COPD) [6], pulmonary fibrosis [7], but also liver
diseases, rheumatoid arthritis [8] and cancer [9]. In these conditions, we have to consider
MMPs as therapeutic targets which can be inhibited by non-selective and/or selective

inhibitors as possible novel anti-inflammatory compounds.
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2) Role of TIMPs in the development of pulmonary fibrosis

Tissue inhibitors of the metalloproteinases (TIMPs) are specific endogenous inhibitors
that bind to the active site of MMPs in a stoichiometric 1:1 molar ratio, thereby blocking
access to extracellular matrix substrates. Four TIMPs (TIMP-1, -2, -3 and -4) have been
identified in vertebrates, and their expressions are regulated during development, tissue
remodelling but also inflammation [10]. The mammalian TIMP family presents substantial
sequence homology and structural identity on a protein level [11]. Basically, all members
of the TIMP family inhibit MMPs activity. This is accomplished through the coordination
of the Zn"* of the MMP active site by the amino- and carbonyl- groups of the TIMPs N-
terminal cysteine residues. Nevertheless, a selective inhibition of some members of the
MMP has been reported. For example, although TIMP-1 is the most potent inhibitor for
most MMP family members, it is a poor inhibitor of the membrane-type MMPs (MT-
MMPs) and MMP-19 [12,13]. TIMP-3 inhibits members of the A Disintegrin And
Metalloproteinase (ADAM) family of proteases, although the mechanism for this
inhibition appears to be different from MMP inhibition [14,15]. TIMP-2 selectively
interacts with MT1-MMP to facilitate the cell-surface activation of pro-MMP-2 [12,13,16].
Thus, TIMP-2 can both inhibit MMP activity and promote the cell surface activation of
pro-MMP-2 by MT1-MMP. TIMPs can be regulated on a transcriptional level by various
cytokines and growth factors, resulting in tissue-specific, constitutive, or inducible

expression [17].

Strong evidences imply that TIMPs / MMPs imbalance are an important element in the
fibrogenic process: TIMPs, and especially TIMP-1 are upregulated in cases of human
pulmonary fibrosis and in bleomycin-induced pulmonary fibrosis. TIMPs, and particularly
TIMP-1 induction could lead to a "non collagenolytic microenvironment", building
adequate conditions for a further extracellular matrix deposition to occur. Indeed, we
previously reported that TIMP-1 was markedly increased in mice’s lungs, 24 h after the
administration of bleomycin [18]. During this period, we were not able to observe collagen
deposition, but bleomycin induced an important inflammatory reaction characterized by an
influx of neutrophils and probably an increase in macrophage activity. However, the
depletion of mice in neutrophils did not modify the level of the TIMP-1 protein in

comparison with control mice [18].
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We also reported that the non selective MMPs inhibitor, batimastat, reduced the
development of bleomycin-induced fibrosis in mice, associated with a decrease in TIMP-1
levels in bronchoalveolar lavage fluid (BALF) [19]. In another study, we reported the
inability of phagocytes from p47°"**-/- KO mice to produce large quantities of ROS via the
NADPH oxidase pathway inhibits the development of bleomycin-induced pulmonary
fibrosis [20]. This inhibition is associated with changes in IL-6 production and in the molar
MMP-9/TIMP-1 ratio in favor of the production of TIMP-1, both probably key factors in
airway remodeling and fibrosis. We also investigated MMP-9, MMP-2, TIMP-1, TIMP-2
and TIMP-3 in the fibrotic response to bleomycin of “fibrosis prone” C57BL/6J and
“fibrosis resistant” BALB/c mice [21]. Fourteen days after bleomycin administration,
hydroxyproline assay and histological study revealed that BALB/c mice developed
significantly less fibrosis compared to C57BL/6J mice. At day 1, bleomycin enhanced
TIMP-1, MMP-2 and MMP-9 protein levels in broncholaveolar lavage fluid, and induced
corresponding genes in lung tissue of both strains. The rise of Timp-1, Mmp-9 and Mmp-2
genes levels were significantly stronger in lungs of C57BL/6J, whereas gelatinase activities
of MMP-2 and MMP-9 were similar. At day 14, neither MMP-2 nor MMP-9 levels
exhibited strain-dependent protein level or gene expression although TIMP-1 was
markedly associated with fibrosis. Interestingly, bleomycin induced neither Timp-2 nor
Timp-3 in lung tissue at any time of the study [21]. These studies show that early altered
regulation of TIMP-1 following bleomycin administration may be involved in bleomycin-
induced pulmonary fibrosis. This strongly suggests that TIMP-1 may be considered as an
available target for tissue remodelling and fibrosis. However, TIMPs which have affinities
with the picomolar range seem ideal inhibitors but they do not present selectivity and

