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PREAMBULE

Ce travail de thése a été initié et rentre dans le cadre d’un projet de recherche financé
par AUF (Agence Universitaire de la Francophonie) en réponse a I’appel d’offre AUF-PIRAT
en 2013. Ce projet associe 1’équipe de recherche marocaine représentée par Pr. Khadija Akarid,
1I’équipe canadienne représenté par le Dr. Khalil Abdelouahed et I’équipe francaise représentée
par le Dr. Damien Arnoult. Il avait comme objectif générale d’étudier l'interaction entre les
facteurs de I'ndte et les facteurs bactériens impliqués dans le développement de la pathologie
gastrique & H. pylori et son évolution chez les patients marocains. En effet, a l'initiation de ce
travail de recherche, les données concernant la physiopathologie a H. pylori et son évolution au

Maroc étaient tres limitées.

Pour répondre a cet objectif général, des réunions entre les différentes équipes
partenaires ont permis de tirer plusieurs objectifs spécifiques et qui étaient de i) Etudier la
prévalence de I’infection a H. pylori chez les patients marocains. ii) Etudier 1’expression des
ARNM des cytokines pro-inflammatoire (IL-18, 11-8 et 1I-17A) dans les biopsies gastriques des
patients marocains ainsi que sa corrélation avec 1’infection et/ou son évolution vers les stades
de cancer gastrique. iii) Etudier la variabilité génétique du polymorphisme génétique de I’11-1f
chez les patients marocains. iv) Etudier les voies de signalisation activées par H. pylori pour

induire ’activation de ’inflammasome dans les cellules infectées.
Ma contribution dans ce projet de recherche était :

De coordonner la mise en place d’un réseau associant immunologiste, anatomo-
pathologistes et gastroentérologues.

De contribuer a la soumission du projet au comité national d’éthique marocain du CHU
Ibn Rochd de Casablanca.

De mettre en place les fiches de recueil des renseignements cliniques et consensus
éthiques en collaboration avec le service gastroentérologie du Centre Hospitalier Universitaire
Ibn Rochd.

De contribuer au recrutement des patients au cours des séances des fibroscopies sous la
supervision du chef de service gastroentérologie (Dr. W BADRE).

D’organiser des réunions pour les recueils des comptes rendu de I’examen
anatomopathologique des patients préalablement recrutés.

D'organiser une seconde lecture de I’examen anatomopathologique sur 1’ensemble des

biopsies gastriques pour standardiser les résultats.



De mettre en place les protocoles d’extraction des acides nucléiques (ADN et ARN)
ainsi que I’identification moléculaires d’H. pylori.

De réaliser I’amplification des ADNs par PCR pour I’étude du polymorphisme des
genes par PCR-RFLP et des ARNs par RT-qPCR pour I’étude de 1’expression génique

Et enfin, analyser les résultats obtenus en collaboration avec toutes les équipes.

En outre, au cours de ce projet, une cotutelle de these a été établie en 2016 entre la
Faculte des Sciences Ain Chock, Université Hassan Il de Casablanca (Pr. K. AKARID) et la
Faculté de Médecine Paris-Sud 11, Universitré Paris-Saclay (Dr. D. ARNOULT). Ce
partenariat avait comme objectifs i) De continuer les travaux de recherche sur la
physiopathologie a H. pylori. ii) Etudier I’'implication des PRRs et les voies de signalisation
dans la reconnaissance de cette bactérie et plus précisément 1’activation de I’inflammasome
dans les cellules stimulées par la bactérie et/ou des antigenes de H. pylori. iii) décrypter les
mécanismes d’activation de I’inflammasome NLRP3 en utilisant dans un premier temps les
virus 2 ARN qui sont des agents pathogénes définis comme des activateurs de 1’inflammasome
NLRP3. Ceci permettrait d’appliquer ces outils pour étudier cette voie dans le cadre de

I’infection par H. pylori.
Ma contribution dans la cotutelle de thése était :

De continuer et approfondir les travaux de recherche sur les mécanismes de I’activation
de I’inflammasome NLRP3 par les virus a ARN.
De mettre en place les protocoles d’étude de cette voie NLRP3 dans le cas de I’infection

par H. pylori par :

- Stimulation et transfection de BMDMs in vitro par le LPS de H. pylori et
celui d’autres bactéries.

- Mise en place des protocoles de viabilité cellulaire en temps réelle aprés
transfection de BMDMs par le LPS de H. pylori et celui d’autres bactéries.

- Etude de I’activation de I’inflammasome dans les BMDMs aprés stimulation

par le LPS de H. pylori et celui d’autres bacteéries.
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RESUME

Helicobacter pylori (H. pylori) est une bactérie qui infecte 1’estomac et induit une gastrite
inflammatoire, qui peut étre chronique et évoluer vers un cancer gastrique. La sévérité de
I’infection et son évolution clinique sont associées aux différents facteurs notamment le statut
immunitaire de I’hote. La réponse inflammatoire initiale a I'infection a H. pylori entraine la
sécrétion d'un large panel de cytokines, notamment l'interleukine-1p (IL-1B), I'IL-8 et I'IL-17A.
qui semblent jouer un réle clé dans l'initiation et la progression du cancer gastrique. Parmi ces
cytokines, I'lL-1p est une cytokine clé au cours de I’infection a H. pylori dont I’expression est
étroitement associée a lI'inflammation gastrique et a la carcinogenése. La production de cette
cytokine dépend de I'activation de I'inflammasome, en particulier I'inflammasome NLRP3. Ce
dernier, responsable de I’activation des processus inflammatoires, est essentiel pour le maintien
de I'noméostasie contre diverses infections pathogenes telles les infections bactérienne et
virale.

L’objectif général de ce travail est 1) d’étudier I’expression et le polymorphisme des génes de
cytokines comme IL-1p, IL-17 et IL-8 chez des patients marocains infectés par H. pylori. ii)
explorer ’activation de l'inflammasome NLRP3 par H. pylori et déterminer les mécanismes
impliqués dans I'activation de ce complexe par des virus a ARN ; connus comme des activateurs
définis de NLRP3.

Nos résultats ont souligné une prévalence élevée de H. pylori et ont mis en évidence une
signature cytokinique : elle peut prédire la métaplasie au cours de la progression de l'infection
a H. pylori impliquant une diminution de I’expression de I'IL17A dans I’antre et une
augmentation de I’expression de I'lL-1f dans le fundus. Plus particulierement, les
polymorphismes génétiques de I'IL-1p (IL-1p -31 et -511) ne semblent pas influencer
I’expression de I’IL-1p de maniere significative.

Au regard des difficultés rencontrés pour I’isolement et la culture de H. pylori, nous avons
utilisé le LPS de H. pylori pour stimuler I’inflammasome. Nos résultats montrent que la
transfection des cellules in vitro par le LPS bactérien induit la production de I’IL-1 qui semble
étre modulée par la caspase 4, NOD1 et NOD2. Par ailleurs, bien qu’il soit clairement établi
que les virus & ARN induisent I’activation de I’inflammasome NLRP3, les mécanismes par
lesquels ces virus induisent la production d'IL-1p ne sont pas bien compris et restent a
confirmer. Les résultats de cette partie du travail ont montré que la réplication des virus a ARN
cytopathogenes tels que le virus de la stomatite vésiculaire (VSV) ou le virus de
I'encephalomyocardite (EMCV) induit une mort cellulaire lytique conduisant a un efflux de
potassium qui déclenche I'activation de I'inflammasome NLRP3. Ainsi, les virus a forte capacité
de réplication et qui ont un effet cytopathique sont capables d'induire I'activation de la caspase-
1 conduisant & la production d'IL-1f. A l'inverse, les virus qui induisent une trés bonne réponse
IFN de type | sont de trés mauvais inducteurs de I'inflammasome NLRP3.

Une meilleure compréhension de 1’activation de I’inflammasome pourrait aider dans la mise au
point de stratégies thérapeutiques ciblées utilisables dans la lutte contre les infections
bactérienne et virale.

Mots clés : Helicobacter pylori, inflammation, inflammasome NLRP3, IL-1p, virus a ARN.
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ABSTRACT

Helicobacter pylori (H. pylori) is a bacteria that infects the stomach and induces inflammatory
gastritis, which can be chronic and progress to gastric cancer. The severity of the infection and
its clinical course are associated with various factors including the immune status of the host.
The initial inflammatory response to H. pylori infection results in the secretion of a wide range
of cytokines, including interleukin-1p (IL-1B), IL-8 and IL-17A. which appear to play a key
role in the initiation and progression of gastric cancer. Among these cytokines, IL-1p is a key
cytokine during H. pylori infection whose expression is associated with gastric inflammation
and carcinogenesis. The production of this cytokine depends on the activation of the
inflammasome, in particular the NLRP3 inflammasome. The latter, responsible of the activation
of inflammatory processes, is essential for the maintenance of homeostasis against various
pathogenic infections such as bacterial and viral infections.

The general objective of this work is i) to study the expression and polymorphism of genes for
cytokines such as IL-1B, IL-17 and IL-8 in Moroccan patients infected with H. pylori. ii)
explore the activation of the NLRP3 inflammasome by H. pylori and determine the mechanisms
involved in the activation of this complex by RNA viruses; known as defined activators of
NLRP3.

Our results underlined a high prevalence of H. pylori and demonstrated a cytokine signature: it
can predict metaplasia during the progression of H. pylori infection involving a decrease in
IL17A expression in the antrum and increased expression of IL-1f in the fundus. In particular,
the genetic polymorphisms of IL-1p (IL-1p -31 and -511) do not appear to influence IL-13
expression significantly.

In view of the difficulties encountered in isolating and culturing H. pylori, we used LPS from
H. pylori to stimulate the inflammasome. Our results show that the transfection of cells in vitro
with bacterial LPS induces the production of IL-1p which appears to be modulated by caspase
4, NOD1 and NOD2. Furthermore, while it is clearly established that RNA viruses induce
activation of the NLRP3 inflammasome, the mechanisms by which these viruses induce IL-1p
production are not well understood and remain to be confirmed. The results of this part of the
work showed that the replication of cytopathogenic RNA viruses such as vesicular stomatitis
virus (VSV) or encephalomyocarditis virus (EMCV) induces lytic cell death leading to an efflux
of potassium which triggers activation of the NLRP3 inflammasome. Thus, viruses with a high
replication capacity and which have a cytopathic effect are capable of inducing the activation
of caspase-1 leading to the production of IL-1p. Conversely, viruses which induce type | IFN
response are very poor inducers of the NLRP3 inflammasome.

A better understanding of the activation of the inflammasome could help in the development of
targeted therapeutic strategies for use in the fight against bacterial and viral infections.

Key words: Helicobacter pylori, inflammation, NLRP3 inflammasome, I1L-18, RNA virus.
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INTRODUCTION GENERALE




INTRODUCTION GENERALE

Si l'inflammation est essentielle a la résistance de I'néte aux infections, elle est préjudiciable
lorsqu'elle est produite de maniére chronique ou en exces et est liée a diverses maladies, notamment les
maladies auto-immunes, le cancer et le choc septique. Cette inflammation est un acteur de la réponse
immunitaire innée, qui représente la premiére ligne de défense contre les agents infectieux. La réponse
inflammatoire est caractérisée par I’implication d’une composante cellulaire et d’une composante
vasculaire. Cette derniere est sous le contrdle de plusieurs médiateurs notamment les cytokines pro-
inflammatoires.

Helicobacter pylori (H. pylori) est une bactérie gram négatif qui infecte 1’estomac de la moitié
de la population mondiale et induit une gastrite inflammatoire. Cette infection présente une incidence
élevée dans les pays en voie de développement : elle représente un probléeme majeur de santé public au
Maroc, avec une prévalence de 1’ordre de 80%. L'Organisation mondiale de la santé (OMS) a classé
cette espece bactérienne comme le principal agent étiologique des cancers liés aux infections
bactériennes (1994). L’infection persistante & H. pylori induit une inflammation chronique de la
mugqueuse gastrique qui, chez les individus susceptibles, peut évoluer vers un cancer gastrique. La
sévérité de I’infection et son évolution clinique sont associées aux différents facteurs de I’hote
notamment son statut immunitaire, les facteurs environnementaux, et les facteurs de virulences
bactériens. La migration initiale et I'activation des cellules inflammatoires dans la muqueuse gastrique
dépendent de la production de diverses cytokines pro-inflammatoires.

La réponse inflammatoire initiale a I'infection a H. pylori entraine la sécrétion d'un large panel
de cytokines par les cellules épithéliales et les cellules immunitaires, notamment I'interleukine-1p (IL-
1B), le facteur de nécrose tumorale-o. (TNF-a), I'lL-6, I'lL-8 et I'lL-17. Ces cytokines pro-inflammatoires
semblent jouer un rdle clé dans l'initiation et la progression du cancer gastrique : elles ont des effets
pléiotropes tels que la régulation de la mort, la prolifération, la différenciation et la migration cellulaire.
Parmi ces cytokines, I'lL-1p est connue pour étre I'une des cytokines clés au cours de I’infection a H.
pylori car les niveaux d'IL-1p sont étroitement associés a I'inflammation gastrique et a la carcinogenése.
De plus, il a été décrit que les polymorphismes du géne de I'lL-1p sont associés aux niveaux de
production élevés d'lIL-1p lors d'une infection a H. pylori, alors que I'lL-1p joue un rdle crucial dans la
carcinogenese gastrique. L’utilisation de modeéles expérimentaux d’infection par H. pylori a montré que
la production locale d’IL-1f dans la muqueuse gastrique influence la croissance tumorale et la métastase
en potentialisant la prolifération cellulaire ou en induisant I’inflammation et I’angiogenese. Par ailleurs,
I'IL-1B est un puissant inhibiteur de la sécrétion d'acide gastrique, favorisant I'hypochlorhydrie, la
colonisation par H. pylori et les gastrites plus graves. Cette cytokine peut activer directement les
lymphocytes, les cellules épithéliales et les cellules endothéliales, ce qui entraine le recrutement de

polynucléaires neutrophiles et de cellules inflammatoires au site de I’infection. L’IL-1pB peut également



induire sa propre expression et I’expression de génes codant pour d’autres cytokines créant ainsi une
véritable cascade inflammatoire.

La production d'IL-1B mature dépend de l'activation de l'inflammasome, en particulier
I'inflammasome NLRP3. L’inflammasome est un complexe multiprotéique de I'immunité innée : il
reconnait et répond aux motifs moléculaires caractéristiques des micro-organismes (PAMPs : Pathogen
Associated Molecular Patterns) et aux motifs moléculaires associés aux dommages tissulaires (DAMP,
Damage Associated Molecular Pattern). L activation de I’inflammasome nécessite la reconnaissance des
signaux de danger par ses récepteurs tels que les récepteurs de type NOD (Nucleotide-binding
Oligomerization Domain) et les récepteurs de type AIM2 (Absent In Melanoma 2), le recrutement de la
protéine adaptatrice ASC (Apoptosis-associated Speck-like protein containing a CARD) et la caspase-1
effectrice qui va cliver les pro-cytokines inflammatoires IL-1f et IL-18 en formes matures. L’importance
de I’activation de I’inflammasome dans la lutte contre les infections résulte des trois activités de la
caspase-1 : (1) la pyroptose, qui permet la suppression des niches de réplication des micro-organismes
intracellulaires ; (2) la production d’IL-1f, qui entraine le recrutement des cellules inflammatoires au
site de I’infection ; et (3) la production d’IL-18, qui induit la cascade de I’IFN-y et 1’activation des
mécanismes bactéricides cellulaires. Par ailleurs, I’inflammasome est un inducteur trés puissant de
réponses inflammatoires dont les effets peuvent étre aussi dévastateurs.

Au regard des difficultés rencontrés pour I’isolement et la culture de H. pylori et donc 1’étude de
son implication dans I’activation de 1’inflammasome, d’autres microgrammes sont de bons activateurs
de I’inflammasome NLRP3 notamment les virus 8 ARNs. Bien qu’il soit clairement établi que les virus
a ARN induisent I’activation de 1’inflammasome NLRP3 qui conduit a la production d'IL-1p, les
mécanismes par lesquels ces virus induisent la production d'IL-1p ne sont pas bien compris et restent a
confirmer. Il a été proposé que les virus a ARN induisent 1’activation de 1’inflammasome NLRP3 via
une voie de signalisation impliquant RIP1 (Receptor interacting protein)-RIP3-DRP1 (dynamin-related
protein 1) or les conclusions de ces données ont été remises en cause par des études trés récentes. Il a
également été proposé que RIG-I (Retinoic Acid-Inducible Gene 1) pouvait activer la caspase-1 en

s’associant directement a ASC mais les conclusions de cette étude n’ont pas €té confirmées par d’autres.

Bien que la réponse immunitaire soit considérée comme un déterminant dans la pathogenése a
H. pylori, a notre connaissance, aucune étude n'a été réalisée sur la réponse immunitaire chez des patients
marocains infectés par H. pylori. La détermination des niveaux d'expression des cytokines pro-
inflammatoires, I’IL-1, I’1L-8 et I’IL-17A dans les biopsies de patients infectés par H. pylori présente
un intérét dans le développement d’un outil pronostique pour comprendre la progression de la gastrite
vers des stades pathologiques plus séveres et permettrait une meilleure prise en charge des patients

infectés par H. pylori. Par ailleurs, lI'inflammasome NLRP3, responsable de 1’activation des processus




inflammatoires, est essentiel pour le maintien de I'noméostasie contre diverses infections pathoge

nes telles les infections bactérienne et virale. Les recherches présentes et futures devraient permettre le

décryptage complet des voies de I’inflammasome et de ses fonctions physiopathologiques et entrainer,

de facto, la mise au point de thérapies ciblées contre ces infections.

Ainsi, I’objectif général de notre travail est d’une part étudier I’expression et le polymorphisme

de génes de I’immunité notamment I’IL1-B, I’'TL-17 et I’'IL-8, impliqués dans la physiopathologie a H.

pylori chez des patients marocains. D’autre part, explorer 1’activation de I'inflammasome NLRP3 par H.

pylori et déterminer les mécanismes impliqués dans I'activation de ce complexe de I’'immunité innée par
des virus a ARN ; des activateurs définis de NLRP3.

Plusieurs objectifs spécifiques ont été définis :

Déterminer la prévalence de I’infection a H. pylori dans un échantillon de la population ma-
rocaine.

Etudier ’expression des ARNm des cytokines pro-inflammatoire (IL-1p, IL-8 et IL-17A)
dans les biopsies gastriques des patients marocains ainsi que sa corrélation avec I’infection
et/ou son évolution vers les stades de cancer gastrique.

Déterminer une signature cytokinique de chaque stade pathologique gastrique associée a 1’in-
fection par H. pylori.

Etudier I’impact du polymorphisme génétique de ces génes sur leur expression chez des pa-
tients marocains.

Etudier I’activation de I’inflammasome apres stimulation in vitro des cellules par le LPS de
H. pylori.

Décrypter et comprendre les mécanismes d’activation de 1’inflammasome NLRP3 par les
virus a ARNS.
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CHAPITRE | : ETUDE DE LA PHYSIOPATHOLOGIE A HELICOBACTER PYLORI
I- Rappel anatomique et physiologique de 1’estomac

Le systéeme digestif ou tractus digestif est constitué d’un groupe d'organes (bouche, le pharynx,
I’cesophage, 1’estomac et les intestins) qui transforment les aliments en nutriments pouvant étre utilisés
par le corps. Pour atteindre les parties les plus profondes du corps, les nutriments doivent quitter le
systeme digestif et pénétrer dans la circulation sanguine. Pour ce faire, les aliments doivent étre
décomposés en molécules suffisamment petites pour passer dans le tractus intestinal, ou elles sont
absorbées par des capillaires. La fonction principale du systeme digestif est de transférer les nutriments
ingérés de I'extérieur vers l'intérieur du corps d’une part et d’éliminer les matieres non digérées et les
autres dechets d’autres part. Pour accomplir ces tiches (la décomposition de I’aliment en petites
molécules, son absorption et I’expulsion de ce qui reste ingéré), un cheminement des aliments a travers
un certain nombre de compartiments anatomiquement et histologiquement différents ainsi qu’un nombre

de processus physiques et chimiques doivent étre réalises.

I-1) Anatomie de ’estomac

L’estomac est un organe creux qui permet de stocker les aliments, d’amorcer leur digestion et de
les délivrer progressivement au duodénum. Il s’agit d’un segment dilaté du tube digestif faisant suite a
I’cesophage, il est situé dans 1’étage sus-mésocolique de la cavité péritonéale, dans la loge sous-
phrénique gauche. Du fait de sa situation anatomique, 1’estomac est aisément accessible a I’endoscopie
(Gelberg 2014). Morphologiquement, 1’estomac est composé de deux faces, antérieure et postérieure, et
deux bords, les grandes et petites courbures. Dans un plan sagittal, il est orienté selon un axe oblique en
avant et en bas. Vide, il est aplati d’avant en arriére. Il est divisé au niveau de I’incisure angulaire (figure
1):

 Fundus ou portion verticale (2/3 de 1’estomac), comportant la grosse tubérosité et le corps
séparés par une ligne horizontale passant par le cardia ;

» Une portion horizontale ou antre pré-pylorique, séparée du fundus par une ligne tirée de
I’incisure angulaire.

La paroi de I’estomac est constituée de I’intérieur a I’extérieur, d’une muqueuse glandulaire rosée
plissée, une sous-mugueuse, une musculeuse (musculature lisse) oblique interne, circulaire moyenne et

longitudinale externe. L’ensemble est recouvert d’une séreuse (péritoine viscéral) (Ellis 2011).
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Figure 1 : Estomac (lan R. Daniels 2005).

I- 2) Physiologie de I’estomac

Les premieres étapes de digestion des aliments commencent avant méme la prise de la premiére
bouchée du repas. En effet, les facteurs environnementaux comme la perception ou les odeurs des
aliments, stimulent le cerveau a anticiper le processus de digestion en stimulant la sécrétion de la salive
par les glandes salivaires et la sécrétion de 1’acide par I’estomac (Kopic and Geibel 2013). L'estomac
sécréte un certain nombre de substances qui facilitent la digestion, notamment I'acide chlorhydrique et
les enzymes digestives (Tableau 1). L'estomac agite ces aliments, en les mélangeant avec de l'acide
digestif et les enzymes, ce qui permet de les décomposer chimiquement en petites particules (Martinsen,
Fossmark et al. 2019).




Tableau 1 : Les différents composants des secrétions gastriques (lan R. Daniels 2005) :

Composé

Origine

Fonction

Acide chlorhydrique

Cellules pariétales

Convertit le pepsinogene en
pepsine, et tue les agents

pathogenes.

Pepsinogéne

Cellules principales

Précurseur de la pepsine.

Pepsine Produit ~a  partir du | Protéase: Dégrade les
pepsinogéne en présence | protéines du bol alimentaire
d’HCl

Mucus Cellules a mucus Protege la muqueuse.

Facteur intrinseque

Cellules pariétales

Favorise 1’absorption de la

vitamine B12.

Sérotonine et histamine

Cellules endocrines

Régulation autocrine.

Gastrine

Cellules G

Stimule la sécrétion d’HCI et

de pepsine.

Lors de la stimulation par le cerveau et / ou de l'arrivée d'aliments dans I'estomac, les cellules de
I'estomac sécrétent des hormones, de I'acide et des enzymes. Les cellules G, produisent une hormone
appelée gastrine. Cette derniere est absorbée dans le sang et acheminée vers d'autres cellules sécrétoires
de l'estomac (figure 2), ce qui les stimule a augmenter la production d'acide gastrique et d'enzymes
digestives. L’acide gastrique est produit par un type particulier de cellules situées dans la muqueuse du
corps de I’estomac, appelée cellule pariétale. Cet acide agit directement pour décomposer les aliments,

mais également indirectement en activant le pepsinogene, une enzyme produite par les cellules

principales, qui participe a la dégradation des protéines (Fleming 2007 ).
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Figure 2 : Les différentes cellules constituant les glandes gastriques (Fleming 2007 ).

Le pepsinogene sécrété sous forme d'enzyme inactive par les cellules principales, est converti
sous sa forme active appelée pepsine par exposition a l'acide gastrique. La sécrétion d'une enzyme
inactive est un mécanisme de protection de I'estomac, car sa nature inactive empéche les cellules
productrices de pepsinogéne d'étre digérées par leurs propres sécrétions. La muqueuse de I'estomac est
également protégée par une épaisse couche de mucus, produite par les cellules caliciformes de I'estomac.
Une fois que les aliments sont suffisamment décomposeés par le brassage et le mélange avec l'acide et
les enzymes, ils pénétrent dans le duodénum qui régule le flux de chyme de I'estomac dans l'intestin
gréle (lan R. Daniels 2005, Fleming 2007 ). La sécrétion d’acide chlorhydrique détermine le débit
sécrétoire gastrique : cette sécrétion est assurée par les pompes H* /K* -ATPase des cellules pariétales,
qui permettent de concentrer plus d’un million de fois les ions H* entre ’intérieur (pH voisin de 7) et
I’extérieur (pH entre 0,8 et 1) de la cellule pariétale. La sécrétion concomitante de chlore se fait par
I’ouverture de canaux ioniques permeéables au chlore et au potassium, qui amorce 1’action des pompes
H* /K* (Kopic and Geibel 2013). La sécrétion de 1’acide gastrique est modulée en permanence par voie
endocrine (gastrine), paracrine (histamine, somatostatine) et nerveuse (acétylcholine) (Figure 3). La
gastrine est sécrétée au pole basal des cellules G des glandes pyloriques de I’antre dans la circulation
sanguine. Elle agit par la liaison aux récepteurs membranaires des cellules entérochromaffines (ECL),
en stimulant la sécrétion de I’histamine, et aux récepteurs membranaires des cellules pariétales en
stimulant la sécrétion d’acide chlorhydrique. La sécrétion de gastrine est stimulée par la distension
gastrique et la présence d’aliments dans la cavité gastrique, et est inhibée par 1’augmentation de la
concentration en ions H+ dans la cavité gastrique, via la somatostatine. L’histamine stimule la sécrétion

de HCI par action sur les récepteurs histaminiques de type H2 des cellules pariétales. L acétylcholine,




libérée par les neurones postganglionnaires du systeme parasympathique, stimule la sécrétion des
cellules pariétales, la sécrétion de gastrine et la sécrétion d’histamine. La somatostatine est le principal
agent inhibiteur de la sécrétion d’acide gastrique: sa sécrétion par les cellules D est stimulée par
I’augmentation de la concentration en ions H* dans la cavité gastrique. La sécrétine, hormone digestive
duodénale, participe également dans I’inhibition de la sécrétion pariétale acide. Elle est libérée dans la

circulation sanguine en réponse a I’arrivée de nutriments dans le duodénum (Kopic and Geibel 2013).
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Figure 3 : Modulation de la sécrétion d’acide gastrique (Kopic and Geibel 2013).

En plus de la régulation neuronale directe, la cellule pariétale recoit des signaux paracrines des cellules
ECL et D voisines. La gastrine est produite dans la muqueuse antrale de I'estomac et atteint la muqueuse
oxyntique via la circulation (régulation endocrinienne). La libération de [’histamine par voie gastro-
intestinale représente I'une des principales voies de stimulation conduisant a la sécrétion d'acide
gastrigue (axe gastrine-histamine). La sécrétion de gastrine est étroitement liée au pH intragastrique
(via la somatostatine), créant ainsi une boucle de rétroaction négative. ACh : acétylcholine, APA :
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antagonistes de la pompe d’acide, ENS : systeme nerveux entérique, Gast : gastrine, Hist : histamine,

IPP : inhibiteurs de la pompe a protons, SST : somatostatine.

I1) Infection par Helicobacter pylori (H. pylori)

H. pylori est une bactérie spiralée, gram négative et microaérophile. Elle est assez petite (3,5 um
x 0,5 um) et est transmise par voie oro-fécale et, éventuellement, par voie orale-orale (Kusters, van Vliet
et al. 2006).

11-1) Historique

En 1982, a Perth (Australie), Robin Warren a isolé une bactérie semblable & Campylobacter a
partir de biopsies gastriques appartenant a des patients atteints de gastrite et I'a baptisé Campylobacter
pylori. Par la suite, Barry Marshall, en laissant accidentellement des boites de Pétri dans I'incubateur
pendant cing jours, a réussi a la cultiver. Enfin pour différencier cette bactérie du genre Campylobacter,
elle a été nommeée « Helicobacter pylori» (Marshall and Warren 1984). Barry Marshall et son collégue
Arthur Morris ont volontairement ingéré une suspension tres concentrée de H. pylori. lls ont tous les
deux développés des signes de gastrite aigué et leurs biopsies témoignent de la présence de la bactérie
dans leur estomac. Toutefois, l'infection et la gastrite ont disparu aprés la prise des antibiotiques,
démontrant que H. pylori est l'agent étiologique de la gastrite aigué et que cette pathologie doit étre
considérée comme une maladie infectieuse. En 2005, Marshall et Warren recoivent le prix Nobel de

physiologie ou de médecine pour cette découverte (Hellstrom 2006).

11- 2- Epidémiologie

H. pylori est présente dans tous les pays : elle est endémique en particulier au Japon, en Corée et
en Chine et a une incidence élevée dans les pays en voie de développement. Il est reporté que plus de la
moitié de la population mondiale est infectée par H. pylori: 70% des personnes infectées sont
asymptomatiques ou présentent une « gastrite bénigne » caractérisée par une pangastrite légere avec peu
ou pas de lésions des cellules pariétales dans le corpus de I'estomac (Siavoshi, Malekzadeh et al. 2005).
15% des patients infectés ont un phénotype clinique caractérise par la formation d'ulcéres duodénaux et
prépyloriques avec une production élevée d’acide, un niveau élevé de gastrine et une gastrite antrale. 5
a 10% des patients infectés présentent une dyspepsie fonctionnelle. Enfin, 1% des patients présentent un
phénotype plus grave caractérisé par une atrophie gastrique multifocale, une métaplasie intestinale
(transformation néoplasique de cellules épithéliales gastriques en un type cellulaire ressemblant a

I'épithélium intestinal), une achlorydrie et la formation ultérieure d'un adénocarcinome gastrique et 0,1%
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des patients développent le lymphome du MALT (Tissu lymphoide associé a la muqueuse) (Mégraud,
Bessede et al. 2015).

Le cancer gastrique est considéré comme la deuxieme cause de mortalité par cancer dans le
monde apres le carcinome du poumon, avec environ 800 000 déces par an comme indiqué en février
2009 par I'Organisation mondiale de la santé (OMS, 2009). En 1994, et aprés avoir évalué plusieurs
¢tudes d’association entre le cancer gastrique et H. pylori, ’OMS a désigné cette bactériec comme agent
carcinogene bactérien de classe | (Eidt and Stolte 1995, Suerbaum and Michetti 2002, Sugiyama and
Asaka 2004).

Au Maroc, la prévalence de I’infection d’H. pylori est élevée. Selon des études marocaines, cette
prévalence est de 1’ordre de 80% (Alaoui Boukhris, Benajah et al. 2012, Alaoui Boukhris, Amarti et al.
2013).

11- 3) Interaction bactérie-héte

Les interactions entre la bactérie et la réponse de 1’hote déterminent les caractéristiques
anatomopathologiques et fonctionnelles (sécrétion acide) et le développement de pathologies
principalement digestives (ulceres gastroduodénaux et néoplasies gastriques), mais dont I’expression

peut étre aussi extra-digestive (déficit en fer et en vitamine B12).

a) Facteurs de virulences majeurs

Comme plusieurs microorganismes unicellulaires, H. pylori contient plusieurs facteurs de
virulence nécessaires a sa survie au niveau de I’estomac et au maintien de 1’infection. Ces facteurs de
virulence sont groupés en trois catégories et sont reportés associés a la sévérite et au developpement des
pathologies gastrique allant d’une simple gastrite chronique jusqu’au cancer (Tableau 2) (Knorr, Ricci
et al. 2019).

Tableau 2 : Les trois catégories de facteurs de virulence de H. pylori et leurs fonctions (Chang,
Yeh et al. 2018).

Les trois catégories de facteurs de virulence Fonctions biologiques ou maladies associées

Colonisation Fonctions biologiques
Urease Neutralise I'acide gastrique
Flagelle et systéeme de chimiotaxie Mouvement bactérien vers la surface épithéliale
Adhésines Adhérence aux cellules épithéliales gastriques
e BabA
e SabA

e Lewis antigens
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e OipA

Evasion immunitaire

Fonctions biologiques

LPS et Flagelle

CagA et T4ASS

VacA

Gamma-glutamyl transpeptidase

Cholesterol-a-glucosyltransferase
Catalase Superoxide dismutase
Arginase

Induction de la maladie

Faible immunogénicité

Mimétisme moléculaire

Induire une réponse anti-inflammatoire
Supprimer la phagocytose

Diminuer les peptides antimicrobiens
Induction tolérogene d’une cellule dendritique
Reéponse des cellules T effectrices en bloc
Supprimer la phagocytose

Induction tolérogene d’une cellule dendritique
Réponse des cellules T effectrices en bloc
Supprimer la phagocytose

Induction tolérogene une cellule dendritique
Réponse des cellules T effectrices en bloc
Supprimer la phagocytose

Supprimer les ROS et NO

Supprimer les ROS et NO

Reéponse des cellules T effectrices en bloc

Maladies associées

CagA & T4SS
VacA

BabA

HtrA

DupA

IceA

OipA

Adénocarcinome gastrique, MALToma & PUD
Adénocarcinome gastrique & PUD
Adénocarcinome gastrique & PUD
Adénocarcinome gastrique

L'ulcére duodénal

PUD

PUD

b) Colonisation de I’estomac par H. pylori

H. pylori arrive a I'estomac par ingestion. Cependant, 1’estomac est un environnement hostile,
constitué essentiellement d'un bain d'acide contenant des enzymes digestives, ce qui rend difficile la
survie d’un organisme sans étre digéré vivant. En effet, bien que H. pylori habite 1’estomac, il préfere
nettement les régions les moins acides. Dans les conditions normales, I'antre de I’estomac est la région
la moins concentrée en acide par rapport au corps et il représente souvent le site de colonisation par H.
pylori chez les personnes infectées (Lee, Dixon et al. 1995). Dans des circonstances normales, le corps
de I'estomac (trop acide) est hostile pour le développement (ou multiplication) de la bactérie. De plus,
les enfants ayant moins d'acidité gastrique que les adultes, s’infectent facilement suggérant en outre que
I'acidité gastrique est une barriére a la croissance de H. pylori (Waldum, Kleveland et al. 2016).

L’intolérance de H. pylori a I’acide I’a conduit a occuper une niche unique dans 1’estomac. Plutdt que
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de vivre dans la lumiére de l'estomac, ou les concentrations d'acide sont élevées, H. pylori vit
profondément dans la couche de mucus (liquide épais et visqueux composé de glycoprotéines qui
neutralisent efficacement ’acide présent dans 1’environnement au voisinage de la paroi de 1’estomac)
adjacent a la muqueuse gastrique. Ce tampon protege le tissu gastrique de ses propres sécrétions d'acide
et constitue donc un habitat extrémement commode pour cette bactérie (Hazell, Lee et al. 1986, Tricottet,
Bruneval et al. 1986).

La plupart des bactéries sont incapables de coloniser cette couche a cause de la viscosité de la
mucine. Cependant, H. pylori est équipé d'une touffe composée de quatre a sept structures en forme de
fouet (Figure 4) (appelées flagelles ; singulier = flagellum) qui battent en arriere, la propulsant vers
I'avant et lui permettant de nager dans des environnements liquides. Ceci, combiné a sa forme en tire-
bouchon, permet a H. pylori de s'enfouir profondément dans la couche de mucus de I'estomac, échappant
ainsi a l'acidité de la lumiére gastrique (Gu 2017). H. pylori produit également une protéine ; la
collagénase qui I’aide a pénétrer dans la couche de mucine. Cette protéine digére ou liquéfie
partiellement la mucine, réduisant ainsi sa viscosité et permettant a la bactérie de se déplacer plus
librement. H. pylori est tres efficace pour localiser et coloniser la cible visée (Rahimkhani M 2019). Le
modele de mouvement présenté par H. pylori n'est pas aléatoire. Cette bactérie se déplace de maniére
dirigée vers la mucine, ce qui signifie qu’elle posséde une certaine intelligence lui permettant de «
détecter » les produits chimiques qui composent la mucine et de suivre le cheminement chimique menant
a la couche de mucus. Cependant, cette bactérie doit survivre a l'acidité de I'estomac au moins
temporairement avant d’atteindre la couche de mucine. Les systémes directs de chimiotaxie attirent H.
pylori vers certains acides aminés, le bicarbonate et le cholestérol alors que le pH acide sert de répulsif.
Ce systeme maintient la bactérie dans un milieu favorable pres de I'épithélium de surface : H. pylori
glycosyle le cholestérol de I’hdte et 1'insére dans sa membrane externe. La fonction du cholestérol
glycosylé n’est pas entiérement connue, mais lorsque H. pylori manque de cholestérol, elle devient plus
sensible au stress environnemental. De ce fait en modifiant la composition de son espace périplasmique,
elle forme une bulle autour d’elle créant une zone tampon entre le monde extérieur et ses organites

(McGee, George et al. 2011, Wang, Cheng et al. 2012).
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Figure 4 : Structure de H. pylori. (http://www.medexpert.sg/en/medical-

specialities/gastroenterology/helicobacter-pylori-infection/)

H. pylori se protége contre 1’agressivité de I’acide en produisant une enzyme appelée « uréase »
qui convertit I'urée, produit sécrété par les cellules de I'estomac, en ammoniac et en dioxyde de carbone.
L'ammoniac est une substance faiblement basique qui neutralise I'acidité de I'estomac autour de la
bactérie (Dunn and Phadnis 1998, Waskito, Salama et al. 2018). En outre, H. pylori produit une autre
enzyme, l'anhydrase alpha-carbonique (a-CA), qui contribue également a ce processus de
désacidification. Dans ce sens, 1'a-CA agit avec I'uréase en convertissant le dioxyde de carbone produit
par l'uréase en bicarbonate (un compose similaire au bicarbonate de soude), faiblement basique et qui
neutralise 1’acidité de I’estomac. L'importance de ces enzymes a ¢ét¢ démontrée par des études menées
sur des souches de H. pylori dépourvues d'uréase ou d'a-CA : Les souches uréase négatives ont été
particulierement inefficaces pour coloniser I'estomac et incapables de provoquer des ulceres chez les
animaux de laboratoire. Des effets similaires ont été obtenus par ’administration de composés inhibant
l'enzyme uréase. De méme, des études menées avec des souches dépourvues d'a-CA ont démontré que
les mutants étaient beaucoup moins tolérants aux acides que les souches contenant I'a-CA (Bury-Monég,
Mendz et al. 2008).

Le mucus est en constant renouvellement a I'intérieur de I'estomac, et les bactéries doivent répéter
cette étape de colonisation et creuser dans le mucus nouvellement formé chaque fois que la couche de
mucus est libérée de la paroi de I'estomac. Une fois que ’infection est établie, H. pylori a besoin
uniquement de certaines de ces mesures d’adaptation a I’acide, ce qui suggere que le maintien de
I’infection par H. pylori est plus compliqué. Aprés la colonisation, par exemple, le besoin en uréase
diminue, méme si la bactérie continue a en produire en grande quantité. L'expression de l'uréase n'est
pas liée au maintien de I'infection ou aux pathologies associées : Les produits chimiques qui inhibent

l'activité de ’uréase ne guérissent pas I'infection a H. pylori, et ne préviennent pas la formation d'ulceres.
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Ceci suggere que l'enzyme uréase a pour fonction principale de protéger la bactérie jusqu'a la
colonisation de la couche de mucus de I'estomac (Fleming 2007 ). On ignore si ce mécanisme adaptatif
est active ou désactivé lors de la libération de la couche de mucus.

Le détournement de I’acide n’est qu’un moyen par lequel H. pylori conserve son ancrage dans
I’estomac. Sans aucun autre moyen de se fixer au tissu, l'organisme serait emporté dans le duodénum
chaque fois que la couche de mucus serait perdue (une situation qui se produit chez les individus infectés,
étant donné que le duodénum est un site majeur de formation d'ulcére par H. pylori). Pour prévenir son
détachement, H. pylori produit d’autres types de protéines d’adhésion appelées adhésines. Ces protéines
adherent a des lipides et glucides spécifiques normalement présents a la surface des cellules tapissant
I'estomac, empéchant ainsi de déloger la bactérie par des actions mécaniques de I'estomac (brassage des
aliments ou perte de la couche de mucus). Un grand nombre de genes d'adhésines ont été identifié chez
H. pylori : des souches expérimentales de H. pylori dans lesquelles ces génes ont été inactivés ont
démontré que ces genes sont essentiels a la survie de la bactérie. Les protéines d’adhésions sont
exprimées sur la membrane externe de la bactérie et servent d’ancrage pour fixer I’organisme a la surface
de I’estomac. Leur interaction avec les molécules des cellules de I'estomac ressemble au velcro quand
les deux molécules (une a la surface de la bactérie et une sur la cellule muqueuse de I'estomac) se collent
étroitement en s’adhérant physiquement l'une a l'autre. Ces interactions sont trés spécifiques ; toute
adhésine exprimée sur la surface de H. pylori n’a d’affinité que pour une molécule spécifique a la surface
externe de la cellule de I’estomac (Evans, Evans et al. 1988, Doig, Austin et al. 1992, Piotrowski, Majka
et al. 1994, Huesca, Borgia et al. 1996, Namavar, Sparrius et al. 1998, Odenbreit, Till et al. 1999, Peck,
Ortkamp et al. 1999, Edwards, Monteiro et al. 2000). Bien que les adhésines puissent étre bénéfiques
pour H. pylori, certaines de ces adhésines endommagent la muqueuse de I'estomac. BabA, une adhésine,
est particulierement remarquable en raison de son role dans la formation des ulcéres. BabA reconnait
une protéine modifiée par le polysaccharide présent a la surface des cellules de la muqueuse, appelée
antigene de Lewis b. Cet antigéne est présent dans une grande variété de cellules, en particulier les
cellules caliciformes et les cellules sanguines. L’attachement de H. pylori a I’antigéne Lewis b augmente
la réponse immunitaire, ce qui entraine la formation d’anticorps dirigés contre les cellules pariétales de
I’estomac (réponse auto-immune) ; cela endommage les tissus de I'estomac et réduits les cellules
pariétales. Bien que toutes les souches de H. pylori n'expriment pas la protéine BabA, cette protéine
BabA est associée a la séverité des pathologies dues a H. pylori (Borén, Falk et al. 1993, Falk, Roth et
al. 1993, Falk, Bry et al. 1995, Ilver, Arngvist et al. 1998).

Une fois que H. pylori est attachée aux cellules épithéliales, I'organisme fabrique d'autres
produits ayant des conséquences plus graves sur le tissu. Certaines, mais pas toutes les souches de H.
pylori, expriment une protéine appelée CagA (géne A associé a la cytotoxine) codé par 1’ilot de

pathogénicite cag (cag PAI). Il est suggéré que le cag PAI a été inséré dans le génome de H. pylori par
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transfert horizontal d’une autre espéce apres la spéciation, tot au cours de 1’évolution de 1’espece
(Gressmann, Linz et al. 2005, Olbermann, Josenhans et al. 2010). Les souches qui expriment cette
protéine sont fortement associées au développement de maladies telles que les ulcéres et le cancer de
I'estomac. La bactérie injecte directement cette protéine dans les cellules épithéliales a I'aide d'une
structure bactérienne ressemblant a une seringue appelée systeme de sécrétion de type 4 qui lui aussi est
codé par cag PAI (Hatakeyama 2017). Les travaux de Wiedemann en 2009 ont permis de mieux préciser
le réle du T4SS dans I’évolution de la maladie gastro-duodénale en utilisant un modele animal (gerbille)
sur une longue période (2-64 semaines) (Wiedemann, Loell et al. 2009). Le T4SS est essentiel pour
I’induction d’une inflammation précoce et séveére du corps de I’estomac, caractérisée par une
augmentation de 1’expression de cytokines pro-inflammatoires ainsi que des changements histologiques
avec la survenue d’une atrophie gastrique et d’une métaplasie intestinale (de Brito, da Silva et al. 2019).
En occident, de nombreuses études ont montré une corrélation entre une infection par des bactéries
possédant un cag PAI fonctionnel et la survenue d’ulcéres peptiques ou de cancer gastrique (Huang,
Zheng et al. 2003). Aprés sa translocation, CagA peut avoir un effet sur les cellules sous sa forme
phosphorylée et non phosphorylée. CagA est phosphorylée sur des résidus tyrosines présents au niveau
de motifs Glu-Pro-lle-Tyr-Ala (EPIYA) a I’extrémité C-terminale de la protéine, par des kinases
cellulaires de la famille Src et Abl (Higashi, Tsutsumi et al. 2002). Selon la séquence peptidique
entourant le motif EPIYA, quatre types de segments ont été definis, EPIYA-A, EPIYA-B, EPIYA-C et
EPIYA-D. Les segments EPIYA-A et EPIYA-B sont toujours présents quel que soit I’origine
géographique des patients chez qui les souches ont été isolées. Le segment EPI'Y A-C est caractéristique
des souches d’Afrique, d’Amérique et d’Europe « Western CagA » tandis que le motif EPIYA-D est
présent quasiment uniquement chez les souches isolées de patients vivant dans 1’est de 1’Asie « East
Asian CagA » (Hatakeyama 2009).

CagA sous sa forme phosphorylée (CagA-P) interagit avec des facteurs de 1’hdte contenant un
domaine SH2 (Src homology 2) comme la tyrosine phosphatase SHP-2, la tyrosine kinase Csk et la
protéine adaptatrice Crk (Higashi, Tsutsumi et al. 2002, Tsutsumi, Higashi et al. 2003, Suzuki,
Nishizawa et al. 2005). La combinaison de ces trois facteurs est responsable de remaniement du
cytosquelette et d’une augmentation de la mobilité cellulaire. Sous forme non phosphorylée, CagA peut
aussi induire des réponses cellulaires de 1’hdte telles qu’une perturbation des jonctions serrées et
d’adhésion, une perte de polarité cellulaire, une activité mitogéne et pro-inflammatoire (Backert and
Selbach 2008). CagA s’associe avec ZO (zonula occludens-1) et JAM (junctional adhesion molecule) et
altere I’organisation et la fonction des jonctions serrées (Amieva, Vogelmann et al. 2003). De plus, CagA
inhibe ’activité kinase de la partitioning-defective 1 (PAR1), membre de la famille des « microtubules
affinity regulating kinases » (MARK), entrainant une perturbation des jonctions serrées et de la polarité
cellulaire des cellules épithéliales (Saadat, Higashi et al. 2007, Umeda, Murata-Kamiya et al. 2009). La
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formation du complexe CagA/PAR1 augmente la stabilité de la protéine CagA dans la cellule épithéliale
(Ishikawa, Ohta et al. 2009). CagA interagit également avec la protéine d’adhésion intercellulaire E-
cadhérine, détériorant le complexe E-cadhérine—béta-caténine et activant de fagcon aberrante la béta-
caténine (Murata-Kamiya, Kurashima et al. 2007, Kurashima, Murata-Kamiya et al. 2008). La
conséquence de I’ensemble de ces processus est une déstabilisation de 1’épithélium gastrique qui
contribue potentiellement au processus carcinogene de H. pylori in vivo. Récemment, Lamb et al. ont
démontré que CagA s’associait physiquement a la protéine kinase TAK1 (Transforming growth factor
B Activated Kinase 1), entrainant 1’activation de TAK1 par ubiquitination en Lys63 médiée par la
protéine TRAF6 (Tumour necrosis factor Receptor-Associated Factor 6) conduisant a I’activation du
facteur de transcription nucléaire kappa B (NF-«B), qui active & son tour la transcription des génes
codant pour les cytokines inflammatoires (Lamb, Yang et al. 2009). De fagon intéressante, 1’inoculation
intragastrique de CAPE (caffeic acid phenetyl ester), un inhibiteur du NF-xB, a des gerbilles infectées
par H. pylori, diminuait significativement I’infiltration inflammatoire de la muqueuse gastrique et le
relargage de médiateurs de I’inflammation (Toyoda, Tsukamoto et al. 2009). En détruisant les jonctions
serrées, H. pylori obtient les nutriments tels que les protéines et les polysaccharides dont elle a besoin
pour sa croissance et sa survie. Cependant, cela détruit lI'architecture du tissu et endommage la couche
protectrice du tissu gastrique.