possess other biological functions, which could lead to side effects [22].

It has also been suggested that the TIMP-1 function is also influenced by the cellular
context, specifically in that MMPs, in particular MMP-9, may reduce the effective
concentration of TIMP-1 and compete with TIMP-1 for binding to the cell surface receptor
CD63 [22]. In contrast to TIMP-2, TIMP-1 blood concentrations are increased in cancer
patients, particularly in those with breast or colorectal carcinoma, and this increase is
negatively associated with patient outcome [23-25]. These recent studies have
demonstrated the clinical utility of TIMP-1 as a biomarker and independent prognostic

factor in breast, colorectal, and several hematological cancers.
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The characterization of receptors for TIMP family members is a first step to understand
the MMP-independent, cytokine-like functions of the TIMPs. Hopefully, this can lead to a
starting point for the molecular dissection of signaling events associated with the various
activities of these proteins and their function in both normal physiologic and pathologic
processes. It is clear that the pleotropic activities of the TIMP family members are complex
and depend on interactions with other extracellular components, as well as direct

interactions with cell binding partners.

3) Role of Inflammasome pathway in the development of pulmonary fibrosis

Several inflammatory diseases have been reported to be linked with the activation of
NLRP3-inflammasome pathway including gout [26], Crohn’s disease [27], rheumatoid
arthritis [28] and cryopyrin-associated periodic syndrome (CAPS) [29].

The best-characterized inflammasome consists of three main components, the Nod-like
receptor (NLR)-family protein, NLRP3, pro-caspase-1, and the ASC (Apoptosis speck-like
protein containing a CARD) adapter, which bridge interactions between the former
proteins [30]. NLRP3 is expressed by myeloid cells and is upregulated in response to the
stimulation of macrophages with pathogen-associated molecule patterns (PAMPs) or
danger-associated molecule patterns (DAMPs) such as ATP. NLRP3 interacts with ASC
and pro-caspase-1 to become effective. Following autoactivation via inflammasome
assembly, caspase-1 cleaves pro-IL-1B, whose biologically active form IL-1p is then

secreted.

IL-1pB is a cytokine with major roles in inflammation and innate immune responses.
This cytokine is produced by activated monocytes, macrophages and dendritic cells,
inducing the production of chemokines or cytokines such as TNF and IL-6, or proteases
such as matrix metalloproteinases (MMPs) associated with neutrophil recruitement and
proliferation of resident cells mainly fibroblasts [31]. Since mature IL-1f is very potent, its

production is tightly regulated on expression, transcription and secretion [32].

163



It has also been previously demonstrated that pulmonary fibrosis is closely associated
with the activation of NLRP3-inflammasome pathway, production of IL-1f3 and TIMP-1
[33,34]. Indeed, several studies using KO mice for several components of inflammasome
pathway including NLRP3, ASC and caspase 1 showed a reduction of experimental
pulmonary fibrosis induced by bleomycin in mice [33-35]. The inhibition of the collagen
deposition and fibrosis is well correlated with the imbalance between MMPs and TIMP-1
in favour to increased TIMP-1 production. Moreover, production of TIMP-1 and collagen
deposition is reduced in IL-1 receptor and MyD88 deficient mice [31]. Similarly,
cigarette smoke-induced inflammation and elastase-induced emphysema in mice depends

on inflammasome pathway and IL-1R1/MyD88 signaling [36,37].