H. pylori posséde une autre protéine VacA associe a la formation d'ulcéres. Cette protéine a un
mécanisme par lequel H. pylori peut accéder a des nutriments qui seraient autrement indisponibles
(Chmiela and Kupcinskas 2019). Le VacA est libéré a I'extérieur de la bactérie puis se lie a la membrane
externe d'une cellule de I'estomac : il forme soit des pores a travers lesquels les nutriments peuvent fuir,
soit de grandes structures en forme de vacuoles a l'intérieur de la cellule. Ces vacuoles peuvent également
contenir un certain nombre de substances utiles pour la bactérie, telles que des protéines, des
polysaccharides, des ions et des sels. VacA peut également former des vacuoles a l'intérieur de la
mitochondrie : VacA s'insére dans la membrane mitochondriale, ce qui provoque le déversement du
contenu de la mitochondrie et la destruction de la cellule (McClain, Beckett et al. 2017). Cette
destruction cellulaire alerte le systéme immunitaire et des messagers chimiques, appelés cytokines,
produits par des cellules infectées et entraine une infiltration de cellules immunitaires dans le tissu

provoquant une inflammation appelée gastrite (Blaser, Backert et al. 2019).

1) Pathologies gastriques associées a I’infection par H. pylori

L'infection chronique a H. pylori est fortement associée a plusieurs pathologies gastriques
notamment la gastrite active chronique, l'ulcére peptique, I'adénocarcinome gastrique et le lymphome

du tissu lymphoide associé aux muqueuses (lymphome MALT). Un modeéle de cascade précancéreuse a
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été propose en 1992 par Correa et Blanca décrivant que la gastrite superficielle représente le point de
départ du processus cancéreux (Correa 1992). Cette gastrite est suivie d’une atrophie multifocale, une
métaplasie intestinale de type incomplet, une dysplasie de bas grade, une dysplasie de haut grade jusqu’a
I’apparition de I’adénocarcinome invasif. L'adénocarcinome gastrique est le plus important en terme de
mortalité. Des méta-analyses suggérent que le risque relatif a developper un cancer gastrique est de deux
a trois fois plus élevé chez les personnes infectées par H. pylori que chez des personnes non infectées
(Danesh 1999, 2001). La compréhension de ces différentes pathologies est cruciale et permettra aux
scientifiques chercheurs d’élaborer des nouvelles stratégies préventives pour le contrle de cette

infection.

I11- 1) Gastrites aigué et chronique

La gastrite est la premiere conséquence de I'infection par H. pylori. Elle est caractérisée par une
inflammation de la muqueuse gastrique. Chez les individus indemnes, la muqueuse gastrique contient
un faible amont de cellules inflammatoires mononuclées. La gastrite aigué est caractérisée par une
infiltration massive de polynucléaires neutrophiles (aussi dite activité de la gastrite) et des leucocytes
mononuclés dans la lamina propria (témoignant de la chronicité de la gastrite). L’infiltration accrue de
ces cellules inflammatoires provoque des micro-abces (collections de neutrophiles dans la lumiere
glandulaire ou fovéolaire) (Bacha, Walha et al. 2018). L’inflammation ainsi que la persistance de la
bactérie sont des facteurs importants dans le passage de la gastrite aigué vers une gastrite chronique
(Kusters, van Vliet et al. 2006). A ce stade, une forte corrélation existe entre le niveau de sécrétion
d’acide, la distribution de la gastrite et 1’évolution vers 1’ulcére ou le cancer (Rugge and Genta 2005).
La gastrite touchant 1’ensemble de I’estomac (pangastrite) est généralement associée a une
hypochlorhydrie et peut évoluer vers une atrophie puis un cancer gastrique. La gastrite touchant I’antre
de I’estomac est généralement associée a une forte sécrétion d’acide (hyperchlorhydrie) qui méne par la
suite a I’apparition d’ulceres gastriques ou duodénaux. Une autre caractéristique de la gastrite chronique

associéee a H. pylori est la présence d'agrégats lymphoides a centres germinaux (Atherton 2006).

I11- 2) Ulceres peptiques
Les ulceres gastriques et duodénaux se caractérisent par des lésions d’au moins 0.5 cm de
diametre pénétrant jusqu’a la couche musculaire.

L’ulcere gastrique est localisé vers I’antre, plus précisément dans la région de transition entre le

corps de D’estomac et D’antre. L’ulcére gastrique résulte d’une pangastrite associée a une
normochlorhydrie ou une hypochlorhydrie (Atherton 2006).

L’ulcére duodénal est localisé au niveau du bulbe duodénal qui est le plus exposé a 1’acidité
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gastrique. La gastrite a prédominance antrale associée a une hyperchlorhydrie entraine le développement
de I'ulcére duodénal (Atherton 2006). Les patients atteints d’ulcére duodénal présentent des scores
d’inflammation trés élevés, des niveaux élevés de gastrine et d’acidité (el-Omar, Penman et al. 1995, el-
Omar, Penman et al. 1995).

L'ulcération induite par H. pylori survient dans le contexte d'une gastrite superficielle chronique
préexistante. En dehors de la réponse immune contre la colonisation de la muqueuse gastrique par H.
pylori, la bactérie en elle-méme provoque plusieurs dégats au niveau de I’estomac par ces deux facteurs
de virulences ; CagA et VacA. Ces facteurs de virulence, induisent une destruction de l'architecture du
tissu et endommage la couche protectrice de I’estomac (Nejati, Karkhah et al. 2018). Les cytokines
(chimiokine) inflammatoires ainsi produites accentuent ce dommage sans pour autant éliminer la
bactérie. Ces cycles de colonisation et d'inflammation répétée entrainent la perte des cellules de la
muqueuse qui devient atrophique et caractérisée par une réduction des cellules caliciformes sécrétrice
du mucus gastrique. Il en résulte une zone affaiblie dans la couche épithéliale protectrice de la muqueuse
qui permet & l'acide gastrique et aux enzymes digestives de pénétrer dans la muqueuse située sous les
cellules épithéliales. L'acide et les enzymes irritent et dégradent la membrane de soutien sous la couche
épithéliale des muqueuses et provoquent la formation d'une plaie ouverte appelé ; un ulcére (Fleming
2007 ). Les personnes colonisées avec H. pylori présentent un risque 6 a 8 fois plus élevé de contracter
les ulceres gastroduodénaux par rapport aux personnes non infectés (Li, Zou et al. 2010). La réduction
de l'incidence de Il'infection a H. pylori est associée avec une réduction des ulceres gastroduodénaux
(Groenen, Kuipers et al. 2009).

111-3) Atrophie gastrique (Perte de glandes gastriques)

Les foyers d'atrophie sont présents dans la muqueuse de I'antre, du corps gastrique et leur
extension progresse avec le temps. Habituellement, il résulte d'un processus inflammatoire prolongé et
a tendance a étre multifocal, donnant naissance a ce que I'on appelle la gastrite atrophique multifocale
(Correa and Piazuelo 2012). Une muqueuse atrophique est caractérisée par la perte de ses glandes et
donc la perte des cellules spécialisées. Cette perte de glandes peut étre suivie d’une fibrose de la lamina
propria et a des complications importantes sur la fonction gastrique ; I'nypochlorhydrie étant I'une des
plus reconnues. Dans cet état, la perte de production d'acide et I'augmentation du pH gastrique ont des
effets sur I'absorption des nutriments (comme le fer) et sur le microbiome gastrique (Parsons, ljaz et al.
2017) . La perte de tissu glandulaire normal est la premiére étape reconnaissable spécifique de la cascade

précancereuse (Correa and Piazuelo 2012).
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111-4) Métaplasie Intestinale

La métaplasie intestinale est considérée comme le stade avancé de I’atrophie. Elle est caractérisée
par une transformation phénotypique des cellules de la muqueuse gastrique en cellules intestinales
(Correa and Piazuelo 2012). Cette transformation survient aprés un long processus d’inflammation
chronique de la muqueuse gastrique. Les foyers de métaplasie intestinale s’amplifient au cours du temps
et augmentent considérablement le risque de cancer gastrique en fonction de la sévérité de 1’atrophie
(EI-Omar, Oien et al. 1997). La métaplasie est histologiquement classée en deux types : métaplasie
intestinale compléte et métaplasie intestinale incompléte.

La meétaplasie intestinale compléte ressemble a I'épithélium de I'intestin gréle avec des cellules
caliciformes, des cellules de Paneth, des entérocytes éosinophiles et une bordure en brosse (Jass and
Filipe 1979). Elle est associée a la perte de marqueurs de la mucine gastriqgue (MUC1, MUC5AC,
MUCS6) et a I'expression de la mucine sialique intestinale, MUC2 (Reis, David et al. 1999). Une
métaplasie intestinale incompléte ressemble plus étroitement a I'épithélium du gros intestin avec des
cellules cylindriques ressemblant a des cellules fovéolaires gastriques et elle est dépourvue de cellules
absorbantes. Elle maintient I'expression des marqueurs de la mucine gastriqgue (MUC1, MUC5AC,
MUCS6) généralement associée a un gain de MUC2 (Reis, David et al. 1999).

Dans le contexte d'une infection a H. pylori a long terme, la métaplasie intestinale se développe
probablement en tant que Iésion adaptative et protectrice (Giroux and Rustgi 2017). De nombreux
travaux ont été menés pour déterminer comment une infection par H. pylori conduisait a une métaplasie
intestinale avec un certain nombre de genes impliqués, notamment SOX2 et CDX2 (Mutoh, Sakurai et
al. 2004, Mutoh, Sakurai et al. 2004). SOX2 est un facteur de transcription impliqué dans la
différenciation gastrique qui régule négativement la différenciation intestinale, tandis que CDX2 est un
facteur clé de transcription intestinale impliqué dans I'établissement et le maintien de la métaplasie
intestinale. SOX2 et CDX2 semblent étre inversement régulés par H. pylori (Camilo, Barros et al. 2012).
Il a été démontré que la métaplasie intestinale compléte est principalement négative pour SOX2 et
incompléte principalement positive pour SOX2 (Camilo, Garrido et al. 2015). De plus, I'expression de
CDX2 est également induite en partie par un mécanisme dépendant de NF-«B suite a I’infection par H.

pylori (Asano, Imatani et al. 2016).

I11-5) Cancer gastrique et lymphome du MALT

Prés d’un million de cas de cancer gastrique sont diagnostiqués chaque année, faisant de cette
maladie le quatriéme cancer le plus répandu dans le monde. Il s’agit de la deuxieéme cause de mortalité
liee au cancer et environ 700 000 personnes succombent chaque année a un adénocarcinome gastrique

(Parkin, Bray et al. 2005). Dans certaines régions du monde, le cancer gastrique est la tumeur maligne
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la plus répandue, et au Japon, l'incidence du cancer gastrique est pres de 10 fois supérieure a celle
observée aux Etats-Unis. Le diagnostic de cancer gastrique est retardé car les stades précoces sont
généralement asymptomatiques ou associes a des symptdmes non spécifiques tels que la dyspepsie.
Généralement les patients sont diagnostiqués apres que le cancer a envahi la musculeuse muqueuse.

Histologiquement, deux types de carcinomes gastriques ont été identifiés : le cancer gastrique de
type diffus qui consiste en une infiltration individuelle de cellules néoplasiques ne formant pas de
structures glandulaires et l'adénocarcinome de type intestinal qui progresse par une serie d'étapes
histologiques bien définies et qui a été décrit pour la premiere fois en 1975 par Correa (Correa, Haenszel
et al. 1975).

L'adénocarcinome de type intestinal est provoqué par la transition d’une muqueuse normale a
une gastrite chronique suivie par une cascade précancereuse. Cette forme de cancer gastrique touche les
hommes deux fois plus souvent que les femmes et survient chez les hommes de 50,4 ans en moyenne et
de 47,7 ans en moyenne chez les femmes (Hatakeyama 2004, Correa and Houghton 2007). L’infection
du fundus par H. pylori prédispose les personnes au cancer gastrique, ce qui serait en partie d0 a une
diminution de la sécrétion d'acide. En revanche, l'infection de l'antre gastrique est associée d’une part a
I’augmentation de la production d'acide et prédispose les individus a I'ulcére duodénal et de ’autre part
a une diminution du risque de cancer gastrique (Atherton 2006).

Outre I'adénocarcinome gastrique, il existe d'autres cancers associés a l'infection a H. pylori. Le
plus important d'entre eux est le lymphome du MALT, qui est une tumeur du tissu lymphoide associé
aux mugqueuses. Il consiste essentiellement en une accumulation de cellules immunitaires réparties dans
I'épithélium de I'estomac lors d'infections a H. pylori a long terme (Salar 2019). Il semble que la
formation du lymphome du MALT associé a H. pylori se produit de maniere similaire a celle de
I'adénocarcinome gastrique. Tout comme la formation d'adénocarcinomes, la présence de la bactérie
entraine une inflammation a long terme du tissu. Cette inflammation entraine des modifications des
lymphocytes résidents (cellules T ou B principalement) et modifie I'équilibre entre la division cellulaire
et I'apoptose, de sorte que les lymphocytes s’accumulent fortement et anormalement a certains endroits.
Ces concentrations élevées de lymphocytes déplacent les cellules normales, provoguant des zones de
tissu anormal a fonction réduite. Une augmentation de I'expression d'oncogenes, qui favorisent la
croissance cellulaire et une apoptose réduite ont été reporté dans des échantillons prélevés chez des

patients atteints de cette affection (Sagaert, Van Cutsem et al. 2010).

IVV) Réponse immunitaire contre H. pylori

L'infection a H. pylori est particuliere a de nombreux égards. La bactérie entraine constamment

une inflammation de la muqueuse gastrique et n'est généralement pas éliminée par les mécanismes de
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défense immunitaire. Cette réponse immunitaire est une épée a double tranchant: elle combat I'infection
et elle entraine des lésions variables qui évoluent de la simple gastrite chronique au cancer ou au
lymphome gastrique comme nous 1’avons vu dans le chapitre précédent. Cette évolution de I’infection
est dépendante de plusieurs paramétres comme la souche bactérienne et /ou la réponse immunitaire de
I’hote. Plusieurs études ont montré la capacité de cette bactérie a envahir les cellules épithéliales in vitro
et in vivo chez I’homme, la souris et le singe (Amieva, Salama et al. 2002, Semino-Mora, Doi et al. 2003,
Oh, Karam et al. 2005, Chu, Wang et al. 2010). Elle peut aussi entrer en contact direct avec les cellules
immunitaires de la lamina propria dans la majorité des cas de gastrite et de cancer gastrique (Moese,
Selbach et al. 2004).

L’infection par H. pylori induit chez 1’hdte, I’activation des réponses immunitaires innée et
acquise. L’ immunité innée est la premiére ligne de défense vis-a-vis des agents infectieux et pathogenes.
L’immunité adaptative, grace aux cellules spécifiques, est dotée de mémoire et vient compléter et activer
I’immunité innée. Plusieurs médiateurs solubles comme les chimiokines, et les cytokines sont impliqués

dans la modulation de ces réponses innée et adaptatives.

IV- 1- Immunité innée
a) Généralités

L'immunité innée est une réponse collective de plusieurs acteurs immunitaires, réagissant
rapidement lors d'une infection microbienne dans le but de I’éliminer. Elle utilise une composante
cellulaire et une humorale. L’immunité innée est induite par un signal de danger émis suite a I’interaction
spécifique entre des récepteurs appelés PRRs (Pattern Recognition Receptors) et des molécules du non-
soi appelées PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns) présent au niveau des microorganismes

qu’ils soient pathogénes ou non pathogenes (Kubelkova and Macela 2019).

Les PRRs sont des récepteurs trés conservés entre les espéces, dont les génes ne sont pas
polymorphes. Ces récepteurs sont exprimés au niveau de différentes cellules : les macrophages, les
cellules dendritiques (CD), les cellules NK (Natural Killer), les polynucléaires, les mastocytes et les
cellules residentes (fibroblastes, cellules musculaires cellules épithéliales...). Les mammiferes
posseédent plusieurs classes distinctes de PRR, notamment les récepteurs de type Toll (TLRs), les
récepteurs de type RIG-1 (RLRs), les récepteurs de type Nod (NLRs), les récepteurs de type AIM2
(ALRS), les récepteurs de type C -lectine (CLRs) et des capteurs d'ADN intracellulaires tels que cGAS
(Brubaker, Bonham et al. 2015) (Tableau 3).

Parmi les PRRs, les TLRs et les NLRs sont les récepteurs de I’'immunité innée les plus impliqués
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dans la reconnaissance d’H. pylori et sont de ce fait les plus étudiés.

Les récepteurs de I’'immunité innée TLR (Toll-like receptors) sont parmi les acteurs potentiels
qui conduisent a la production de cytokines pro-inflammatoires suite a leurs interactions avec H. pylori.
Le contact bactérien avec les monocytes et d'autres cellules présentatrices d’antigenes (CPA) entraine la
sécretion de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a, I'IL-1B, I'IL-8, I’'IL-18 et I’IL-6.
L'infection par H. pylori a été associée a une augmentation des taux de ces cytokines, qui agissent a leur
tour comme agents chimioattractants locaux, induisant une infiltration granulocytaire au site de
I’infection (Crabtree 1996).

Les NLR les plus étudiés au cours de l'infection a H. pylori sont NOD1 et NOD2, qui sont
exprimes dans les cellules épitheliales et les cellules présentatrices d'antigénes, et sont connus pour
reconnaitre spécifiguement les peptides dérivés de peptidoglycanes (acide vy-D-glutamyl-

mésodiaminopimélique et muramyl dipeptide, respectivement) (Philpott and Girardin 2010).

Tableau 3 : Les différents PRRs et leurs ligands respectifs (Kawashima, Tanigawa et al. 2011).

PRR Localisation Ligands respectifs

TLR

TLR1/TLR2 Membrane cytoplasmique Peptidoglycane, triacyl lipoprotéine, acide lipotéichoique
(Bactéries a Gram positif)

TLR3 Endolysosome dsRNA (Réovirus, Poly IC)

TLR4 Membrane cytoplasmique LPS (Bactéries Gram-négatives)

TLR5 Membrane cytoplasmique Flagelline (Bactéries flagellées)

TLR6/TLR2 Membrane cytoplasmique Diacy!l lipoprotéine (Mycobactéries)

TLRY7 (Souris), TLR8 (Humain) | Membrane cytoplasmique ARNs (Virus de la grippe, virus de la stomatite
vésiculaire), composants antivirals (imiquimod)
TLR9 Endolysosome ADN bactérien (ADN CpG non méthylé), Hémozoine
(Plasmodium falciparum)

TLR10 Endolysosome

TLR11 Endolysosome Molécule de type profiline (Toxoplasma gondii,
Membrane cytoplasmique Plasmodium falciparum)

NLR

NOD1 Cytoplasme Muramyl tripeptide (Bactéries a Gram négatif)

NOD2 Cytoplasme Muramyl dipeptide (Bactéries a Gram positif)

RLR

RIG-I Cytoplasme Court dsRNA, 5 triphosphate dsSRNA (Paramyxovirus)

MDAS5 Cytoplasme Long dsRNA (Picornavirus, réovirus, PolylC)

LGP2 Cytoplasme

CLR

Dectin-1 Membrane cytoplasmique Champignons

Dectin-2 Membrane cytoplasmique Champignons
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Récepteurs d’ADN
AIM2

Histone H2B
IFI16

Ku70
LFRIP1

RIG-I
ZBP1

Cytoplasme

Cytoplasme
Cytoplasme
Cytoplasme
Cytoplasme

Cytoplasme
Cytoplasme

ADNdb (Virus de la vaccine, ADN du thymus de veau,
PolydAdT)

ADNdb (Adénovirus, ADN génomique, PolydAdT)
ADNdb (Virus de la vaccine, PolydAdT)

ADNsb, ADNdb (ADN plasmidique)

ADNdb (Virus de la stomatite vésiculaire, Listeria
monocytogenes)

ADNdb (Virus de I'herpés simplex-1, PolydAdT)

ADNdb (Virus de la vaccine, ADN stimulateur de I'lFN)

b) Récepteurs de ’immunité innée (PRRS) : Cas des TLRs et des NLRs

Les TLRs sont des PRRs caractérises par un domaine extracellulaire riche en leucine (LRR :

Leucine Riche Repeat) impliqué dans la reconnaissance du ligand, une région transmembranaire suivie

par un domaine de signalisation cytoplasmique, le domaine TIR (Toll/IL-1 receptors), homologue au

récepteur de I'lL-1 responsable de la transduction du signal (Figure 5) (Brubaker, Bonham et al. 2015).

10 TLRs ont été identifiés chez I’homme et 13 chez la souris : ils sont divisés en deux groupes

selon leur localisation cellulaire et les PAMPs qu’ils reconnaissent. Le premier groupe est composé du :
TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 et TLR11 qui sont exprimés a la surface cellulaire et reconnaissent

principalement les composantes des membranes microbiennes comme les lipides, les lipoprotéines et les

protéines. Le deuxiéme groupe est composé du TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9 que 1’on trouve exprimés

a la surface des compartiments endosomaux ou ils reconnaissent les acides nucléiques des

microorganismes (Kawai and Akira 2010, Takeuchi and Akira 2010).
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Figure 5 : Différents domaines caractéristiques de la structure des TLRs. (Georgel and Bahram 2006)

De nombreuses études sur les réponses immunitaires innées vis a vis de H. pylori dans les cellules
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épithéliales se sont concentrees sur le TLR4 specifique au LPS (lipopolysaccharide) des bactéries a Gram
négatif. Cependant, des lignées de cellules épithéliales gastriques ne répondaient pas au LPS de H.
pylori, méme lorsque des concentrations relativement élevées de cette endotoxine avaient été ajoutées
aux cellules (Backhed, Rokbi et al. 2003). En accord avec cet effet, 1’utilisation d’un anticorps bloquant
le TLR4 dans les cellules AGS « Adenocarcinoma of the stomach » n'a pas bloqué la sécrétion de I’IL-
8 ; la cytokine pro-inflammatoire induite par H. pylori (Su, Ceponis et al. 2003). Cependant, Ishihara et
al. ont attribué @ TLR4 un réle dans la reconnaissance du LPS de H. pylori (Ishihara, Rumi et al. 2004).
Par ailleurs, Il a été rapporté que deux autres TLRs, TLR2 et TLRS5, participaient activement dans la
réponse immunitaire innée contre les bactéries Gram négatif en reconnaissant respectivement les
lipoprotéines et la flagelline. La signalisation via ces deux TLRs a été déterminée en transfectant les
cellules HEK-293 par TLR2, TLR4 ou TLR5 puis en les infectant par H. pylori. L'infection de ces
cellules a induit une activation de NF-xkB dans les cellules transfectées avec TLR2 et TLRS5, mais pas
avec TLR4 (Smith, Mitchell et al. 2003). Cependant, d'autres groupes ont démontré que les lignées de
cellules épithéliales sensibles a la flagelline ne détectent pas la flagelline de H. pylori native ou
recombinante, ce qui suggére que la flagelline de H. pylori échappe a la reconnaissance par TLR5
(Gewirtz, Yu et al. 2004). Plusieurs études ont démontré que le contact entre H. pylori et les cellules
épithéliales gastriques entrainait une activation rapide de NF-xB, suivie d'une expression accrue de 1'IL-
8 (Sharma, Tummuru et al. 1998). La capacité de H. pylori a activer la voie NF-«B, in vitro, a également
été confirmé in vivo par la détection de NF-«B activé dans les cellules épithéliales gastriques de patients
infectés par cette bactérie ce qui explique I’expression élevée de 1’IL-8 dans la muqueuse colonisee
(Keates, Hitti et al. 1997). En plus du facteur NF-xB, des MAPK (protéine kinases activées par un
mitogéne) ont été également impliquées dans I'expression de I'lL-8 induite par H. pylori. Des études
réalisées in vitro ont montré que 1’expression du géne de 1’IL-8 apres infection par H. pylori était
dépendante de I’activation de NF-kB et de AP-1 via I’activation de MAPK, soulignant la nécessite des
interactions synergiques entre AP-1 et NF-«kB sur le promoteur de I'lL-8 et donc sur la production de

cette cytokine (Aihara, Tsuchimoto et al. 1997) (Figure 6).
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Figure 6 : Voies de signalisation en aval des TLRs conduisant a I’activation de NF-«b. (Peek, Fiske et
al. 2010).

Les récepteurs de la famille NLR se composent d'un domaine central NOD (Nucleotide-binding
Oligomerization Domain), d’une partie C-terminale riche en répétition Leucine et de la partie N-
terminale. Cette derniere est un domaine variable pouvant comprendre soit un domaine CARD, un
domaine pyrine ou un domaine BIR (Baculovirus Inhibitor of apoptosis protein Repeat) (Figure 7)
(Takeuchi and Akira 2010).

PDY NOD LRR CARD NOD LRR

CC TN

Figure 7 : Récepteurs de la famille NLR. (Takeuchi and Akira 2010).

Les NOD1 et NOD2 contiennent un domaine CARD dans leur extrémité N-terminal et
reconnaissent les composantes bactériennes via leur domaine LRR. Par interaction du domaine CARD
avec I’adaptateur RIP2/RICK (Receptor-interacting serine-threonine protein kinase-2), Ils induisent




I'activation du facteur de transcription NF-kB et par conséquent, 1’expression de cytokine pro-
inflammatoires (Keestra-Gounder and Tsolis 2017).

NODI est un récepteur de I’immunité innée prototypique de la famille des NLRs. Il est exprimeé
par les cellules présentatrices d’antigénes et les cellules épithéliales exposées aux microorganismes
(Akira, Uematsu et al. 2006, Strober, Murray et al. 2006, Watanabe, Asano et al. 2017). Il reconnait les
composantes des bactéries a Gram neégatif, particulierement le Peptidoglycane (PG), et conduit a
I’induction des mécanismes antimicrobiens de I’hdote (Kim, Lee et al. 2004, Fukazawa, Alonso et al.
2008). En 2004, Viala et al. ont montré que la défense de la muqueuse gastrique de 1’hote contre H.
pylori dépend de I'activation de NOD1 dans les cellules épithéliales gastriques (Viala, Chaput et al.
2004). Les gastroentérologues, les microbiologistes et les immunologistes ont fait de nombreux efforts
pour élucider les mécanismes moléculaires par lesquels H. pylori induit I'activation de NOD1 et les
réponses immunitaires antimicrobiennes (Watanabe, Asano et al. 2017). L’injection du PG par le SSTIV
(Systéme de sécreétion de type 4) au sein des cellules épithéliales est cruciale a la reconnaissance du PG
par NOD1. Cette reconnaissance induit deux voies différentes de signalisation qui aboutissent a la
production des peptides antimicrobiens et de chimiokines (Viala, Chaput et al. 2004, Boughan, Argent
et al. 2006).

Les défensines sont des peptides antimicrobiens qui exercent une action antimicrobienne contre
plusieurs pathogénes notamment H. pylori. Grubman et son équipe ont rapporté que la régulation de
I’expression génétique de la défensine ; hBD2, dans les cellules épithéliales gastriques est dépendante
de NOD1/cagPAIl (Grubman, Kaparakis et al. 2010). Les auteurs suggérent que I’induction de hBD2 par
NODI1 pourrait étre médiée par I’activation de NF-kB ou AP1 via les MAPKSs. De plus, H. pylori induit
I’activation de la voie de ERK (Extracellular signal-regulated kinases) via NOD1 et d’une maniére
dépendante de cag PAI (Grubman, Kaparakis et al. 2010). Par ailleurs, des auteurs, ont précédemment
rapporté que des souris déficientes en NOD1 présentent une diminution de I’expression de 1’homologue
murin de hBD2 dans la muqueuse gastrique (Boughan, Argent et al. 2006). Ensemble, ces travaux
soulignent la nécessité de cag PAI pour I’activation de NOD1 et que I’expression de la défensine dépend
de ces deux molécules.

Au cours de I’infection par H. pylori, NODI induit I’activation de la voie de signalisation ISGF3
(IFN-stimulated gene factor 3) et la production d’IFNs de type I, entrainant ainsi la génération d’une
réponse Thl protectrice. L’activation de NF-kB induite par H. pylori est indépendante de NOD1
(Watanabe, Asano et al. 2010). Une autre équipe a montré que H. pylori active NF-xB dans les lignées
épithéliales par des mécanismes dépendants de MyD88 et indépendants de NOD1 (Hirata, Ohmae et al.
2006). L’équipe de Viala et al. a également rapporté que des cellules épithéliales gastriques primaires
infectées par H. pylori produisent des chimiokines indépendamment de la translocation nucléaire de la
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sous-unité p65 de NF-xB (Viala, Chaput et al. 2004). L’augmentation du taux de colonisation de
I’estomac des souris déficientes en NOD1 par H. pylori, est corrélée avec une diminution de la
production de cytokines et chimiokines associées a ISGF3 telles que ’IFN-I, I’IP-10 et I'IFN-y et non a
celles associées a la voie NF-kB comme le TNF (Watanabe, Asano et al. 2010). Les auteurs suggerent
que I’activation de ISGF3 et de I'IFN de type 1 par NODI1 pourrait jouer un role protecteur contre
I’infection par H. pylori (Watanabe, Asano et al. 2010). 1l a été également montré que la reconnaissance
du PG de H. pylori par NODL1 et son activation sont essentielles & I’induction des réponses immunitaires
T spécifiques telles que les Thl, Th2 et Th17 soulignant ainsi 1I’implication de ce récepteur dans la

réponse immunitaire de I’h6te (Fritz, Le Bourhis et al. 2007).

Une étude a mis en évidence que H. pylori délivre le peptidoglycane a NOD1 cytosolique de la
cellule héte via le SSTIV (Viala, Chaput et al. 2004). Hutton et al. ont montré, pour la premiére fois,
que les micro-domaines riches en cholestérol, appelés radeaux lipidiques, sont importants pour la
délivrance du peptidoglycane dépendant du SSTIV et I'activation ultérieure de NF-«B et la production
d'IL-8, médiée par NOD1 (Hutton, Kaparakis-Liaskos et al. 2010). Fait intéressant, des auteurs ont
rapporté un nouveau mécanisme utilisé par les bactéries a Gram négatif, y compris H. pylori, dans la
délivrance du peptidoglycane a NOD1 cytosolique dans les cellules hotes : elle se fait via des vésicules
de membrane cellulaire externe qui pénétrent dans les cellules épithéliales par les radeaux lipidiques
(Kaparakis, Turnbull et al. 2010). De plus, Necchi et al. ont montré la formation d'une structure
cytoplasmique riche en particules (PaCS) dans I'épithélium gastrique humain infecté par H. pylori ayant
des foyers métaplasiques ou dysplasiques, ou VVacA, CagA, uréase, les protéines de la membrane externe,
le récepteur NODI1, I’enzyme E1 activant I'ubiquitine, des protéines polyubiquitinées, des composants
du protéasome et des protéines potentiellement oncogénes comme SHP-2 et ERK sont colocalisées. Ceci
laisse supposer que cette structure est susceptible de moduler les réponses inflammatoires et

prolifératives pendant I'infection a H. pylori (Necchi, Sommi et al. 2010).

L'activation de NODL1 induit la translocation de NF-kB et AP-1 au noyau : NODL1 est essentiel
pour I'induction de I'activation de NF-kB et AP-1 pendant I’infection a H. pylori (Allison, Kufer et al.
2009). Des études ont montré une régulation positive de I'expression de NOD1 dans diverses lignées
cellulaires humaines stimulées par H. pylori d'une maniére dépendante du cag PAI (Grubman, Kaparakis
et al. 2010, Allison, Ferrand et al. 2013, Boonyanugomol, Chomvarin et al. 2013). En outre, il a
récemment été démontré que les souches H. pylori cag PAI positive activent la voie NOD1 via deux
composants de la voie de signalisation IFN-y, et qui sont STAT1 et IRF1 (Allison, Ferrand et al. 2013).
De méme, il a été démontré que la surexpression de NOD2 sensibilise de maniére significative les

cellules HEK293 a I'activation de NF-kB par H. pylori d'une maniere dépendante du cagPAI (Rosenstiel,
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Hellmig et al. 2006). En outre, NOD2, et non NOD1, semble étre nécessaire pour I'induction de la pro-
IL-1p et de NLRP3 dans les cellules dendritiques infectées par H. pylori (Kim, Park et al. 2013).
Plusieurs études, ont souligné un réle important des NLRPs et des molécules liées aux inflammasomes
dans l'infection a H. pylori. 1l a été démontré que le LPS de H. pylori pouvait activer la caspase-1 via la
signalisation Racl/ PAKL, et que la caspase-1 activée joue un role dans la maturation de I'lL-1p induite
par le LPS (Basak, Pathak et al. 2005). De plus, des souris déficientes en composants des
inflammasomes, infectées par H. pylori semblent présenter des charges bactériennes plus élevées par
rapport aux souris de type sauvage. En plus, ces souris étaient incapables de produire IL-1 ou I1L-18 et
produisent moins d'IFN-y en réponse a I’infection par H. pylori (Benoit, Kobayashi et al. 2009). En
outre, Hitzler et al. ont montré que I'infection a H. pylori a la fois dans les cellules dendritiques en culture
et in vivo active la caspase-1, conduisant a la maturation et a la secrétion d'IL-1p et d’IL-18 (Hitzler,
Sayi et al. 2012). De maniére cohérente, trois études utilisant des lignées cellulaires de cancer gastrique
humain, du tissu gastrique et des modéles murins, ont confirmé cette expression accrue de la caspase-1,
de I'lL-1p et de I'lL-18 apres infection par H. pylori (Chen, Wang et al. 2005, Shimada, Ando et al. 2008,
Yang, Yang et al. 2013). De plus, Jiang et al. ont rapporté que I'expression des molécules liées a
I'inflammasome NLRP3 ainsi que les taux sériques d'lIL-1p, 1L-18 et IL-33 étaient significativement

augmentés chez les souris infectées par H. pylori (Jiang, Liu et al. 2013).

L’analyse de l'expression genique de molécules impliquées dans les voies de signalisation des
NLRs, dans des macrophages infectés par deux souches de H. pylori, GC026 (cancer gastrique) et 26695
(gastrite), a montré que cing génes codant pour les NLRs NLRC4, NLRC5, NLRP9, NLRP12 et NLRX1
étaient régulés de maniere significative (Castafio-Rodriguez, Kaakoush et al. 2014). De maniere
intéressante les deux génes NLRP12 et NLRX1, deux régulateurs négatifs connus de NF-kB, étaient
faiblement exprimés. Le NF-kB et plusieurs génes cibles de NF-xB codant pour des cytokines pro-
inflammatoires comme I’IFNBI, IL12A, IL-12B, IL6 et TNF, des chimiokines comme le CXCL1,
CXCL2 et CCLS5, et les molécules impliquées dans la cancérogenése comme I’PTGS2 et BIRC3, étaient
significativement up-régulées, dans les cellules THP-1 infectées par une souche de H. pylori hautement
virulente isolée d'un patient atteint de cancer gastrique. Ces résultats mettent en évidence I’importance
des voies de signalisation NLR dans la cancérogenese gastrique et son interaction étroite avec NF-«xB
(Castaiio-Rodriguez, Kaakoush et al. 2014). Ces faits montrent clairement qu'en réponse a H. pylori, les
membres des sous-familles NOD et NLRP sont essentiels pour produire des cytokines et chimiokines
pro-inflammatoires matures qui sont cruciales pour les réponses Thl et conduisent a 1’aggravation des
pathologies gastriques liés a H. pylori. Le role des voies de signalisation NLR dans le continuum
biologique qui caractérise le cancer gastrique reste relativement inexploré. Des auteurs ont montré que

I'expression de NODL1 etait significativement augmentée dans les biopsies gastriques humaines
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présentant une gastrite sévere, par rapport a celles ayant une gastrite nulle ainsi que dans les tissus
tumoraux gastriques, par rapport aux tissus non tumoraux (Allison, Ferrand et al. 2013). En revanche,
Jee et al. ont analysé les tissus et les lignées cellulaires humaines du cancer gastrique, et ont montré une
diminution significative de I'expression de la caspase-1 associée a une mauvaise survie des patients (Jee,
Lee et al. 2005).

Des études approfondies et fonctionnelles sur I’interaction de H. pylori avec les NLR, leur
importance dans le développement de I'inflammation gastrique et de la carcinogenese subséquente, ainsi
que de la production de DAMPs pendant la gastrite atrophique, la métaplasie intestinale, la dysplasie et

la formation de tumeurs sont recommandées.

c) RoOle des macrophages dans I’infection par H. pylori.

Les neutrophiles, les monocytes et les macrophages, ainsi que les cellules dendritiques (CDs)
sont les premicres cellules recrutées dans la lamina propria gastrique au cours de 1’infection par H. pylori.
Sur le site de l'infection, les macrophages produisent des cytokines inflammatoires qui augmentent le
flux sanguin localisé dans la zone de I'infection et la perméabilité des vaisseaux sanguins favorisant ainsi
le recrutement et le passage trans-endothéliale des globules blancs en faveur de la réponse inflammatoire.

Les macrophages sont des cellules phagocytaires par excellence qui éliminent les
microorganismes comme les bactéries. Elles sont identifiées a I'origine par Metchnikoff par leur nature
phagocytaire, et sont des cellules anciennes de la phylogénie métazoaire. Chez les mammiféres adultes,
on les retrouve dans tous les tissus ou ils présentent une grande diversité anatomique et fonctionnelle.
Dans les tissus, ils sont organises en motifs définis a savoir chaque cellule occupe son propre territoire.
Bien que plusieurs tentatives aient été faites pour classifier les macrophages, la définition la plus réussie
est le systéeme phagocytaire mononucléaire (SPM). Ce systéeme regroupe les cellules hautement
phagocytaires et leurs progéniteurs de la moelle osseuse (MO). Dans la classification SPM, les
macrophages adultes sont définis comme des cellules terminales de la lignée phagocytaire
mononucléaire avec des macrophages tissulaires dérivant de monocytes circulants qui proviennent de la
MO. Cependant, cette définition est inadéquate car les macrophages ont plusieurs origines au cours de
I'ontogenese et chacune des différentes lignées persiste a I'age adulte ou elles présentent une grande
diversite. D'autres classifications ont inclus des classifications binaires qui se réferent a des états
inflammatoires. Elles comprennent le macrophage activé (MA) et le macrophage alternativement activé
(MAA) ou M1 et M2 définis par la réponse a la IFNy et I'activation des TLRS et la réponse aux cytokines
IL-4 et IL-13 respectivement (Wynn, Chawla et al. 2013).

Les phagocytes doivent reconnaitre un grand nombre de particules différentes susceptibles d'étre

ingérées, y compris toutes sortes d'agents pathogénes et également des cellules apoptotiques. Cette
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reconnaissance se fait par une variété de récepteurs, qui induisent une cascade de signalisation favorisant
la phagocytose. Les récepteurs membranaires des phagocytes sont divisés en récepteurs d’endocytose et
récepteurs pour opsonines. Les récepteurs d’endocytose peuvent reconnaitre directement des groupes
moléculaires a la surface des cibles. Parmi ces récepteurs, des molécules de reconnaissance de type
lectine, telles que CD169 et CD33 ; également des récepteurs lectines de type C, telles que Dectin-2,
Mincle ou DNGR-1 ; des récepteurs éboueurs « récepteur Scavenger » (Canton, Neculai et al. 2013); et
la Dectine-1, qui est un récepteur du béta-glucane fongique (Dambuza and Brown 2015). D'autres
récepteurs, tels que SR-A ou CD36, peuvent reconnaitre a la fois des ligands polyanioniques
apoptotiques et microbiens, mais leur réle dans la signalisation n'est pas bien décrit (Canton, Neculai et
al. 2013). Les récepteurs pour opsonines reconnaissent les opsonines dérivées de I'néte qui se lient aux
particules du non soi et les ciblent pour ingestion. Les opsonines comprennent les anticorps, le
complément, la fibronectine et la lectine se liant au mannose (Flannagan, Jaumouillé et al. 2012). Les
récepteurs pour opsonines les mieux caractérisés et peut-étre les plus importants sont les récepteurs Fc
(FcR) et les récepteurs du complément (CR). Les FcR se lient a la portion constante Fc des
immunoglobulines (Ig) G (Carlos Rosales 2013) ou IgA (Bakema and van Egmond 2011). Les récepteurs
du complément, tels que CR3, se lient a iC3b accroché sur la particule du non soi aprés activation du
complément (van Lookeren Campagne, Wiesmann et al. 2007). Apres reconnaissance de la particule
cible, les récepteurs phagocytaires initient des cascades de signalisation qui remodélent les lipides dans
la membrane cellulaire et régulent le cytosquelette d'actine afin d'étendre la membrane cellulaire autour
de la particule (Freeman and Grinstein 2014). Au cours de cette partie du processus, les récepteurs
phagocytaires s'engagent également dans un ordre séquentiel et cooperent pour achever la formation du
phagosome (Ostrowski, Grinstein et al. 2016).

Une fois la particule internalisée a I'intérieur du phagosome, cette vacuole peut fusionner avec
des vésicules provenant du réticulum endoplasmique et du complexe de Golgi pour former un
phagosome intermédiaire. Plus tard, ce phagosome intermédiaire se transforme en vacuole microbicide,
le phagolysosome, en fusionnant avec les lysosomes et en modifiant sa membrane et ses caractéristiques
intérieures par un processus appelé maturation des phagolysosomes (Ndjamen, Kang et al. 2010, Wahe,
Kasmapour et al. 2010, Campbell-Valois, Trost et al. 2012, Nunes, Cornut et al. 2012, Nair-Gupta,
Baccarini et al. 2014, Guido, Demaurex et al. 2015, Vashi, Andrabi et al. 2017).
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Figure 8 : La phagocytose d’une bactérie par le macrophage (Fleming 2007 ).

Les mémes étapes de la phagocytose précédemment déecrites se produisent pour H. pylori. Aprés
sa reconnaissance, le macrophage encercle la bactérie et I'enferme dans le phagosome (Figure 8). La
bactérie est ensuite dégradée par une série d'enzymes digestives puissantes et d'autres produits chimiques
contenus dans des granules. Ces granules fusionnent au phagosome et y déversent leur contenu avec la
bactérie, provoquant sa dégradation. Toutefois, H. pylori peut échapper a la phagocytose par les
macrophages entrainant un échec de la réponse immunitaire innée contre cette bactérie (Allen,
Schlesinger et al. 2000, Zheng and Jones 2003). Les phagosomes peuvent fusionner entre eux et former
des mégasomes contenant un grand nombre de bactéries vivantes. Les souches Cag PAI positives
capables de produire une protéine VacA fonctionnelle peuvent interrompre la maturation des
phagosomes ainsi que leur fusion avec les lysosomes empéchant ainsi I’élimination de la bactérie (Zheng
and Jones 2003). La bactéricidie des mégasomes est en partie due a I’acidification de leur contenu et la
production des ROS. Les macrophages produisent le NO (monoxyde d’azote) a partir de la L-Arginine
(L-Arg) via I’enzyme inductible iNOS (Oxyde Nitrique Synthase). L’expression de cette enzyme est
induite par H. pylori dans les macrophages in vivo et in vitro (Mannick, Bravo et al. 1996, Wilson,
Ramanujam et al. 1996, Fu, Ramanujam et al. 1999, Gobert, McGee et al. 2001, Gobert, Cheng et al.
2002, Bussiere, Chaturvedi et al. 2005). La mise en culture des macrophages avec H. pylori montre que
la bactérie peut étre éliminée par les macrophages via la production de NO (Gobert, McGee et al. 2001,
Bussiére, Chaturvedi et al. 2005). D’autre part, H. pylori posséde une arginase capable d’entrer en
compétition avec le substrat de I’'iNOS, la L-Arg : la production de NO est ainsi diminuée entrainant la

survie et la persistance de H. pylori (Gobert, McGee et al. 2001). De plus, cette compétition peut réguler
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négativement 1’expression de I’iNOS puisque sa translation est fortement dépendante de la disponibilité
de la L-Arg dans le macrophage (Chaturvedi, Asim et al. 2007). L’ arginase bactérienne est également
impliquée dans la génération d’urée a partir de la L-Arg. L’hydrolyse de I’urée par I'uréase bactérienne
entraine la production d’ammoniac qui va tamponner 1’environnement proche de la bactérie et lui
permettre de survivre a I’acidité gastrique comme nous 1’avons vu dans le chapitre précédant. D’autres
mécanismes biochimiques médies par H. pylori ont également lieu afin de limiter la production de NO
par les macrophages, ce qui lui permet de persister et d’augmenter le risque de développement de
transformation néoplasique (Wroblewski, Peek et al. 2010). L’équipe de Arnold et al. a observé une
inhibition de recrutement des macrophages et des CDs CD11b + chez des souris dépourvues de CCR2,
un récepteur de la protéine chimioattractante monocytaire 1. Cependant, cette déficience n’a pas affecté
le recrutement des neutrophiles et de cellules T CD4 + (Arnold, Zhang et al. 2017). De plus, des auteurs
ont montré que l'arginase Il et I'ornithine décarboxylase (ODC) sont induites par H. pylori dans les
macrophages (Gobert, Cheng et al. 2002) : I’arginase convertit la L-arginine en L-ornithine, qui est
métabolisée par I'ODC pour produire la polyamine putrescine qui est convertie en polyamines
spermidine et spermine. Lorsque la spermine est métabolisée par la spermine oxydase (SMO ; polyamine
oxydase 1), elle génére du H20. qui provoque I'apoptose cellulaire (Chaturvedi, Cheng et al. 2004).
L'activité de I’ODC peut étre régulée a plusieurs niveaux, y compris l'activation du promoteur (Bello-
Fernandez, Packham et al. 1993). Il a été démontré que la surexpression du facteur de transcription c-
Myc active le promoteur ODC et le LPS bactérien induit I'expression de c-Myc et d'ODC. Gobert et al.
ont démontré que H. pylori induit I'ODC et provoque I'apoptose par I'activation du promoteur ODC et
que ce processus dépend de I'expression et de la liaison de c-Myc (Introna, Hamilton et al. 1986,
Packham and Cleveland 1997, Salimuddin, Nagasaki et al. 1999, Gobert, Cheng et al. 2002).

Les macrophages sont également des cellules présentatrices d’antigenes et sont a I’interface entre
les réponses immunitaires innée et acquise (Figure 9). Au cours de I’infection par H. pylori, les
macrophages et les CDs activent la mise en place de la réponse immunitaire acquise en produisant des
médiateurs cytokiniques tels que 1’TL-12 (Haeberle, Kubin et al. 1997, Meyer, Wilson et al. 2000, Meyer,
Ramanujam et al. 2003) qui polarisent la réponse T CD4 vers les cellules Thl, induisant ainsi la
production de cytokines notamment I’IFN-y (Haeberle, Kubin et al. 1997, Meyer, Wilson et al. 2000,
Meyer, Ramanujam et al. 2003). Les macrophages sont aussi impliqués dans 1’amplification de la
réponse inflammatoire par la production de cytokines pro-inflammatoires telles que I’IL-1 et 1’TL-6
(Harris, Ernst et al. 1998, Gobert, Bambou et al. 2004, Lytton, Fischer et al. 2005).