Abnormal cell activation may provide signal that alert the immune system to danger,
triggering innate immunity activation leading to inflammatory process and remodelling. In
this context, dying cells release danger signals that may activate the immune system and
stimulate innate and adaptive immunity. The danger signals are recognized by membrane
receptors such as TLRs [38] or cytosolic receptors such NLRP3-inflammasome [30]. It
was clearly demonstrated that uric acid is a danger signal activating NLRP3-
inflammasome pathway in gout arthritis [26]. Uric acid is a product of purine catabolism
which is produced from injured tissue in vivo after tumor chemotherapy leading to tumor
lysis syndrom characterized by hyperuricemia [39]. At high local concentration, uric acid
precipitates and forms crystals that cause inflammation as observed in gout and activate the
caspase-1-containing NALP3-inflammasome, leading to the production of IL-1f. It has
been demonstrated that uric acid locally produced in the lung upon bleomycin-induced
DNA damage and degradation induced the activation of NLRP3-inflammasome pathway.
Reduction of uric acid levels using the inhibitor of uric acid synthesis allopurinol or uricase
leads to a decrease in bleomycin-induced IL-1f and TIMP-1 production, lung
inflammation and fibrosis. Finally, local administration of exogenous uric acid crystals
recapitulates lung inflammation and fibrosis, which depend on the NLRP3 inflammasome,
MyDS88, and IL-1R1 pathways and Toll-like receptor (TLR)2 and TLR4 for optimal

inflammation but are independent of the IL-18 receptor.
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Adenosine triphosphate (ATP) has been described also as a danger signal activating
NLRP3-inflammasome leading to the pro-inflammatory cytokine IL-1f release in lung.
Extracellular ATP was shown to play a major role to trigger synthesis and release of
mature IL-1p after prestimulation of macrophages by an inflammatory signal such as LPS
[40]. ATP is described as an agonist of purinergic P2 receptor predominantly expressed on
immune cells [41] and is reported to be involved in the pathophysiology of LPS-induced

lung injury, modulating airway inflammatory process and functional changes [42].

ATP mainly activates the P2X7 purinergic receptor, leading to trigger ASC-caspase-1
complex in a NLRP3-dependent manner, leading to the production of IL-1f. Fibrotic
patients have elevated ATP content in BALF in comparison with control individuals [34].
It has been shown an early increase in ATP levels in BALF on bleomycin administration in
mice. Modulation of eATP levels with the ATP-degrading enzyme apyrase greatly reduced
bleomycin -induced inflammatory cell recruitment, lung IL-1B, and tissue inhibitor of
metalloproteinase (TIMP)-1 production. P2X(7) receptor-deficient mice presented
dramatically reduced lung inflammation, with reduced fibrosis markers such as lung
collagen content, TIMP-1 and MMP-9 [34]. This clearly proposed that ATP released from
bleomycin-injured lung cells constitutes a major endogenous danger signal that engages
the P2X(7) receptor/pannexin-1 axis, leading to IL-1B maturation and lung fibrosis. We
recently showed that ATPyS and BzATP, two analogs of ATP are able to potentiate the
release of IL-1f from human monocyte-derived macrophages induced by low
concentration of LPS [43]. In the same conditions no increase in IL-1o and IL-6 was
observed. We also observed that P2X-R antagonists, A-438079 and A-740003, were able
to reduce the release of IL-1p, but not of IL-1a and IL-6 from macrophages stimulated by
ATPYS or BZATP strongly suggesting the involvement of the P2X7R/NLRP3 pathway in
the secretion of IL-1p from ATP-stimulated human macrophages [43].
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4) Conclusions and future directions

It has not yet been clearly established which MMP activity needs to be inhibited in
order to have an impact on inflammatory diseases. Since numerous reported evidences
suggest that different MMPs play an important role in the pathogenesis of tissue
remodelling associated with inflammatory processes in several diseases, broad spectrum
MMPs inhibitors may have therapeutic potential, nevertheless, associated with adverse
events [44,45]. It is therefore possible that a selective MMP inhibitor may have reduced

side-effects.