Lorsque la CPA, notamment le macrophage, interagit avec une cellule T CD4 qui reconnait
I’antigene grace a son TCR, le lymphocyte T devient activé. Sous 1’actions de plusieurs parametres, les

cellules T activées peuvent étre polarisées en différentes populations effectrices impliquées dans
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I’immunité cellulaire et humorale ainsi que des cellules T régulatrices (Figure : 9) (Bagheri, Salimzadeh
et al. 2018).
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Figure 9 : Polarisation de la réponse immunitaire. (Bagheri, Salimzadeh et al. 2018)

IV-2) Réponse immunitaire acquise contre H. pylori : les sous populations Th1/Th2/Th17

La réponse immunitaire adaptative est moins rapide que la réponse innée mais se caractérise par
sa spécificité et sa mémoire. Les lymphocytes, qui constituent 20 a 40% des globules blancs ou
leucocytes, sont les principales cellules responsables de I'immunité adaptative. Elles sont regroupées en
lymphocytes B et T : les cellules B sont responsables de I'immunité humorale tandis que les cellules T
assurent I'immunité cellulaire et régulent la réponse humorale (Nicholson 2016).

Une fois activé par un antigéne, les cellules T CD4 + helper (T CD4 +) peuvent se différencier
en plusieurs populations effectrices et régulatrices. Pour les effecteurs, les T CD4 peuvent se différencier
en cellules notamment les Thl, Th2 et Th17 selon la nature de I’antigéne, I’intensité¢ du signal et
I’environnement cytokinique (Zhu, Yamane et al. 2010).

Les cellules Thl sont impliquées dans la réponse immunitaire a médiation cellulaire. Elles sont
caractérisées par le facteur de transcription T-bet (T-box) qui est nécessaire pour leur différenciation et
par les cytokines qu’elles produisent. La population Th1 contribue a I’élimination de nombreux agents
pathogenes, principalement les pathogenes intracellulaires en fournissant une source de cytokines
comme I'lFN-y. En effet, I''lFN-y est une cytokine caractéristique du phénotype Th1l et joue un réle
important dans ’activation de différentes cellules notamment le macrophage et les T CD8 (Eaton,

Benson et al. 2006).
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Les cellules Th2 sécretent des cytokines de type Th2 notamment 1’1L-4, I’IL-5, I’'IL-6 et I’IL-10
et favorisent la réponse a médiation humorale. Ces populations sont caractérisées par 1’expression de
GATAS3 qui est un facteur de transcription nécessaire a leur différenciation. En général, les agents
pathogenes extracellulaires stimulent les réponses de type Th2 et sont surtout impliquées dans la réponse
anti-parasitaire (Nakayama, Hirahara et al. 2017).

Le paradigme des cellules Thl / Th2 a été enrichi avec d’autres sous-ensembles de cellules T
auxiliaires notamment les Th17 qui ont été identifiées comme la source d'lIL-17. Ces cellules produisent
de 'IL-17A, I'IL-17F, ’IL-21 et I’IL-22 et sont impliquées dans les mécanismes de défense de I'h6te
contre diverses infections, en particulier les infections bactériennes extracellulaires et les champignons.
Ces cellules expriment le récepteur orphelin lié & I'acide rétinoique gamma-t (RORyt) comme facteur de
transcription clé pour leur différenciation (Harrington, Hatton et al. 2005).

Par ailleurs, I’induction des populations effectrices est associée au développement des
lymphocytes T régulateurs (Treg) capables de supprimer la prolifération des lymphocytes T effecteurs
notamment par la production des cytokines régulatrices. Elles sont caractérisées par 1’expression du
marqueur CD25 et de Foxp3 qui est un facteur de transcription nécessaire a leur différenciation. Les
cellules Treg jouent ainsi un réle essentiel dans le maintien de la tolérance périphérique, et moderent la
réponse immunitaire aux agents pathogénes en régulant I'équilibre entre I'immunité protectrice et

I'inflammation (Sakaguchi, Miyara et al. 2010).

La gastrite antrale chronique, induite suite a I’infection par H. pylori, est caractérisée par un
infiltrat cellulaire inflammatoire contenant des acteurs de la réponse immunitaire innée et adaptative.
Parmi ces derniers, les cellules T CD4 + sont considérées comme les principaux acteurs de la mise en
place d'une inflammation chronique (Zhang, Yamada et al. 2005). Il a été montré que la réponse
immunitaire adaptative développée par I'hdte contre H. pylori comprend a la fois les cellules Thl et
Th17, impliqués dans le contréle de I'infection par de multiples mécanismes. Cependant, les cytokines
de type Th2, ont été détectées suite a l'infection par H. pylori mais leur role n’est pas bien compris
(Wilson and Crabtree 2007).

a- Laréponse Thl dans I’infection par H. pylori

Bien que la réponse immunitaire acquise vis-a-vis de H. pylori soit composée a la fois de cellules
de type Thl et Th2, les profils de cytokines indiquent la prédominance d'une réponse Thl (Meyer,
Wilson et al. 2000). La prolifération des cellules Thl dans la muqueuse gastrique infectée par H. pylori
implique des signaux fournis par des cellules présentatrices d'antigéne et des cytokines produites en
réponse aux composants bactériens, tels que le LPS, résultant en une sécrétion élevée d'IFN-y, d'IL-12,

et d’IL-18 (Berenson, Ota et al. 2004). Les patients infectés par H. pylori montrent des taux élevés de
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cellules T productrice d’IFN-y et les clones T spécifiques de H. pylori présentent un profil Thl chez les
sujets atteints d ulcere gastro-duodénal. La sévérité de la gastrite est fortement corrélée avec I’expression
de TNF-a et d’TFN-y chez les sujets infectés par H. pylori (Lehmann, Terracciano et al. 2002). Le T-bet
qui est nécessaire pour la différenciation des cellules T CD4 + en Thl et la sécrétion d'IFN-y joue un
role central dans le développement de la gastrite due a H. pylori. En effet, I’utilisation de modéles de
souris a montré que les cellules T CD4 + de souris dépourvues de T-bet n'expriment pas d’IFN-y et sont
limitées a des réponses de type non Thl (Eaton, Benson et al. 2006). La production d’IL-12 par les
macrophages, les CDs et les monocytes est cruciale pour I’induction de la réponse Th1 (Haeberle, Kubin
etal. 1997, Meyer, Wilson et al. 2000, Guiney, Hasegawa et al. 2003, Hafsi, Voland et al. 2004, Kranzer,
Eckhardt et al. 2004). Les cellules épithéliales gastriques semblent jouer un réle important dans
’activation des cellules Th CD4+ (Ye, Barrera et al. 1997). Plusieurs facteurs de virulence bactériens
sont impliqués dans la polarisation des cellules Th1, notamment la protéine activatrice des neutrophiles
(NAP) de H. pylori, qui stimule la sécrétion de I’'TL-12 et de I’IL-23 par les neutrophiles et les monocytes
(Amedei, Cappon et al. 2006). Des travaux réalisés sur des modéles murins ont montré que 1’activation
insuffisante de la réponse Thl est associée a une colonisation plus violente de la muqueuse par H. pylori.
Cela suggere que le développement d’une trés forte réponse Thl présente un effet protecteur et pourrait
atténuer la colonisation de la muqueuse par cette bactérie (Eaton, Mefford et al. 2001, Akhiani, Pappo
et al. 2002).

b- La réponse Th2 dans I’infection par H. pylori

Certains rapports ont indiqué un réle de la réponse Th2 dans la protection contre I'infection a H.
pylori : une augmentation de la charge bactérienne a été notée chez les souris déficientes en IL-4
(Mohammadi, Nedrud et al. 1997). 1l a été prouvé que I'immunisation thérapeutique des muqueuses des
souris avec l'uréase B de H. pylori induit progressivement une réponse cellulaire Th2 entrainant
I'élimination du pathogéne. Néanmoins, les souris ont développé une gastrite sévére au cours de
I’infection, compatible avec la réponse pro-inflammatoire Thl, diminuant ainsi le réle supposé de la
réponse Th2 dans la prévention des maladies liées a H. pylori (Saldinger, Porta et al. 1998). L’équipe de
Garhart et al. a démontré que la protection induite par le vaccin contre H. pylori est obtenue chez les
souris déficientes en IL-4, suggérant ainsi que la réponse Th2 n'est pas nécessaire pour la protection
contre I’infection (Garhart, Nedrud et al. 2003).

c- Laréponse Th17 dans I’infection par H. pylori.
De nombreux rapports soutiennent I'implication des cellules Th17 dans lI'inflammation chronique
induite par H. pylori chez I'homme et la souris. L’équipe de Gray et al. a montré que le transfert de

cellules T CD4 + a partir de souris déficientes en IFN-y ou T-bet induit une gastrite chez les souris
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C57BL/6 par rapport aux souris contréles (Gray, Fontaine et al. 2013). Ainsi, alors que I'lFN-y contribue
clairement au développement de la gastrite, les cellules Thl ne semblent pas étre essentielles, soutenant
le rble pro-inflammatoire de I'lL-17. Chez I’homme infecté par H. pylori, la production accrue d'IL-17
régule positivement la production de I’TL-8; la cytokine chimioattrante des neutrophiles qui semble jouer
un role majeur dans la réponse inflammatoire aigué associée a I’infection. Par ailleurs, la neutralisation
de I'lL-17 inhibe la production d’IL-8 (Luzza, Parrello et al. 2000). De plus, la neutralisation de I'lL-10
et du TGF-B (deux cytokines régulatrices) augmente 1'induction des cellules Th17 et diminue celle des
Treg, indiquant une corrélation négative entre la génération de Th17 et de Treg. La déplétion des Treg
CD25+ pendant la phase aigué de I'infection a H. pylori réduit la colonisation de la muqueuse gastrique
par la bacteérie et est corrélée avec une augmentation de Th17 spécifique a H. pylori (Kao, Zhang et al.
2010). Il a été montré que H. pylori est capable de stimuler les cellules dendritiques gastriques humaines
pour produire de I'lL-10, induisant la suppression de I'inflammation dans la muqueuse gastrique par les
Treg (Serrano, Wright et al. 2013). La réponse Th17 spécifique a H. pylori est supprimée, ce qui conduit
a la persistance de H. pylori dans I'estomac Figure (10). Ces résultats suggerent que les cellules
dendritiques stimulées par H. pylori impactent I'équilibre Th17 / Treg et orientent la réponse vers une
réponse Treg supprimant la réponse Th1l7 via un mécanisme dépendant du TGF-p et IL-10 et
indépendant de CagA et VacA (Zhang, Liu et al. 2010).

Gastric

epithelial ~
CagPAI

Activated -
Th17 cell . Th17 cell

Activated
.17 Macrophage Treg cell

Figure 10 : Polarisation de la réponse Th17 et Treg lors de I’infection par H. pylori. (Larussa, Leone et
al. 2015)
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IV-3) Rdle des cytokines inflammatoires IL-8, IL-1p et IL17A dans I’infection par H. pylori.

Les cytokines représentent un groupe diversifié de protéines qui agissent en tant que médiateurs
entre les cellules. Elles ont été initialement identifiées comme des produits des cellules immunitaires qui
régulent des processus immunitaires. Toutefois, de nombreuses cytokines sont maintenant connues pour
étre produites par des cellules autres que les cellules immunitaires et peuvent avoir des effets sur des
cellules hors systeme immunitaire. Par ailleurs, les cytokines sont actuellement utilisées en clinique pour
moduler la réponse biologique dans le cadre du traitement de divers troubles de santé (Borish and Steinke
2003).

L’infection par H. pylori est associée & une gastrite et une inflammation aigue initiale touchant
tout I’estomac. Cette inflammation est caractérisée par une infiltration considérable de la muqueuse
gastrique par des neutrophiles, des monocytes et des lymphocytes. L’activation de ces cellules
inflammatoires dans la muqueuse gastrique est associée a I’augmentation de la production des cytokines
pro-inflammatoires telles que 1’IL-1p, I’IL-8 et I'TL-17A. Plusieurs études ont montré le role important
que pourraient jouer ces trois cytokines dans I’infection par H. pylori et dans I’évolution des pathologies

liees a cette infection (Figueiredo, Marques et al. 2014).

a- Interleukine -8

L’interleukine 8 (IL-8) est une chimiokine sécrétée par les monocytes, les macrophages, les
lymphocytes T, les neutrophiles, les fibroblastes, les kératinocytes et les hépatocytes. Elle agit comme
un facteur chimiotactique pour les neutrophiles, les différentes populations des lymphocytes T et les
basophiles. Elle active les neutrophiles pour libérer les enzymes lysosomales et induit principalement
I'adhésion des neutrophiles aux cellules endothéliales (Lee, Khoi et al. 2013). Un certain nombre d'études
ont exploré le role de I'lL-8 dans I’infection par H. pylori et ont montré une association entre les niveaux
d’expression de I'ARNm d'IL-8 et l'infection a H. pylori (Shimada and Terano 1998). L'IL-8 attire les
neutrophiles qui migrent des capillaires, a travers la lamina propria et émergent entre les cellules
épithéliales : la migration de ces nombreux neutrophiles et la libération de leur contenu est la cause la
plus fréquente de I'ulcére gastro-duodénal (Michetti and Svennerholm 2003).

H. pylori régule positivement 1’expression d’IL-8 dans des cellules de cancer de I'estomac mais
le mécanisme moléculaire impliqué n’est pas complétement €lucidé. Les analyses de la structure
génomique d’TL-8 ont révélé de nombreuses cibles potentielles pour sa régulation transcriptionnelle et
post-transcriptionnelle. Le géne contient plusieurs éléments cis comprenant une boite CCAAT, I'élément
cortico-sensible, I’¢é1ément nucléaire du facteur hépatocytaire 1, deux facteur-1 régulateurs d’interféron,
des sites de liaison pour un activateur de régulation de protein-1 (AP-1), CCAAT / activateur de protéine
de liaison et NF-xB. Ces éléments sont tous impliqués dans la régulation de la transcription du géne IL-

8 (Yasumoto, Okamoto et al. 1992). H. pylori induit une multitude de signaux intracellulaires associés
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a la production d'espéces réactives de I'oxygene (ROS), et I'activation du facteur de transcription NF-
kB, AP-1 et MAP kinases (MAPK) (Lee, Khoi et al. 2013). Les souches présentant un « East Asian
CagA » induisent une sécrétion plus importante d’IL-8 in vitro, par les cellules d’adénocarcinomes
gastriques (AGS) par comparaison avec les souches avec un « Western CagA ». De plus, plus le nombre
de motifs EPIYA-C (motifs Glu-Pro-lle-Tyr-Ala (EPIYA) sur I’extrémité C-terminale de la protéine)
chez ces derniéres était important, plus la sécrétion d’IL-8 était importante (Argent, Hale et al. 2008).
Dans un modele de souris transgénique, le « East Asian CagA » a été décrit comme plus carcinogéne
que le « Western CagA » (Miura, Ohnishi et al. 2009). Cependant, des études ultérieures sont nécessaires
pour confirmer ce résultat puisque des tumeurs étaient également développées dans des organes autres
que I’estomac. L’équipe de Sirikan Yamada et al. a reporté que I’expression élevée du gene de 1’1L-8 au
niveau de la muqueuse gastrique corréle significativement avec le risque du développement du cancer
gastrique (Yamada, Kato et al. 2013). L’augmentation de 1’expression d’ARNm d’IL-8 dans les biopsies
gastriques des patients cancéreux a été associée avec un mauvais pronostique (Lee, Bae et al. 2004). Les
souris transgéniques, exprimant IL-8, montrent une augmentation des tumeurs gastriques ce qui suggere
que I’IL-8 peut jouer un réle crucial dans le cancer gastro-intestinal. Les souris qui expriment I'IL-8
humaine subissent une mobilisation accrue des cellules myéloides immatures, ce qui aggrave
I'inflammation et accélére la cancérogenése colique. Ces observations indiquent que des niveaux éleveés
d'IL-8 peuvent étre associés a un mauvais pronostic et que I'lL-8 peut étre un marqueur immunitaire des

cancers gastriques agressifs (Asfaha, Dubeykovskiy et al. 2013).

Le rble de I'lL-8 dans l'angiogenése au cours du cancer gastrique a suscité beaucoup d'intérét.
L'invasion cellulaire et l'angiogenése sont toutes impliquées dans le processus métastatique :
I'expression de I'IL-8 dans le cancer gastrique peut influencer ces deux capacités métastasiques. La
régulation positive de I'lL-8 dans les cancers gastriqgues humains est en étroite corrélation avec
I’angiogenéese. Des auteurs ont rapporté que l'expression d'IL-8 est en corrélation directe avec la
vascularisation des cancers gastriques humains. En outre, des lignées cellulaires de carcinome gastrique
traitées par 1L-8 produisent des néoplasmes trés vascularisés par rapport aux cellules non traitées. En
revanche, I'inhibition de I'IL-8 induit la diminution de I'angiogenese dans le cancer gastrique (Kitadai,
Haruma et al. 1998).

b- Interleukine-1p
L’interleukine-1p (IL-1P) est une cytokine pro-inflammatoire codée par le géne IL-1B situé sur

le chromosome 2g913-14 humain. Shigematsu et al. ont démontré que I’infection des souris sauvages par
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H. pylori induit une inflammation sévére de la muqueuse gastrique et la production d’IL-1p. Cependant,
les souris déficientes en IL-1f, recrutent moins de neutrophiles et de macrophages au site de I’infection
ce qui se traduit par la suppression des tumeurs gastriques chez ces souris par comparaison aux souris
sauvages. En théorie, ceci est expliqué par I’activation du facteur NF-kB dans les cellules épithéliales et
inflammatoires des souris sauvages induisant ainsi 1’augmentation de la prolifération et une inhibition
de I’apoptose cellulaire (Shigematsu, Niwa et al. 2013). L’utilisation de modéles expérimentaux a
montré que la production locale d’IL-1p dans la muqueuse gastrique influence la croissance tumorale et
la métastase en potentialisant la prolifération cellulaire ou en induisant I’inflammation et I’angiogenese.
Mitchell et al. ont rapporté que les cellules dendritiques stimulées par H. pylori induisent la prolifération
des Tregs et I’altération de leur capacité suppressive. Cet effet semble étre médié par I'lL-1p produite
par les cellules dendritiques stimulées par H. pylori (Mitchell, Afzali et al. 2012).

Plusieurs études ont montré une association entre le risque de développer un cancer et les
polymorphismes génétiques des génes lies aux interleukines IL-1B, IL1IRN, IL10 et le facteur de nécrose
tumorale-a, le TNF-a. L'alléle IL-1B -511T est un facteur de risque d'adénocarcinome gastrique
(Figueiredo, Machado et al. 2002). Le géne IL-1B posséde trois polymorphismes bialléliques aux
positions -511, -31 et +3954 pb du site de départ transcriptionnel, tandis que le gene IL-1RN a un nombre
variable de répétitions en tandem identiques de 86 pb dans I'intron (Persson, Engstrand et al. 2009). Il
est reporté que les niveaux d'IL-1p différent significativement entre les génotypes IL-1B-511, -31 et IL-
1RN. De plus, les porteurs des polymorphismes IL-1B-511 T, -31 C et IL-1RN *2 (allele avec deux
répétitions) ont une production importante d'IL-1p par rapport aux porteurs des autres génotypes
(Hwang, Kodama et al. 2002). L'IL-1p est également un puissant inhibiteur de la sécrétion d'acide
gastrique; c'est un inhibiteur 100 fois plus puissant que les inhibiteurs de la pompe a protons et 6000 fois
plus puissant que les antagonistes des récepteurs H2 sur une base molaire. Théoriqguement, une
production accrue d'IL-1f dans la muqueuse gastrique entrainerait une suppression accrue de la sécrétion
d'acide gastrique ainsi qu'une augmentation de lI'inflammation, permettant I'expansion de la colonisation
de H. pylori dans l'antre gastrique de 1’estomac et a la progression de l'atrophie gastrique (Sugimoto,
Furuta et al. 2007). Furuta et al. ont rapporté des différences dans les niveaux de pH intra gastrique a
jeun entre les individus infectés par H. pylori portant I'alléle IL-1B-511 T comparés a ceux portant l'alléle
IL-1B-511 C. De plus, l'infiltration des cellules inflammatoires est significativement plus élevée chez
les porteurs du génotype IL-1B-511 T / T que chez ceux du génotype C/ T ou C / C (Furuta, EI-Omar
etal. 2002). Des données similaires en ce qui concerne le score d'infiltration des neutrophiles a également
été trouvé entre les individus portant les génotypes IL-1RN *1/*1 (*1 alléle avec 4 répétitions) et IL-
1RN *1/*2 (Furuta, EI-Omar et al. 2002). Plusieurs études épidémiologiques ont révélé que les individus
portant la combinaison genetique d'IL-1B-511 T et d'IL-1B-31 C ou d'IL-1RN *2/*2 (2 répétitions de
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86 pb), ont un risque plus élevé de développer une atrophie gastrique, 1’ulcére gastroduodénale et le
cancer gastrique que les individus portant les alléles IL-1B-511 C, IL-1B-31 T ou non IL-1RN*2 (Furuta,
El-Omar et al. 2002, Furuta, Shirai et al. 2002, Hwang, Kodama et al. 2002). Chakravorty et al
(Chakravorty, Ghosh et al. 2006) ont rapporté une fréquence significativement plus élevée de génotypes
IL-1B-511 T/T et -31 C/C chez les individus infectés par H. pylori ayant des ulcéres duodénaux par
rapport aux individus infectés avec une muqueuse normale. L'haplotype C/T des polymorphismes IL-
1B-511 et IL-1B-31 est également présent a une fréquence significativement plus élevée chez les patients
ayant des ulceres duodénaux infectés par H. pylori que chez les témoins infectés. Une analyse
quantitative de I'IL-1B au niveau de la muqueuse gastrique a révélé que parmi les individus infectés par
H. pylori, les porteurs du génotype -31 C/C avaient des taux de transcription IL-1B significativement
plus faibles que les porteurs des génotypes C/T et T/T.

c- Interleukine -17A

Plusieurs études ont mis en évidence le role de I'lL-17A dans I’infection par H. pylori et dans les
pathologies associées. Cette cytokine contribue au recrutement des cellules immunitaires innées au site
de I’infection, et est associée a des réponses antimicrobiennes avec le contr6le de la colonisation de la
muqueuse par H. pylori dans plusieurs modéles animaux (Shiomi, Toriie et al. 2008, Otani, Watanabe
et al. 2009).

IL17A ; une protéine de 155 acides aminés, est sécrétée sous forme de glycoprotéine avec une
masse moléculaire de 35 kDa. Elle appartient a une famille de cytokines qui comprend six membres dont
II-17A, 11-17B, 1I-17C, 1I-17D, 1I-17E (IL-25) et 1I-17F (Moseley, Haudenschild et al. 2003). L'IL-17A,
communément appelée IL-17, joue un rdle crucial dans le systéme immunitaire des mammiféres. Il a été
établi que les lymphocytes T CD4" qui produisent préférentiellement IL-17A et IL-17F pourraient étre
génerés et former une lignée distincte de cellules Th17 (Harrington, Hatton et al. 2005, Park, Li et al.
2005). En plus de la sécrétion de I’TL-17, les cellules Th17 peuvent également produire de I'lL-22 et de
I'IL-21 (Ouyang, Kolls et al. 2008). Parmi la famille IL-17, I’'TL-17F posséde la plus grande homologie
de séquence d'acides aminés (60%) avec I’TL-17A (Hymowitz, Filvaroff et al. 2001). L'IL-17 est capable
d'induire la production de facteur de stimulation des colonies de granulocytes-macrophages (GM-CSF),
de peptides antimicrobiens par des cellules endothéliales et épithéliales, de cytokines, de chimiokines et
de métalloprotéinases matricielles a partir de fibroblastes. Aprés I’infection par H. pylori, la voie IL-
23/1L17 favorise le recrutement des neutrophiles, conduisant a la clairance des bactéries extracellulaires
(lwakura and Ishigame 2006). Aux premiers stades de I'infection par H. pylori, les macrophages et les
CDs produisent de I'lL-23 déclenchant la sécrétion de I'll-17 par les cellules T résidentes dans les tissus.
L'IL-17 agit par la suite sur les cellules endothéliales, épithéliales et stromales, ainsi que sur des

monocytes qui produisent diverses cytokines et chimiokines pro-inflammatoires, comme le TNF-a, 1’1l-
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1B, ’IL-6, I’TL-8 et le ligand CXCL 1 qui recrutent rapidement des neutrophiles sur le site de lI'infection
(Iwakura and Ishigame 2006). 1l a été démontré que les taux d'IL-17A augmentaient dans la muqueuse
gastrique des patients infectés par H. pylori (Caruso, Fina et al. 2008). Cette étude a indiqué que les
niveaux gastriques d'IL-17A dans I'antre étaient augmentés chez les patients infectés par H. pylori, en
particulier dans la phase chronique de I'infection. En outre, le recrutement et I'activation des neutrophiles
induite par I’'IL17, est un élément cellulaire clé dans ’induction des Iésions inflammatoires associées a
I'infection par H. pylori (Fox and Wang 2007). Il a été montré qu'au cours des premiers stades de
Iinfection a H. pylori, il y a une augmentation significative de I'lL-17A et de I'lFN-y. Cette étude a
suggeré que l'infection bactérienne induit une réponse cellulaire mixte Th17 / Thl et que la voie Th17/
IL-17 module les réponses des cellules Thl et contribue a la pathologie. Le traitement des souris avec
un anticorps anti-1L-17 a réduit significativement la charge bactérienne et I'inflammation dans I'estomac
(Shi, Liu et al. 2010). Le rdle de I'lL-17A dans la défense contre la prolifération de H. pylori n'a pas été
complétement élucidé. Les études concernant les souris IL-17RA™ suggérent que la signalisation d’IL-

17A est nécessaire pour le contrble de la charge bactérienne (Algood, Allen et al. 2009).
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CHAPITRE II. ROLE DE L’ INFLAMMASOME NLRP3 DANS LES INFECTIONS A
GERMES INTRACELLULAIRES : CAS DES VIRUS a ARN ET DE H. PYLORI.

1) Généralités sur les inflammasomes

La fonction la plus caractérisée de la famille NLR (membre de la famille des PRRSs) est la
formation de certains inflammasomes (Broz and Dixit 2016)). Cing membres de la famille NLRs
(NLRP1, NLRP3, NLRC4, NLRP6 et pyrin) et un membre de la famille PYHIN (AIM2) forment des
complexes multi-protéiques élevé appelés inflammasomes (Figure :11). Les inflammasomes sont
généralement des complexes tripartites composés d’un NLR, de I’adaptateur ASC (apoptosis-associated
speck-like protein containing a CARD domain) et de la caspase-1. L'ordre précis des événements
conduisant a l'activation des inflammasomes reste ambigu pour tous les inflammasomes. A 1’état basal
les différents composants du complexe ne sont pas assemblés et les caspases sont inactives.
L’assemblage ne s’effectue que si le récepteur détecte un activateur ce qui permet le recrutement de la
protéine adaptatrice ASC puis de la protéine effectrice en particulier la caspase-1 responsable du clivage
des zymogenes pro-1L-1B et pro-1L-18 en leurs formes biologiquement actives, et initie une forme de
mort cellulaire pro-inflammatoire programmée appelée pyroptose (Broz and Dixit 2016). Toutefois I’TL-
1B et IL-18 sont de puissantes cytokines pro-inflammatoires, qui sont importantes pour stimuler les
réponses immunitaires adaptatives spéecifiques a I'antigene et pour réparer les tissus (Dinarello 2009).
Cependant, une sécrétion non contrdlée d'IL-1pB peut entrainer une fibrose ainsi que des troubles auto-

inflammatoires (Fink and Cookson 2005).
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Figure 11 : Modéle des stimuli et d'activation des inflammasomes. Référence modifiée d’aprés
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(Lamkanfi and Dixit 2012).

L'activation des inflammasomes nécessite deux signaux. Le premier signal « priming » (ou
amorcage en francais) entraine I'activation du facteur de transcription NF-kB et provoque la production
de pro-IL-1p et régule positivement la transcription et la traduction de NLRP3 (Bauernfeind, Horvath et
al. 2009). De nombreux signaux inflammatoires, y compris la stimulation des TLRs comme le TLR4
ainsi que l'activation de récepteurs de cytokines pro-inflammatoires, notamment les récepteurs pour le
TNF-o ou IL-1p sont capables de fournir ce premier signal (Bauernfeind, Horvath et al. 2009, Franchi,
Eigenbrod et al. 2009). Initialement, on pensait que I'amorcgage ne servait qu'a augmenter les niveaux de
pro-IL-1pB, augmentant ainsi la disponibilité du substrat pour la caspase-1. Néanmoins des travaux sur
I'exigence d'amorcage de I'inflammasome NLRP3 ont démontré que I'amorcage régule I'expression de
NLRP3 et que cette expression accrue est requise pour I'activation de I'inflammasome NLRP3 (Swanson,
Deng et al. 2019).

Des études ont montré que I'amorcage induit diverses modifications post-traductionnelles des
composants des inflammasomes, qui permettent l'activation de ces derniers. Dans les conditions basales,
NLRP3 est polyubiquitinylé en K63. Cependant, lors du traitement au LPS, NLRP3 est rapidement
deubiquitinylé par BRCC3, un membre de la famille des enzymes de dé-ubiquitinylation contenant des
domaines JAMM, qui est essentiel pour l'activation de I'inflammasome NLRP3 (Juliana, Fernandes-
Alnemri et al. 2012, Py, Kim et al. 2013). De plus, la phosphorylation de ASC a été associée a l'activation
des inflammasomes NLRP3 et AIM2 : Hara et al. ont démontré que la phosphorylation Y144 de I'ASC
par les kinases Syk et Jnk est nécessaire pour l'activation des inflammasomes (Hara, Tsuchiya et al.
2013). Ensemble, ces données mettent en évidence I’importance de 'amorgage dans la régulation de
I'activation des inflammasomes via des mécanismes transcriptionnels et post-traductionnels.

Le deuxiéme signal provoque I'assemblage et I'activation de I'inflammasome et peut étre fourni
par une variété de stimuli (Schroder and Tschopp 2010). Les quatre PRRs connus pour former des
inflammasomes répondent chacun a des stimuli spécifiques. Le NLRP1 humain, est le NLR qui a défini
I'inflammasome pour la premiere fois (Martinon, Burns et al. 2002). Il est unique dans sa structure de
domaine contenant un domaine pyrin N-terminal (PYD), une fonction C-terminale (FIIND), et un
domaine CARD (Martinon, Mayor et al. 2009). 1l a été démontré que I'inflammasome NLRP1b s'active
en réponse a la toxine de Bacillus anthracis (Boyden and Dietrich 2006, Hsu, Ali et al. 2008, Kovarova,
Hesker et al. 2012). Le NLRP1b, en conjonction avec le NOD2, a également été implique dans la
sécrétion d'lIL-1pB en réponse au dipeptide muramyl (MDP) bactérien (Hsu, Ali et al. 2008), mais ces
données ont été remises en question par d’autres chercheurs qui n'ont pas pu reproduire ces résultats
(Kovarova, Hesker et al. 2012).

NLRC4 est activé par les systemes de sécrétion bacterienne de type 3 et de type 4 ou par la
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flagelline cytosolique via l'utilisation des membres de la famille NLR, NAIP2 ou NAIP5, respectivement
(Miao, Alpuche-Aranda et al. 2006, Zamboni, Kobayashi et al. 2006, Miao, Mao et al. 2010, Zhao, Yang
et al. 2011). NLRC4 est unique parmi les NLRs, car il est le seul membre identifié a ce jour qui ne
reconnait pas directement son ligand. La phosphorylation de NLRC4 a la Ser 533 par la protéine kinase
C (PKC)d est importante pour l'activation de l'inflammasome NLRC4 (Qu, Misaghi et al. 2012).
Cependant, le rdle précis de la phosphorylation Ser 533 dans I'activation de I'inflammasome NLRC4
reste incertain. Le mécanisme par lequel NLRC4 et les NAIPs interagissent et activent la caspase-1 n’est
pas encore clairement défini.

Le membre de la famille PYHIN, AIM2, forme également un inflammasome. AIM2 est composé
d'un domaine PYD et d'un HIN-200C. AIM2 sert de PRR majeur pour la reconnaissance de I'ADN
cytosolique d’origine microbienne. L'activation de AIM2 par I'ADN cytosolique provoque la formation
d'un inflammasome contenant AIM2, ASC et la caspase-1 (Ludlow, Johnstone et al. 2005, Muruve,
Pétrilli et al. 2008, Fernandes-Alnemri, Yu et al. 2009, Hornung, Ablasser et al. 2009, Roberts, Idris et
al. 2009, Schattgen and Fitzgerald 2011). Cette activation est importante dans la défense de I'h6te contre
divers virus et les bactéries a Gram négatif (Fernandes-Alnemri, Yu et al. 2010, Jones, Kayagaki et al.
2010, Rathinam, Jiang et al. 2010, Ulland, Janowski et al. 2013).

Le NLRP6, membre de la famille des récepteurs de type NOD, est le moins caracteérisé. 1l forme
un inflammasome impliqué dans la reconnaissance des microbes et de I'homéostasie intestinale
(Wlodarska, Thaiss et al. 2014). Dans l'intestin, le NLRP6 est exprimé dans les cellules épithéliales
intestinales et favorise la production d'IL-18 et la réparation des cellules épithéliales en réponse aux
Iésions intestinales induites chimiquement (Huber, Gagliani et al. 2012). Le NLRP6 agit également au
sein des cellules caliciformes intestinales pour réguler la production de mucus (Birchenough, Nystrém
et al. 2016). De plus, le NLRP6 fonctionne au sein des macrophages pour limiter I'inflammation causée
par les bactéries commensales dans l'intestin et pour réguler Il'infection systémique par des agents
pathogénes bactériens (Seregin, Golovchenko et al. 2017). Bien que le NLRP6 puisse s'associer a la
caspase-1 et a I'adaptateur ASC dans les études de surexpression (Levy, Thaiss et al. 2015), la nature de
’activation de l'inflammasome NLRP6 et de son agoniste reste incertaine. Il est démontré que LTA
(I’Acide Lipotéichoique), une molécule produite par des bactéries Gram-positives, se lie et active
NLRP6 conduisant au recrutement et a 1’activation de la caspase-11 via l'adaptateur ASC. Lors d'une
infection a Listeria monocytogenes ou de la présence de LTA cytosolique, le NLRP6 forme un complexe
protéique contenant la caspase-11 et la caspase-1 qui régule la sécrétion d'IL-18 dans les macrophages
(Hara, Seregin et al. 2018).
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IT) L’Inflammasome NLRP3

I11-1) Activation de I’inflammasome NLRP3

A ce jour, I'inflammasome NLRP3 est le mieux caractérisé des récepteurs connus pour former
des inflammasomes, et semble étre le plus étudi¢ en terme de mécanismes d’activation. NLRP3 a été
identifié & I'origine comme un gain de mutation fonctionnelle associé aux troubles auto-inflammatoires
du syndrome de l’urticaire familiale au froid (FCAS), du syndrome CINCA (chronique, infantile,
neurologique, cutané et articulaire) et du syndrome de Muckle-Wells. Ensemble ces maladies sont
maintenant connues sous le nom de syndromes périodiques associés a la cryopyrine (Hoffman, Mueller
et al. 2001, Agostini, Martinon et al. 2004).

Le récepteur NLRP3 peut étre activé par une trés grande variété d’agonistes, comme des
composants issus d’infections, de dommages tissulaires ou de désordres métaboliques. L’activation de
I’inflammasome NLRP3 permet 1I’assemblage des récepteurs NLRP3, des protéines adaptatrices ASC et
de la caspase-1 effectrice, et nécessite également deux signaux : D’une part, une induction de la
transcription, dépendante de la voie NF-xB, qui requiert la fixation de ligands de TLR ou de NLR ou
des cytokines inflammatoires, comme mentionné dans la partie précédente. D’autre part, un activateur
qui permet I’oligomérisation de NLRP3.

Contrairement 8 NLRP1b, NLRC4 et aux NAIP, I’inflammasome NLRP3 n’est pas, ou peu,
exprimé de facon constitutive dans la plupart des cellules résidentes comme les macrophages et les
cellules dendritiques. Un premier signal fourni par les activateurs de la voie NF-kB, comme I’activation
du TLR4 par le LPS est nécessaire mais pas suffisant pour I’activation de NLRP3 (Bauernfeind, Horvath
et al. 2009). Le NF-kB permet la synthése et I’accumulation de pro-IL-1p et de NLRP3. Un deuxiéme
signal, comme 1’amiante, la silice (Dostert, Pétrilli et al. 2008), les adjuvants d’aluminium (« Alum »)
(Eisenbarth, Colegio et al. 2008), I’ATP (Adénosine Tri-Phosphate) via la signalisation par le récepteur
purinergique P2X7 (Mariathasan, Weiss et al. 2006), des infections virales (Ichinohe and Iwasaki 2009),
des produits de champignons (Gross, Poeck et al. 2009). En effet, il a ét¢é montré que les champignons
induisent généralement des ROS, un efflux de K * et une libération d'IL-1B dépendant de la rupture
lysosomale. Le deuxiéme signal peut étre aussi des ARN ou ADN bactériens (Kanneganti, Ozéren et al.
2006, Muruve, Pétrilli et al. 2008) : la toxine bactérienne nigéricine permet I’oligomérisation de NLRP3
et la formation de I’inflammasome (Pelegrin and Surprenant 2007). Lorsqu’il est activé, I’inflammasome
NLRP3 recrute la protéine adaptatrice ASC qui recrute a son tour la pro-caspase-1 qui va alors s’activer.
La caspase-1 «active» peut induire une mort cellulaire ou la maturation des cytokines pro-
inflammatoires IL-1p et IL-18 (figure 12). Des molécules endogénes en excés constituent aussi des
signaux de danger et peuvent déclencher une inflammation dite stérile (absence de pathogéenes)

notamment ’amiante, la silice, I’aluminium etc. L’inflammasome NLRP3 est ainsi impliqué dans la
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pathogénéese de maladies inflammatoires stériles comme la goutte, I’athérosclérose, les diabétes de type
2 et la maladie d’ Alzheimer. Ces maladies sont causées respectivement par des cristaux d’acide urique
(MSU) dans les articulations (Martinon, Pétrilli et al. 2006), du cholestérol (Duewell, Kono et al. 2010),
des agrégats d’IAPP (Islet Amyloid PolyPeptide ou amyline) dans le pancréas (Masters, Dunne et al.
2010) et des agrégats de fibres de peptides d’amyloide-f dans le cerveau (Halle, Hornung et al. 2008).
Récemment, la kinase 7 liée a NIMA (NEK7), une sérine-thréonine kinase connue pour son implication
dans la mitose, s'est avérée essentielle pour I'activation de I'inflammasome NLRP3. NEK?7 interagit
spécifiqguement avec NLRP3, mais pas les autres capteurs d'inflammasome NLRC4 (NOD, LRR et
CARD contenant 4) ou la protéine inductible par interferon AIM2. Lors de lactivation de
I'inflammasome, l'interaction NEK7-NLRP3 augmente et NEK7 s'oligomérise avec NLRP3 en un
complexe essentiel pour la formation de speck d’ASC et I'activation de la caspase 1. Ainsi, NEK7 semble

étre un composant central spécifique de I'inflammasome NLRP3 (Swanson, Deng et al. 2019).
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Figure 12 : Activation de I’inflammasome NLRP3 via les deux signaux. (Jo, Kim et al. 2016) :

Dans des conditions non infectieuses, I'efflux extracellulaire d'ATP et de K * conduit a I'activation de

I'inflammasome NLRP3 via le récepteur P2X7 et la pannexine-1. Diverses particules endogénes et exogénes, y compris les
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cristaux MSU, les cristaux CPPD, les cristaux de cholestérol, I'amyloide-g, les cristaux de silice, I'amiante et I'alum,
favorisent les lésions lysosomales et libérent la cathepsine B dans le cytosol, conduisant a I'activation de I'inflammasome
NLRP3. L ‘acide urique, silice et alum sont également capables de déclencher l'assemblage de l'inflammasome par la
signalisation de plusieurs récepteurs purinergiques. De plus, I'efflux de calcium via TRPM2 active I'inflammasome NLRP3
via les ROS mitochondriales. Le TXNIP dissocié, qui est déclenché par des ROS intracellulaires, active également
l'inflammasome NLRP3. L’ADP, adénosine diphosphate; ATP, adénosine triphosphate; K *, potassium; ASC, protéine de
type speck associée a l'apoptose contenant un domaine de recrutement de caspase C-terminal; CPPD, pyrophosphate de
calcium déshydraté; DAMP, motifs moléculaires associés aux dommages; P2X7, P2X purinoceptor 7; P2R, récepteur
purinergique; PAMP, motifs moléculaires associés aux agents pathogenes; ROS, espéces réactives de I'oxygéne; TLR,

récepteurs de type péage; TNF-«, facteur de nécrose tumorale-«; TXNIP, protéine d'interaction avec la thiorédoxine (TRX).

De nombreuses études ont confirmé que I'efflux de potassium, une augmentation du calcium
intracellulaire et des especes réactives de l'oxygene (ROS) sont nécessaires pour l'activation de
I'inflammasome NLRP3 (Cruz, Rinna et al. 2007, Pétrilli, Papin et al. 2007, Cassel, Eisenbarth et al.
2008, Dostert, Pétrilli et al. 2008). La nécessité d'efflux de potassium in vitro a été démontré,
indirectement, par l'utilisation de fortes concentrations de potassium extracellulaire qui perturbent le
gradient de concentration de potassium entre les espaces intra et extracellulaires, ainsi que directement
par I'inhibition pharmacologique des canaux potassiques (Cassel, Eisenbarth et al. 2008, Dostert, Pétrilli
et al. 2008, Eisenbarth, Colegio et al. 2008, Franchi and Nufiez 2008, Gross, Poeck et al. 2009, Ritter,
Gross et al. 2010, Mufioz-Planillo, Kuffa et al. 2013). Bien qu'il soit connu que I'efflux de potassium est
nécessaire pour l'activation de l'inflammasome NLRP3, son réle précis dans lactivation de
I'inflammasome NLRP3 reste incertain.

L'activité de l'inflammasome NLRP3 est étroitement régulée pour empécher son activation
incontrolée, car une signalisation aberrante est associée a diverses maladies auto-immunes et
métaboliques y compris la goutte, lI'induction du syndrome périodique associé a la cryopyrine (CAPS)
chez les individus sensibles, a I'obésité, le diabete de type 2 et la maladie d'Alzheimer (MA) (Menu and
Vince 2011). Par consequent, la régulation de lI'axe NLRP3 IL-1 / IL-18 avec cette multitude de
maladies métaboliques et dégénératives peut avoir un role potentiel thérapeutique dans le traitement de

ces maladies.

11-2) Régulation de I’amorcage

L'étape d'amorcage de I'inflammasome NLRP3 implique généralement une régulation positive
de NLRP3 dépendant de NF-«xB cellulaire, une transcription du pro-1L-1p et une synthése protéique de
novo lors de la reconnaissance de stimuli pro-inflammatoires (ligands des TLR) (Bauernfeind, Horvath
et al. 2009). Cet amorcage dépendant de la transcription pour activer NF-xB est médié par le domaine
de mort associé a Fas (FADD) et plus tard par la caspase-8 (Gurung, Anand et al. 2014). D'autres données
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ont révéle des mécanismes plus rapides d'amorgage de I'inflammasome NLRP3, qui sont indépendants
de la transcription. Par exemple, la signalisation LPS — TLR4 — MyD88 dans les macrophages peut
amorcer NLRP3 sans transcription en stimulant sa dé-ubiquitination (Juliana, Fernandes-Alnemri et al.
2012). Au-dela de TLR4, la liaison du TLR3 a I'ARNdb favorise I'amorcage post-traductionnel de
I'inflammasome NLRP3 par les voies dépendantes de TRIF / RIPK1 / FADD dans les phases
intermédiaires et tardives, qui nécessitent toutes les deux la fonction d'échafaudage FADD / caspase-8
(Kang, Fernandes-Alnemri et al. 2015).

11-3) Régulation post-transcriptionnelle

Des preuves émergentes montrent que I'inflammasome NLRP3 peut également étre régulé au
niveau post-transcriptionnel (Figure 13). 1l a été démontré que des facteurs épigénétiques, notamment la
méthylation de I'ADN et l'acétylation des histones, régulent I'expression de 'ARNm de NLRP3 en
réponse a l'infection & Mycobacterium tuberculosis (Wei, Wang et al. 2016) et a la neuropathie
douloureuse induite par le bortézomib (Liu, Huang et al. 2018). Jusqu'a présent, les microARN sont les
régulateurs post-transcriptionnels les plus étudiés de I’inflammasome NLRP3. Parmi ces microARN on
retrouve le miR-223 qui régule négativement I'activité de I'inflammasome NLRP3 en ciblant les sites de
liaison UTR de NLRP3 dans les cellules myéloides (Bauernfeind, Rieger et al. 2012). Il a été proposé
que miR-223 module les réponses immunitaires innées lors de lI'inflammation intestinale et des Iésions
pulmonaires aigués induites par les DAMPs (Neudecker, Haneklaus et al. 2017). L'expression aberrante
des autres microARN cible et inhibe également I'inflammasome NLRP3 dans diverses situations
pathologiques, comme le microARN-7 dans la neuroinflammation (Zhou, Lu et al. 2016), le microARN-
30e dans la maladie de Parkinson (Li, Yang et al. 2018) et le microARN22 dans la maladie coronarienne
(Huang, Wei et al. 2017) et le carcinome épidermoide oral (Feng, Luo et al. 2018). Des études plus
récentes commencent a éclaircir un réle jusqu'alors imprévu des longs ARN non codants (IncRNA) dans
I'orchestration de I'activation de I'inflammasome NLRP3. Parmi ceux-ci, I'ARN non codant antisens dans
le locus INK4 (ANRIL) peut neutraliser miR-122-5p pour améliorer I'activation de I'inflammasome
NLRP3 dans la néphropathie a I'acide urique (Hu, Wu et al. 2019). Il a été rapporté que d'autres IncCRNA
favorisaient ou atténuaient la signalisation de I'inflammasome, y compris Neatl (Zhang, Cao et al. 2019)
et Gm15441 (Brocker, Kim et al. 2020).
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Figure 13 : Régulation de I’activation de I’inflammasome NLRP3. (Zheng, Liwinski et al. 2020)

11-4) Modulation post-traductionnelle

La régulation de lI'inflammasome NLRP3 par des modifications post-traductionnelles, y compris
la phosphorylation et la désubiquitination, est de plus en plus étudiée. La phosphorylation médiée par
JNK1 de NLRP3 sur la Ser194 (correspondant a Ser198 humaine) est un événement clé d'amorcage non
transcriptionnel provoquant l'auto-association de NLRP3 et I'assemblage ultérieur de l'inflammasome
(Song, Liu et al. 2017). En outre, lI'ubiquitine ligase Pellino2 d'E3 favorise l'ubiquitination de NLRP3
dans I'étape d'amorcgage non transcriptionnel et facilite I'activation de I'inflammasome NLRP3, tandis
que l'ubiquitination et la dégradation de NLRP3 médiées par la ligase FBXL2 E3 jouent un réle
régulateur négatif dans cette activation de I'inflammasome (Humphries, Bergin et al. 2018). Au cours de
I'étape d'activation, la phosphorylation de NLRP3 par la protéine kinase D (PKD) sur la Ser293 (ou
Ser295 humaine) est suffisante pour déclencher I'assemblage de I'inflammasome (Zhang, Meszaros et
al. 2017). En revanche, la phosphorylation induite par PKA de NLRP3 au niveau de la Ser 291 chez la
souris induit la régulation négative de l'inflammasome NLRP3 (Guo, Xie et al. 2016). La
déphosphorylation du domaine PYD du NLRP3 par la phosphatase 2A (PP2A) (Stutz, Kolbe et al. 2017),
ou Tyr861 du NLRP3 par la protéine tyrosine phosphatase non-récepteur 22 (PTPN22) (Spalinger,
Kasper et al. 2016) favorise également I'activation de NLRP3. QOutre la phosphorylation, I'enzyme de
déubiquitination BRCA1/ BRCA2 (BRCC3) contenant la sous-unité complexe 3 favorise une activation

de l'inflammasome en déubiquitinant NLRP3 au niveau de son domaine LRR (Py, Kim et al. 2013).
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ABRO1, un composant du complexe BRCC3, améliore I'activation de Il'inflammasome NLRP3 en
régulant la déubiquitination de NLRP3 apres I'amorcgage par le LPS (Ren, Zhang et al. 2019). D'autres
exemples de régulation négative médiée par l'ubiquitination de l'inflammasome NLRP3 sont la ligase
E3 induite par la dopamine MARCH?7 (Yan, Jiang et al. 2015), I'nomologue d'Ariane 2 (ARIH2)
(Kawashima, Karasawa et al. 2017) et TRIM31 (Song, Liu et al. 2016). L'oxyde nitrique (NO), atténue
I'activité de l'inflammasome NLRP3 au niveau post-traductionnel par S-nitrosylation directe (Mishra,
Rathinam et al. 2013).