One alternative is a gene transfer to overexpress TIMPs which can reduce MMPs activity
and modulate tissue remodelling. Several preclinical studies of various diseases have
reported encouraging data. For example, cartilage degradation and invasion by rheumatoid
synovial fibroblasts is inhibited by the gene transfer of TIMP-1 and TIMP-3 [46].
However, expressing wild-type TIMPs could have drawbacks because multiple MMPs
may be inhibited. The best route to success is probably the development of engineered
TIMPs with altered specificity, to enable the targeting of specific MMPs. One alternative
of selective MMP inhibitors could be the RNA interference therapy development.

The recent characterization of the involvement of the NLRP3-inflammasome pathway has
opened a large possibility of new therapeutic targets for the reduction of collagen
deposition and fibrosis. However, we need of selective and available tools to validate the
right target. For instance, our goal is to investigate the role of purinergic receptors.
Regarding the recent data, P2X7 receptor would be a good candidate. However, it is not
excluded that blockade of one type of receptors may induce a compensation by others. The
screening of potential drugs effective in preclinical models of fibrosis would be the next

challenge.
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Implication des récepteurs purinergiques dans I’activation de
I'inflammasome NLRP3 dans les macrophages

Thomas GICQUEL

Abstract :

NLRP3-inflammasome pathway activation appears as the corner stone of many
inflammatory diseases including pulmonary fibrosis, rheumatoid arthritis, gout and Crohn
disease. This pathway is known to be activated by danger signals such as ATP or
Monosodium urate (MSU) leading to the pro-inflammatory cytokine IL-1f release. The
aim of this study is to investigate the role of purinergic receptors in the activation of
NLRP3-inflammasome pathway in human macrophages. We found here that MSU or
analogs of ATP (ATPyS or BzATP) induced the release of IL-1p from LPS-primed MDM
obtained from buffy coat (EFS, Rennes). We observed that purinergic P2X7 receptor
antagonists, cathepsin B or caspase-1 inhibitors, siRNA targeting P2Y2R or P2X7R were
able to reduce the release of IL-1p from activated macrophages. Furthermore we studied
the role of purinergic receptors in pro-inflammatory cytokines release, such as IL-1a or IL-
6. This study suggests that P2 receptors-NLRP3 inflammasome pathway represents a novel
potential therapeutic target to control inflammation in inflammatory diseases.

Keywords: NLRP3 inflammasome, purinergic receptors, ATP, macrophages, interleukines,
inflammation, innate immunity

Résumé :

L’inflammasome NLRP3 est tres impliqué dans de nombreuses pathologies inflammatoires
comme la fibrose pulmonaire, la polyarthrite rhumatoide, la goutte ou la maladie de Crohn.
Cette voie de signalisation permet la libération de la cytokine pro-inflammatoire IL-1
apres activation par des signaux de danger comme I’ATP ou les cristaux d’acide urique
(MSU). L’objectif de cette étude est de mieux comprendre le réle des récepteurs
purinergiques dans I’activation de I’inflammasome NLRP3 dans les macrophages humains.
Nous montrons ici que le MSU ou les analogues de I’ATP (ATPyS ou BZATP) induisent la
libération d’IL-1B dans des macrophages pré-activés par du LPS. Ces macrophages
proviennent de la différenciation de monocytes issus de poches de sang périphérique (buffy
coat) obtenues a I’EFS (Rennes). Nous observons que des antagonistes du récepteur
purinergique P2X7, des inhibiteurs de la cathepsine B ou de la caspase-1 et des siRNA
ciblant les récepteurs P2X7 et P2Y2 sont capables de réduire la libération d’IL-1p par les
macrophages activés. De plus, dans cette étude nous mettons en évidence le rdle des
récepteurs purinergiques dans la sécrétion d’autres cytokines pro-inflammatoires comme
I’IL-1a ou I’IL-6. Ce travail suggére que la voie d’activation de I’inflammasome NLRP3
par les récepteurs purinergiques représente une nouvelle cible thérapeutique dans le
traitement des pathologies inflammatoires.

Mots clés: Inflammasome NLRP3, récepteurs purinergiques, ATP, macrophages,
interleukines, inflammation, immunité innée