11-5) Régulation négative de I'activation de I'inflammasome NLRP3

En plus de la régulation post-transcriptionnelle et post-traductionnelle, un certain nombre de
molécules peuvent interagir directement ou indirectement avec les composantes de I'inflammasome
NLRP3, et inhibent I'assemblage de NLRP3 avec ASC et caspase-1. Par exemple, I'adaptateur de cellules
B pour la phosphoinositide-3-kinase (BCAP) interagit avec I'inhibiteur du pseudo-substrat de la caspase-
1 «Flightless-1 », inhibant ainsi le recrutement et l'activation de la pro-caspase-1 dans le « pré-
inflammasome » contenant uniquement NLRP3 et ASC provoquant un retard dans 1’élimination des
pathogenes (Carpentier, Ni et al. 2019). Le facteur de risque IRGM de la maladie de Crohn interagit
directement avec NLRP3 et ASC, blogue leur oligomérisation et empéche I'assemblage de
I'inflammasome. Il intervient aussi alternativement dans l'autophagie sélective de NLRP3 et ASC
assurant ainsi une protection contre les troubles inflammatoires intestinaux (Mehto, Jena et al. 2019).
Les membres de la famille des protéines a Pyrin unique (POP), y compris POP1 (de Almeida, Khare et
al. 2015)et POP2 (Ratsimandresy, Chu et al. 2017), bloquent I'assemblage de I'inflammasome en se liant
a ASC et en inhibant le recrutement de ASC vers NLRP3. La protéine de granule de stress DDX3X,
impliquée a la fois dans l'inflammasome NLRP3 et dans lI'assemblage des granules de stress, régule
I’activation de l'inflammasome NLRP3 en constituant un point de contrdle critique dans les cellules
stressées (Samir, Kesavardhana et al. 2019). D'autres molécules inhibant l'interaction NLRP3-ASC
comprennent le récepteur nucléaire orphelin (Yang, Kim et al. 2015), la protéine de choc thermique 70
(Martine, Chevriaux et al. 2019) et la famille NLR contenant le domaine CARD 3 (NLRC3) (Eren,
Berber et al. 2017).

D’autre molécules régulatrices ciblant I'efflux d'ions, la fonction mitochondriale et la
signalisation des ROS bloquent également l'activation de Il'inflammasome NLRP3. Le fB-
hydroxybutyrate du corps cétonique (BHB) (Youm, Nguyen et al. 2015) inhibe I'inflammation induite
par l'inflammasome NLRP3 en empéchant I'efflux de K*. La protéine transmembranaire 176B
(TMEM176B) inhibe I'inflammasome NLRP3 en contrélant le Ca2 + cytosolique, tandis que le bloquage

de TMEM176B peut améliorer I'activité anti-tumorale grace a une activation accrue de I'inflammasome
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(Segovia, Russo et al. 2019). Les récepteurs couplés aux protéines G, une classe diversifiée de récepteurs
membranaires, initient mais suppriment également I'activation de I'inflammasome NLRP3 en régulant
les flux ioniques et la production de mtROS (Tang, Gong et al. 2018). Le NO est également considére
comme un régulateur négatif crucial de I'inflammasome NLRP3 en induisant la stabilisation des
mitochondries (Mishra, Rathinam et al. 2013). L’IL-10 inhibe I'activation de I'inflammasome NLRP3

en réduisant la production des ROS par les mitochondries (Ip, Hoshi et al. 2017).

111) Inflammasome NLRP3 et infection virale

Plusieurs virus activent I'inflammasome NLRP3. L'infection par le virus 1 de I'herpés simplex
(HSV-1) de fibroblastes du prépuce humain déclenche I'association de ASC avec le NLRP3 ainsi que la
production de caspase-1 et d'IL-1p matures (Johnson, Chikoti et al. 2013). Le virus de la stomatite
veésiculeuse (VSV), mais pas le VSV irradié aux UV, induit la libération d'IL-1f via une voie dépendant
de I'inflammasome NLRP3 et indépendemment de RIG-1 (Rajan, Rodriguez et al. 2011). L'infection par
le virus du Nil occidental (WNYV) induit 1'expression d’ASC, de la caspase-1 mature et la production
d'IL-1B chez les individus et les souris infectés. Les souris déficientes en composantes de
I’inflammasome NLRP3 ; 1I-1r -, NIrp3 7, Casp-1 7 et Asc 7" infectées par WNV présentent des taux
de mortalité plus élevés que les souris WT infectées par le méme virus (Ramos, Lanteri et al. 2012,
Kumar, Roe et al. 2013). Le virus de la rage et le virus de la vaccine modifié (VACV) peuvent également
déclencher la production d'IL-1B via I’activation de I’inflammasome NLRP3 (Delaloye, Roger et al.
2009, Lawrence, Hudacek et al. 2013); cependant, le mécanisme d'activation de I'inflammasome reste
non élucidé. L'infection par le virus de I'encéphalite japonaise (JEV) induit I'activation de la caspase-1
et la production d'IL-1p et d'IL-18 dans les cellules BV-2 d'une maniere dépendante de NLRP3. Le
traitement au chlorure de potassium (pour inhiber I'activation du modéle de canal ionique de NLRP3) et
d'un inhibiteur de ROS peut inhiber la maturation des interleukines et de la caspase-1 induite par le JEV
(Kaushik, Gupta et al. 2012). Le virus de la fievre de la vallée du Rift (RVFV) induit la libération d'IL-
1B grace a Dl’activation de I’inflammasome NLRP3 et a la présence de ’adaptateur MAVS. La
production de I’TL-1f par les BMDC dérivés des souris Mavs 7 est inhibée aprés infection par RVFV et
cette derniére déclenche la co-localisation de MAVS et de NLRP3 (Ermler, Traylor et al. 2014). Le
membre A de la famille 5 du domaine des lectines de type C (CLEC5A), qui est une lectine de type C,
est importante pour l'activation de lI'inflammasome NLRP3 induite par le virus de la dengue (Wu, Chen
et al. 2013). La libération d'IL-1p et d'TL-18, induite par le virus de la dengue et déependante de NLRP3,
est bloquée par le traitement avec du Glibenclamide (Inhibiteur de I’efflux de potassium), ou avec du
CA-074-Me (un inhibiteur de Syk) ou I'utilisation de 1’anticorps monoclonal antagoniste anti-CLECS5A.

Il a été suggéré que CLECS5A interagit directement avec le virus de la dengue pour activer
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I'inflammasome NLRP3. Le CLEC5A peut egalement étre une cible possible pour de nouveaux
médicaments antiviraux de la dengue. De plus la viroporine 2B de 'EMCYV, et non I'ARN viral, joue un
role dans l'activation de l'inflammasome NLRP3 induit par 'EMCV (lto, Yanagi et al. 2012).
L'expression de la protéine 2B induit la libération d'IL-1p et la redistribution de NLRP3 dans la région
périnucléaire ou elle colocalise alors avec la protéine 2B. L'activité des canaux ioniques de la protéine
2B, qui réduit la concentration en ions calcium dans le réticulum endoplasmique et I'appareil de Golgi,
est impliquée de maniére significative dans la sécrétion d'IL-1p. La Thapsigargin (TG) et 1'lonomycine
lonophore Ca?* (qui augmente les concentrations de Ca?* cytoplasmique) induisent également la
libération d'IL-1B alors que le chélateur du Ca?*, BAPTA-AM, inhibe la libération d'IL-1p induite par
I'EMCYV intact et par la protéine EMCV 2B (Ito, Yanagi et al. 2012).

IV) Inflammasome NLRP3 et infection par H. pylori

Des études ont identifié I'inflammasome NLRP3 comme étant activé lors de I'exposition des
cellules dendritiques murines a H. pylori (Kim, Park et al. 2013, Semper, Mejias-Luque et al. 2014).
L’activation du TLR2 est une condition préalable de l'activation de I’inflammasome NLRP3, car les
cellules dendritiques déficientes en TLR (TLR27) sont incapables d’activer la caspase-1 et de sécréter
des cytokines dépendantes de la caspase-1. En revanche, tous les autres TLR (TLR4, 5, 9) et le récepteur
a IL-1p sont dispensables pour I’activation de 1'inflammasome NLRP3. Des travaux supplémentaires ont
révélé que la signalisation TLR2 induite par H. pylori conduit & I'activation transcriptionnelle de NLRP3,
qui est une étape regulatrice pour l'activation de cet inflammasome (Figure 14). L'expression de NLRP3
dépend de NF-kB : I’inhibiteur de la translocation nucléaire de NF-kB bloque a la fois I'expression
transcriptionnelle de NLRP3, le clivage et la sécrétion des cytokines dépendantes de la caspase-1. Le
role putatif d'une voie d'activation de I’inflammasome non canonique récemment identifiée qui implique
la production et la signalisation des IFNs de type | via TRIF, IRF3/7 et la caspase-11 a été étudié
(Rathinam, Vanaja et al. 2012). Cette voie ne semble pas étre nécessaire pour I’activation de la caspase-
1 par H. pylori. Un dysfonctionnement dans I'un des facteurs de I'axe TLR2 / NLRP3 / caspase-1/ IL-
18 produit un phénotype qui rappelle la déplétion des Treg ou des cellules dendritiques, ce qui conduit
a un meilleur contrdle des infections, une inflammation chronique et une immunopathologie plus
prononcee (Arnold, Lee et al. 2011, Hitzler, Oertli et al. 2011, Oertli, Sundquist et al. 2012).

54



H. pylori

Th1 differentiation

YN LPS O-chain
\ immunity

UreB ‘

high IL-18

o
..\s
®

[ ]

active casp-1

L r" \ MHCII
—> of) pro-IL-18
@

CD80/86
o pro-iL-18

IL-18

Nucleus

Dendritic Cell @ high IL-18

Treg differentiation
immune tolerance
persistence

Figure 14 : Activation de I’inflammasome NRLP3 induit par H. pylori. (Koch and Miller 2015)

Enfin, Kim et al. ont montré que la sécrétion d'IL-1 par les cellules dendritiques infectées par
H. pylori nécessite TLR2, NOD?2 et I'inflammasome NLRP3 (Kim, Park et al. 2013). Deux facteurs
distincts et non redondants de la bactérie contribuent a I'activation des inflammasomes et a la production
de cytokines dépendantes de la caspase-1 : I'axe LPS / TLR4 / MyD88 favorisant I'expression de la pro-
IL-1p et I'axe uréase / TLR2 / MyD88 favorisant I'expression de NLRP3 (Koch and Miiller 2015).
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| - Les patients

71 patients sont inclus dans cette étude concernant I’infection par H. pylori : ils sont de nationalité
marocaine, résidents au Maroc et appartiennent a différentes ethnies. Les patients sont recrutés au niveau
de I'ndpital 1bn Rochd de Casablanca au Maroc et de 1’Hopital Militaire d'Instruction Mohamed V rabat.
Ces patients sont soit en consultation externe en Gastro-entérologie, soit des patients hospitalisés a
I’hopital.

Les patients ayant des douleurs épigastralgiques et référés pour une endoscopie gastro-intestinale
supérieure sont recrutés. Les patients qui ont déja subi une chirurgie gastroduodénale, ou traités contre
I’infection a H. pylori ou qui ont pris des inhibiteurs de la pompe a protons ou des anti-inflammatoires
au cours des 3 mois précédant I'endoscopie sont exclus de notre étude. Les antécédents médicaux sont
obtenus aupres de chaque patient inclus dans notre étude. Les données personnelles et cliniques de
chaque patient inclus dans I’étude sont collectées sur des fiches cliniques (Annexe 1) aprés avoir signer

une fiche de consentement (Annexe 2).

Fibroscopie et Biopsies gastriques

Les fibroscopes, majoritairement de la marque Fujinon®, permettent la réalisation de biopsies
gastriques au moyen d’une pince a biopsie. La fibroscopie a été réalisée dans le service de
gastroentérologie par un Gastro-entérologue.

Six biopsies d’environs 2mm chacune sont prélevées de 1’estomac de chaque patient, trois au

niveau de I'antre et trois au niveau du fundus (figure 15).

Figure 15 : Différents sites de prélévement de biopsies gastriques. Site 1, 3 et 4 : petite courbure. Site 2
et 5 grande courbure (Matthew Banks et al. 2019).

Les biopsies prélevées sont ensuite soit mise dans un tube Eppendorf vide, soit plongées dans du
RNA Later (Invitrogen) et sont destinées a I’é¢tude moléculaire, soit plongées dans du formol pour I’étude

histologique. Les 3 biopsies de chaque localité de I’estomac sont utilisées séparément : Une a servis a
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I’extraction de ' ADN génomique, une a I’extraction des ARN totaux et la derniere a servis pour I’analyse
histopathologique. Les procédures d'échantillonnage des biopsies ainsi que la méthode de manipulation
des échantillons sont identiques pour les biopsies de I'antre et du fundus.

I1- Analyses histopathologiques

L’analyse histopathologique a été réalisee dans le laboratoire du service d’anatomo-pathologie
de I’hopital Ibn Rochd de Casablanca.

Les biopsies gastriques sont fixées dans du formol & 10% pendant 24 h puis sont inclues dans de
la paraffine. Des coupes séquentielles de 3 4 5 pum sont réalisées au microtome et colorées a
I'hnématoxyline-éosine et au Giemsa modifié pour les analyses histopathologiques de routine. L’analyse
histopathologique a été réalisée selon le systeme de Sydney (Dixon, Genta et al. 1996).

L’examen anatomopathologique consiste a analyser au microscope des cellules ou des tissus
prélevés sur un organe ; on parle aussi d’examen histopathologique. L'examen histopathologique est le
plus classique et nécessite des prélevements de bonne qualité et un observateur expérimenté.
La détection de bactéries spiralées se fait en surface aprés coloration par Hématéine Eosine Safran (HES)

ou Giemsa, voire par réaction immunoenzymatique.

I11- Etude de PADN génomique

I11- 1 : Extraction de ’ADN génomique

Les biopsies destinées a 1’extraction de 'ADN génomique sont broyées a I’aide d’une spatule
dans des tubes eppendorfs stériles puis lysées dans du tampon de lyse contenant de la protéinase K a
200mg/ml (Annexe 3) pendant toute la nuit a 56°C. L’ADN génomique est extrait des lysats cellulaires
en utilisant le protocole standard phénol-chloroforme.

Pour ce faire, 500 ul de phénol sont ajoutés aux lysats cellulaires pour séparer la phase organique
de la phase aqueuse. Les ADNSs sont des molécules chargées négativement en raison des groupements
phosphate dans leur structure. lls sont insolubles dans les solvants organiques hydrophobes et solubles
dans les solutions aqueuses hydrophiles. Apres traitement par le phénol ’homogénat est centrifugé a
1600 g pendant 5 minutes. Les surnageant sont ensuite récupérés dans des tubes eppendorfs 1,5 ml
auxquels on additionne 250 pl de chloroforme/isoamyl alcohol (25 :1). Le mélange est délicatement
agité puis centrifuger a 1600 g pendant 3 minutes. Les surnageants sont directement récupérés dans des
nouveaux tubes eppendorfs 1,5 ml puis mélanger avec 250ul de chloroforme pur. Les surnageant

récupéres apres centrifugation a 2100g pendant 2 minutes, sont transférés dans des nouveaux tubes
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eppendorfs 1,5 ml. 50ul de I’acétate de sodium [3M] + 500 pl Isopropanol 100% sont ajouté aux
surnageants récupérés. Ensuite les surnageant sont laissés incuber a -20°C pendant 30 minutes puis
centrifugés a 2100g pendant 45 minutes. Le culot est récupéré dans 250 pl d’éthanol 70%, centrifugé a
2100g pendant 10 minutes. A la fin, 1’éthanol est ¢liminé et les tubes sont laissé sécher a température
ambiante. Pour éluer I’ADN, le culot est mélangé avec 50 ul de H20 stérile puis chauffé pendant 1heure
a 60°C. La qualité des ADNs est controlée sur un gel d’agarose 0,8% sous rayons ultras violets ou par
Nanodrop. Les ADNs sont ensuite aliquotés dans des tubes eppendorfs puis stokés a —20°C jusqu’a
utilisation (Figure 16)
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Figure 16 : Extraction de I'ADN au phénol-chloroforme.

I11-2 : Identification de H. pylori

La présence de H. pylori a éte évaluée par deux techniques : par examen anatomopathologique
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(décrit ci-dessus) et par PCR (Polymerase Chain Reaction).

La PCR est une technique d'amplification d’ADN in vitro qui permet d'obtenir un trés grand
nombre de copies d'une séquence d’ADN choisie. Chaque cycle de PCR est constitué de trois étapes :
une denaturation de I'ADN par chauffage pour séparer les deux brins qui le composent, une hybridation
des amorces aux extrémités de la séquence recherchée, puis une élongation grace a lI'action d'une ADN
polymérase. Ce cycle est répété un grand nombre de fois pour obtenir une multiplication exponentielle
de la séquence d'’ADN cible (la durée d'un cycle est de I'ordre de la minute). Les amorces utilisées pour
la PCR sont les amorces du géne d’ARNr 23S : sens 3-GGA GCT GTC GTC TCA ACC AGATTC-5'
et anti-sens 3'-CGC ATG ATATTC CCATTA GCA G-5'.

Brievement, 200 ng d’ADN total sont mélangés avec 1,5 mM de MgClz, 10 mM de dNTP, 10
uM de chaque amorce et 1 U de la Taq polymérase (Invitrogen, Canada) dans un volume final de 25 pL.
Le mélange est soumis a 40 cycles d'amplification de 3mina 94 °C,45sa94 °C,30sa55°Cet90sa
72 °C suivis d'une extension finale de 10 min a 72 °C dans un thermocycleur (Thermocycleur Biometra).
Les amplicons sont séparés par électrophorese sur gel d'agarose 3% et visualisés avec du bromure
d'éthidium.

111-3 : Restriction enzymatique (PCR-RFLP)

L’¢étude des polymorphismes des génes des cytokines a été réalisée par restriction enzymatique
(PCR-RFLP). Dans cette ¢tude seule le polymorphisme du géne de I'lL-1Ba été présenté, le
polymorphisme des gene 1L8 et IL17A sont en cours de réalisation par notre laboratoire.

Les polymorphismes du géne IL-13 & la position -31 et -511 sont des changements de nucléotides
uniques dans la région promotrice. Le polymorphisme de I'lL-1RN est une répétition en tandem dans
I’intron 2.

La PCR a été effectuée dans un volume final de 25 pl contenant 150 ng d’/ADN, 1 ul de chaque
amorce (New England Biolabs) et 1 U Tag-polymerase (One Taq, New England biolab). Le programme
de PCR pour ’amplification des deux SNPs a été comme suivant : une dénaturation a 94°C pendant 5
min ; 94°C pendant 30 secondes, 56°C pendant 30s, 72°C pendant 30s (35 cycles) ; et enfin a 72°C
pendant 5 minutes.

La digestion enzymatique a été réalisée pour les amplifiats des deux polymorphismes
nucléotidiques par les enzymes de restriction suivant : aval (C|YCGRG) pour le SNP a la position -511
et par alul (AG|CT) pour le SNP a la position -31. 15 pl des produits amplifiés ont été digérés avec 5U
de I’une des enzymes de restriction (New England Biolabs) a 37°C pendant 3 heures jusqu’a 12h.

La visualisation est réalisée sur gel d’agarose 3%. Les fragments trouvés analysés suivant le

tableau 4.
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Tableau 4 : Fragments issues suites & la digestion enzymatique des deux polymorphismes
nucléotidiques IL-1p -31 C/T et IL-1p -511 T/C.

TT CT cC
IL-1B -31 C/T 137pb+102pb | 238 pb + 137 pb + 102 238 pb
pb
IL-1B -511 T/C 304 pb 304 pb +190 pb + 114 | 190 pb + 114 pb
pb

L’analyse des répétitions en tandem a nombre variable (VNTR) de I’intron 2 du géne ILIRN a
¢été aussi réalisé par PCR en utilisant les amorces sens 5’-CCTCAGCAACACTCCTAT-3’ et anti-sens
5’-TCCTGGTCTGCAGGTAA-3’ selon le programme suivant : dénaturation a 95°C pendant 5 minutes
suivi de 35 cycles a 95°C pendant 30 secondes, a 50°C pendant 30 secondes et a 72°C pendant 30
secondes et enfin 1’élongation a 72°C pendant 5 minutes. Les différents alléles ont été identifiés selon la
taille du fragment amplifié. La bande de 410 pb a été classée comme allele 1, la bande de 240 pb a été
classée comme allele 2, la bande de 500 pb comme alléle 3, la bande de 325 pb a été classée comme
allele 4, et la bande de 595 pb a été classée comme alléle 5.

Les amplifias ont été visualisés sur gel d'électrophorese a 2% d'agarose en présence de 2ul BET

sous ultraviolet.

IV- Etude de I’expression génique

Cette étude a été réalisee pour I’expression des cytokines 1L1-B, IL-8, IL-17A dans les biopsies

gastriques.

1VV-1 : Extraction de I'ARN total

Les biopsies gastriques destinées a I’extraction d’ARNm totaux ont été conservés dans du RNA
Later (QIAGEN, Canada) a -80 °C jusqu'a utilisation. L'’ARNmM total est extrait des biopsies en utilisant
1ml de TRIZOL selon le protocole du fabricant.

Les biopsies sont homogénéisées a 1’aide d’une seringue, puis incubées pendant 5 minutes dans
1ml de TRIZOL. 200 pul de chloroforme sont ajoutés aux homogénats puis incubés pendant 2 a 3 minutes
a4°C. Les tubes sont ensuite centrifugés a 4°C, pendant 15 minutes a 12 000 g. La centrifugation permet
d’obtenir 3 phases distinctes : la phase supérieure (aqueuse incolore) est transférée dans un nouveau tube

eppendorf. 500 ul d’isopropanol est ajouté a la phase aqueuse puis incuber pendant 10 minutes a 4°C.
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Le mélange est centrifugé a 4°C pendant 10 minutes a 12 000 g. Le culot est ensuite lavé avec 1 ml
d’éthanol 75% en mélangeant et centrifugeant le tube a 7500 g a 4°C. Le culot est ensuite séché
entierement puis éluer avec 50 ul d’H20 stérile. L’incubation des tubes a 55°C pendant 10 minutes
permet une meilleure élution. La qualité des ARNm est contr6lée par 1’utilisation d’'un NANODROP

(Thermo Scientific).

IVV-2 : Transcription inverse

1 pg d'ARNm total est inversement transcrit en utilisant la transcriptase inverse (QuantiTect
Reverse Transcription Kit, QIAGEN) selon le protocole du fabricant (Figure 17). La transcriptase
inverse, ou rétro-transcriptase, est une enzyme qui permet de convertir I'’ARN en ADN. Le brin d'/ADN

résultant de cette réaction est appelé ADN complémentaire (ADNCc).
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M¢élanger 'ARN, le tampon de nettoyage de 'ADNg
et de I'eau sans RNase

Incuber a 42 ° C pendant 2 minutes

puis mélanger.
Incuber a 42 ° C pendant 15 minutes.

Incuber a 95 ° C pendant 3 minutes pour
inactiver la Quantiscript Reverse Transcriptase.

Aliquoter ’ADNCc

Ajouter Quantiscript Reverse Transcriptase,
Quantiscript RT Buffer et RT Primer Mix

Figure 17 : Schéma illustratif du protocole de la transcriptase inverse. (QuantiTect Reverse
Transcription Kit, QIAGEN)

Pour ce faire, le volume correspondant a 1 ug d’ARN est mélangé avec 2 ul du suppresseur
d’ADN génomique (gDNA Wipeout Buffer 7x) et de I’eau stérile puis incubé pendant 2 minutes a 42°C.
Les échantillons sont ensuite directement mis dans de la glace. La réaction de la transcription inverse se
fait selon le tableau 5. Le mélange est incubé pendant 15 minutes a 42°C puis a 90°C pendant 3 minutes

pour inactiver la transcriptase inverse puis les cDNA sont stockés a -20°C jusqu’a utilisation.
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Tableau 5 : Volumes utilisés pour chacun des composants de la réaction de la transcription

inverse.

Composants Volumes
Reverse-transcription master mix. 1l
Quantiscript Reverse Transcriptase

Quantiscript RT Buffer 5x 4 ul
Mixte contenant les amorces de la transcription inverse 1l
Echantillons issues de 1’¢limination de I’ADN génomique 14 ul
Volume total de la réaction 20 ul

IV-3 : PCR en temps réel

La technologie de PCR en temps réel devient de plus en plus populaire dans différents secteurs
d’activité. Cette technologie est basée sur la détection et la quantification d’un reporter fluorescent dont
I’émission est directement proportionnelle a la quantité d’amplicons générés pendant la réaction de PCR.
Etant donné qu’elle utilise généralement des systémes en tubes fermés et que la quantification ne requiert
aucune manipulation post-amplification, les problemes de contamination post-PCR par les amplicons
sont significativement réduits. Le processus complet est automatisé du début a la fin rendant cette
technologie trés performante pour des applications d’analyses a grande échelle.

L'ADNc obtenue de la transcription inverse est ensuite amplifié pendant 40 cycles a une
température d’¢longation de 60 °C en utilisant les conditions standard. Les conditions des réactions de
la PCR en temps réelle sont les suivantes : une étape initiale de dénaturation de 3 min a 95 ° C, suivie
de cyclesde 40sa95° C, 60 ° Cet 72 ° C. LaPCR en temps réelle est réalisée avec le systeme QxR
Mx3005Pw (Agilent Technologies, Canada) et Brilliant Il SYBR Green QPCR Master Mix. Les niveaux
d'ARNm d'IL1-B, IL-8, IL-17A et B-actine sont quantifiés en utilisant le systeme QPCR Agilent
Mx3000P. La B-actine est utilisé comme gene endogéne. Les résultats obtenus sont calculés en utilisant

la méthode de quantification relative 2~ 22 normalisées a la -actine.

V) Etude fonctionnelle : Culture cellulaire

V-1) Préparation des cellules

Plusieurs types de cellules ont été utilisés dans cette partie : Deux lignées cellulaires (BHK-21)
et (L929) d’une part et une culture primaire ; les BMDMs (Bone Marrow-Derived Macrophage) d’autre
part.

Les cellules BHK-21 (Baby Hamster Kidney) et L929 (Mouse fibroblast cell line clone 929) sont
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des lignées cellulaires, et sont cultivees dans du DMEM riche en glucose avec 10% de SVF (Sérum de
Veeu Feetal).

Les BMDMs sont isolés a partir de souris (C57bl/6) : la moelle osseuse est extraite par rincage
des fémurs et tibias des souris par du milieu DMEM complet a 10% de SVF. La moelle collectée est
ensuite incubée dans du DMEM avec 30% de milieu des cellules L929 (source de facteur de croissance
MCSF), 10% de SVF, 1% de pénicilline/streptomycine et 2 mM de L-glutamine pendant 7 jours pour
permettre la différenciation des cellules en macrophages.

La moelle osseuse de souris déficientes NLRP3 7, RIPK3 7~ ou MLKL 7 ont été obtenues auprés
du Dr. James Vince (WEHI Institute, Melbourne, Australie), IFNAR 7~ du Dr. Damien Vitour (LabEx
IBEID, Maisons-Alfort, France), CASP-1 7 et CASP-11 7 du Dr. Richard Flavell (Département
d'immunobiologie, Ecole de médecine de I'Université de Yale, Etats-Unis), MAVS - du Dr. Marie-
Cécile Michallet (Centre International de Recherche en Infectiologie, INSERM U1111-CNRS
UMR5308, Lyon, France), ASC * du Dr. Ronan Le Goffic (Unité de Virologie et Immunologie
Moléculaires, UR 892 INRA, Jouy-en-Josas, France), GSDMD 7 du Dr. Petr Broz (Faculté de biologie
et de médecine, Département de biochimie, Université de Lausanne, Suisse), RIG-1 7~ du Dr. Winfried
Barchet (Institut d'immunologie translationnelle de chimie clinique et de pharmacologie clinique,
Université de Bonn, Allemagne) et MDAS5 “ du Jackson Laboratory. Toutes les souris sont du fond
génétique C57BI/6 a I'exception des souris RIG-1 qui sont de fond CD1 (ICR).

D’autres lignées cellulaires (les cellules HCT116) sont utilisées dans cette étude et sont fournies
par le Dr. Stephen Girardin de I’université de Toronto. Les cellules HEK-Blue IL-18 sont achetées chez
Invivogen. Les cellules HCT116 et les cellules HEK Blue IL-18 sont cultivées dans du DMEM complet
a 10% SVF, 1% de pénicilline/streptomycine et 0,1% de normocine.

V-2) Stimulation des cellules par le LPS de H. pylori
Les BMDMs sont cultivés dans du RPMI complet a 10% SVF et réparties dans des plaques 48

puits & raison de 1x108 cellules/puit pendant toute la nuit & 37°C et 5% de CO.. Les cellules sont ensuite
stimulées par 100 ng/ml du LPS de H. pylori (purifié et fournit par le Dr. Catherine Werts de I’institut
Pasteur de Paris) a différent temps : 0, 30, 60, 90, 120 minutes. Une fois le temps écoulé, les cellules
sont directement lysées dans du tampon de lyse et les lysats sont analysés par Western Blot (WB).

V-3) Transfection des cellules par le LPS bactérien

Les cellules HCT116 sont utilisées pour la transfection du LPS bactérien : Elles sont cultivées
dans du RPMI complété avec 10% SVF, 1 % pénicilline/streptomycine et 0,1 % normocine. Les cellules

sont réparties dans des plaques de 24 puits a raison de 1x10° cellule/puit, puis elles sont incubées toute
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la nuit a 37°C et 5% de CO.. Le lendemain (jour de I'expérience), le milieu complet est remplace par
200 pL d'OPTIMEM contenant du PAM3CSK (invivogen) a 1 ug/ml, utilisé pour ’amorgage des
cellules. Aprés 4 heures d’amorgage, 25 pul d'OPTIMEM (ThermoFisher) et 4 pl de FUGENE HD
(Promega) par réaction sont mélangés dans un nouveau tube eppendorf et laissé reposer a température
ambiante pendant 5 minutes. Par la suite différentes concentrations du LPS (selon le type de LPS), sont
ajoutées au mélange FUGENE + OPTIMEM et incubées a température ambiante pendant 15 minutes.
Ensuite chaque mélange est totalement ajouté dans le puit contenant les cellules, puis ensuite incubées
pendant 40 heures a 37°C, 5% de CO». Apres 40 heures de transfection, la mort cellulaire est évaluée
par le test LDH et libération d'lL-18.

Pour la transfection des cellules BMDMs, les cellules sont cultivées dans du RPMI complété
avec 10% SVF, 1 % pénicilline/streptomycine et réparties dans des plaques a 48 puits a raison de 1 X
106 cellules/puit, puis incubées toute la nuit a 37°C et 5% de CO>. Le lendemain, le milieu complet est
remplacé par 200 pL d'OPTIMEM contenant du PAM3CSK a 1 pg/ml. Apres 4 heures d’amorgage, 50
pl d'OPTIMEM et 1 pl de FUGENE HD par réaction sont mélangés dans un nouveau tube eppendorf et
laissé reposer a température ambiante pendant 5 minutes. Différentes concentrations du LPS (selon le
type de LPS), sont ajoutées par la suite au mélange FUGENE + OPTIMEM et incubées a température
ambiante pendant 15 minutes. Ensuite chaque mélange est entiérement ajouté dans le puit contenant les
cellules. Les cellules sont ensuite incubées pendant 16 heures a 37°C, 5% de CO2. Aprés 16 heures de
transfection la mort cellulaire et évalué par le test LDH (Promega), la pyroptose par WB et dosage de
I’IL-1pB par ELISA (Thermo Fisher Scientific).

V-4) Test de mort cellulaire en temps réel

L'iodure de propidium (IP) est un réactif standard utilisé pour évaluer la viabilité cellulaire. Le
IP se lie a I'ADN double brin dans des cellules non vivantes, dont les membranes plasmiques sont
intactes.

Les BMDM s (10* & 10° cellules par puits) sont cultivées dans des plaques opaques 96 puits, a
fond plat (Corning Costar # 3916), puis incubées a 37°C, 5% de CO. Trois puits dans une autre plaque
transparente a 96 puits sont ensemencés avec le méme nombre de cellules pour pouvoir visualiser et
vérifier 1’état des cellules. Apres 24 heures, si 1’état des cellules est parfait, les cellules sont amorcées
avec 1 pug/ml de PAM3CSK pendant 4 heures, ensuite transfectées avec différents LPS bactériens a
differentes concentrations puis incubées pendant 4 heures a 37°C, 5% de CO2. Apres incubation, les
cellules sont lavées avec du PBS, et 100 ul de milieu Gibco 18045-54 indépendant du CO> contenant
10% de SVF et 5 png/ml de IP sont ajoutés aux cellules. La plaque est directement mise dans un lecteur
de plaque a 37°C suivant cette configuration : Excitation a 535 nm, bande passante 15 minutes, émission

635 nm, bande passante 15 minutes avec un Gain de 1400 manuel. La lecture de fluorescence est laissée
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géneralement fonctionner toute la nuit pendant 16 heures.

V-5) Détection de I’IL-18 humaine grace aux cellules « HEK-Blue IL-18 »

Les cellules « HEK-Blue IL-18 » (Invivogen) possédent spécifiquement le récepteur a 1’IL-18
humaine. En présence d’IL-18, les cellules vont exprimer le géne rapporteur « Phosphatase Alkaline
Embryonnaire Sécrétée » (SEAP), via la voie de signalisation NF-kB (Figure 18). Dans le milieu
« Quanti-Blue » (Invivogen), I’enzyme SEAP va catalyser une réaction chromogene détectée en
mesurant 1’absorbance a 640 nm.

Les échantillons a tester sont des surnageants de cellules HCT116 cultivées dans différentes
conditions. 100 pul de chacun des échantillons sont introduits dans les puits d’une plaque de 96 puits a
fond plat (ThermoFisher). Puis 200 uL de culture de « HEK-Blue IL-18 » est ajouté a 280.000
cellules/ml. Aprés 24h d’incubation a 37°C et 5% de CO2, 200 pl de « Quanti-Blue » sont mis dans des
puits vierges de la plaque précedemment utilisée et y sont ajoutés 100 ml de surnageant des cultures de

« HEK-Blue IL-18 ». L’absorbance a 640 nm est ensuite déterminée au bout d’une heure.

TNF-a IL-18

I-18R
5 |I-18RAP

p50 p65 l
P50 ps5 c-Jua;

Figure 18 : Expression du gene rapporteur « Phosphatase Alkaline Embryonnaire Sécrétée »

(SEAP) via la voie de signalisation NF-xB (Invivogen).

V-6) Infections virales et traitements cellulaires

Le SeV M (Virus Sendai Mutant) et le VSV sauvage (Virus de la stomatite vésiculaire) et mutant
(VSV M) sont fournis par le Dr. Dominique Garcin (Département de microbiologie et de médecine
moléculaire, Faculté de médecine, Université de Geneve, Genéve, Suisse). Le SindV (Virus Sindbis) est

fourni par le Dr. Marco Vignuzzi (Institut Pasteur, Paris, France).
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Les cellules BMDMs sont lavées avec du PBS 1x et incubées avec les virus suivants : VSV,
VSV-M, EMCV, SeV, SeV-M et SindV a une MOI de 5 pendant 2 h a 37 °C dans 5% de CO.. Ensuite,
le milieu non adsorbé contenant les virus est éliminé par lavage, les cellules sont lavées avec un milieu
sans sérum et cultivées dans du DMEM avec 5% de SVF, dans 5% de CO2 a 37 °C. Apres différents
temps post-infection, les surnageants cellulaires sont récupérés pour la titration virale, I’analyse de la
nécrose, la quantification des cytokines et analyse des lysats cellulaires par Western-blot. Pour contrdler
la réplication des virus, les virus sont inactivés par irradiation aux UV pendant 5 min dans Stratagene
2400 UV cross-linker. Dans certaines experiences, les BMDMSs sont traitées avec du zVAD-fmk
(inhibiteur a spectre large des caspases ; 10 uM) (Invivogen), de la Nigéricine (10 uM) (Invivogen), de
I'ATP (5 mM) (Invivogen) et du Glyburide (25 pg/ml) (Invivogen). Les BMDMSs sont amorcées avec du
LPS ultra pur (100 ng/ml) (Invivogen).

V-7) Quantification virale

Les particules infectieuses SindV, EMCV et VSV libérées a partir des cellules infectées ont été
quantifiées en déterminant la charge virale dans le milieu de culture par dosage des plaques de lyse dans
des cellules BHK-21. Les cellules ont été ensemencées dans des boites a 12 puits dans du milieu a-
MEM supplémente avec 10% de SVF et incubées & 37 °C et 5% de CO2 pendant 1 jour. A 1’état de
confluence, le milieu est retiré et la monocouche est infectée avec 200 ul de milieu de culture dilué en
série, recueilli a partir de cellules infectées. Les boites ont été incubées pendant 1 heure a 37 °C pour
I'adsorption du virus. Ensuite, 2 ml de carboximétilcelulose (CMC) a 1% (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) sont melangés avec du a.-MEM additionné de 5% de SVF puis ajoutés a chaque puits. Les
boftes ont été maintenues dans un incubateur humidifié a 37 °C, 5% de CO; pendant 2 jours. Les cellules
sont fixées avec 10% de formaldéhyde a température ambiante et le CMC est enleves par lavage a I'eau.
Les plaques ont été visualisees par coloration avec du cristal violet & 1% dans une solution d'éthanol a
20%. La réplication du SeV a été évaluée par cytométrie en flux car le virus contient un tag GFP

(Proteine fluorescente verte).

V-8) Test de libération de la lactate déshydrogénase (LDH)

Le lactate deshydrogénase (LDH) est une enzyme exclusivement cytoplasmique. Son
augmentation dans le milieu extracellulaire témoigne d’un dommage tissulaire ou de la mort cellulaire.
La mort cellulaire est évaluée par 1’analyse de lactate déshydrogénase (LDH) libérée par les
BMDMs infectées. La libération de LDH est déterminée par le kit de dosage Promega CytoTox 96

(Promega) conformément aux instructions du fabricant.
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V-9) Quantifications des cytokines par le test d'immunoabsorption par enzyme liée
(ELISA)

L’ELISA ou « Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay » est une technique immuno-enzymatique
sur support solide pour détecter et quantifier la présence d'un analyte dans un échantillon. L analyte peut
étre une cytokine soluble, une chimiokine, un facteur de croissance ou méme une hormone présente a
de trés faibles concentrations (du nanogramme au picogramme/ml) dans du plasma, du sérum, des
surnageants de culture cellulaire ou dans d’autres fluides biologiques. L’ELISA repose sur le principe
de fixation spécifique d’un anticorps a un antigene et la détection en utilisant la réaction enzymatique.
C’est une technique hautement sensible et spécifique, fiable et reproductible.

Le dosage des cytokines dans les surnageants des BMDMs a été déterminé par ELISA. Les
concentrations d'lIL-1B (Thermo Fisher Scientific), d'IL-18 (MBL International) et d'IFN-p (PBL Assay
Science) sont quantifiées a l'aide des kits standards développés pour I’ELISA selon le protocole de

chaque fabricant.

V-10) Extraction de protéines et analyse par Western Blot (WB)

Le WB est une technique couramment utilisée en biologie cellulaire permettant la détection et
I’identification de I’expression protéique dans un échantillon biologique. Les échantillons sont dosés,
dénaturés et séparés par électrophorése. Les protéines séparées sont transférées sur une membrane de
nitrocellulose ou elles sont spécifiqguement reconnues par les anticorps.

Les cellules sont lysées dans un tampon de lyse contenant 50 mM de Tris — HCI pH 7.4, 150 mM
de NaCl, 1% de Triton X-100, 2 mM d'EDTA, 2 mM de pyrophosphate de sodium, 25 mM de B-
glycérophosphate, 1 mM d'orthovanadate de sodium et un cocktail d'inhibiteur de protéase (Thermo
Fisher Scientific). Par la suite les débris cellulaires sont éliminés par centrifugation a 10 000 x ga 4 °C
pendant 10 minutes.

Aprés dosage de protéines par la méthode BCA (BiCinchoninic acid Assay), 5 a 10 ug de protéines sont
diluées dans 10 ul de tampon Laémmli 2X 10% B-mercaptoéthanol (Invitrogene), puis dénaturées
pendant 5 min a 99°C. Le mélange est ensuite déposé et migré sur gel de polyacrylamide de 5-20% (gel
de séparation : H20, Acrylamide/Bis 29/1 40%, 10% Glycérol, Tampon Tris a pH 8,5, SDS a 10 %,
APS et Temed. Gel de concentration : H20, Acrylamide/ Bis 29/1 40%, Tampon Tris pH a 6,8, SDS a
10 %, APS et Temed), en condition dénaturante en présence de f-mercapto-ethanol. Aprés migration,
les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose (Hybond-ECL, Amersham). Les sites
non spécifiques sont saturés avec du PBS Tween 20 a 0,1% et du lait en poudre 5% pendant 20 min a

température ambiante. Les membranes sont incubees pendant une heure a température ambiante ou toute
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la nuit a 4°C avec P’anticorps primaire (Annexe 3) spécifique de notre protéine d’intérét. Apres trois
lavages avec du PBS Tween 20 0,1%, la membrane est incubée pendant 45 min avec un anticorps
secondaire (Annexe 4) ayant comme cible la partie Fc de 1’anticorps primaire et couplé a la HRP (Horse
Radish Peroxydase). Apres 3 nouveaux lavages, la membrane est mise en présence du substrat de la HRP
(Chemiluminescence HRP Substrate Millipore). Ceci provoque un signal lumineux qui sera détecté par

une caméra (Fuji 4000) ou bien développé sur films auto-radiographiques (Castanier et al., 2012).

V-11) Transfection des siRNA

Au niveau de la cellule, les ARNs double brin sont clivés par une ribonucléase appelée Dicer en
petits ARNs interférents (SIRNA pour Small Interference RNA) de 21 a 25 paires de base. Ces siRNA
sont ensuite pris en charge par un complexe RISC (RNA Induced Silencing Complex) qui élimine un
brin passager et garde un brin guide. Les ARNm complémentaires au brin guide sont ensuite élimines
sans étre traduits en protéines. A partir de cette notion de base, les chercheurs ont élaboré la technique
de transfection des siRNAs pour éteindre I’expression de la protéine d’intérét au sein de la cellule.

Les BMDMs sont ensemencés dans des plaques a 48 puits (a une densité de 5 x 10° cellules par
puits). Apres 24h d’incubation, le milieu de culture est remplacé par du milieu contenant 25 uM de
chloroquine puis incubation 15 minutes a 37°C avec 5% de CO2. Les siRNAs sont préparés dans une
solution contenant : 108,5 ul d’H20 stérile, 115 pl de CaClz, 125 ul d’HBS 2X, siRNA (50nM), puis 80
ul du mélange est rajouté a chaque puit correspondant. Apres 6 a 8h d’incubation, le milieu est remplacé
par du milieu dépourvu de chloroquine.

Des siRNA non spécifiques témoins et des siRNA spécifiques sont utilisés (Sigma-Aldrich). Les

siRNA utilisés sont cités dans 1’annexe 5.

V-12) Immunofluorescence des Speck d’ASC

Le principe de cette technique repose sur I’émission de la lumiére par un fluorochrome excité a
une certaine longueur d’onde et qui se trouve couplé a un anticorps dirigé contre la protéine d’intérét.

Les cellules BMDM s sont cultivées dans des plaques 24 puits, & raison de 5 x 10° cellules/puit
puis plaquées sur des lamelles de verre stériles (Lamelles Couvre-Objets. 15mm & VWR). Les cellules
sont ensuite lavées avec du PBS 1X, fixées avec du paraformaldehyde a 4% dans du PBS 1X pendant
15 min. Les cellules sont ensuite lavées 3 fois au PBS 1X et perméabilisées au triton 0,15% dans du PBS
1X. Les sites de fixation aspécifique sont saturés par une solution de BSA 2% pendant une heure.
L’anticorps du lapin, mAb anti-ASC specifique de souris (D2W8U) (Cell Signaling, # 67824, dilution
1/400), dilué dans de la BSA 2% est incube 1 h a température ambiante ou toute la nuit a 4°C. Les
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cellules sont lavées trois fois, pendant 5 minutes dans du PBS puis incubées pendant 1 heure avec les
anticorps secondaires conjugués Alexa Fluor spécifiques (Invitrogen). Les noyaux sont colorés avec du
DAPI (Sigma) et les cellules sont de nouveau lavées trois fois avec du PBS. Les images sont générees
avec un microscope confocal Leica SP5 (Leica Microsystems) équipé d'un objectif de fluorescence a

immersion x 63.

V-13) Oligomérisation d’ASC

Les cellules BMDMs sont cultivées dans des plaques 24 puits a raison de 10° cellules / puits.
Apres des traitements appropriés, les cellules sont lysées avec du PBS froid contenant 0,5% de Triton
X-100 et les lysats cellulaires sont centrifugés a 6000 g pendant 15 min a 4°C. Les culots sont lavés deux
fois avec du PBS puis remis en suspension dans 200 ul de PBS. Du Suberate de Disuccinimidyle (DSS)
fraichement préparé (2 mM) est ajouté aux culots re-suspendus et la suspension est incubée a température
ambiante pendant 30 minutes en rotation. Les culots réticulés sont collectés par centrifugation a 6000 g
pendant 15 minutes a 4 °C puis dissous dans 25 pl du tampon de charge 1 x SDS—PAGE. Les échantillons

sont dénaturés pendant 5 minutes puis soumis a 1’analyse par WB.

V-14) Géneration des cellules THP-1 exprimant un shRNA

Les petit ARNs en épingle a cheveux ciblant 'ARNm de DHX33 proviennent de Sigma.
shDHX33 1: CATTTCCTTTAGAACCCAAAT; shDHX33 2 : GTTGACACGGGCATGGTTAAA.

Un vecteur PLKO.1 codant pour le sShARN (Sigma) ou DHX33 sont transfectés ensemble dans
des cellules HEK293T avec psPAX2, un emballage plasmidique et pMD2. G, une enveloppe
plasmidique, pour produire des particules virales et la Lipofectamine 2000 (Life Technologies). Les
surnageants des cultures sont collectés 48 heures aprés la transfection, filtrés a travers un filtre de 0,45
nm et concentrés avec du PEG-IT (Cell Signaling). Les cellules THP-1 sont infectées avec les
surnageants collectés contenant des particules lentivirales en présence de 4 pg/ml de polybréne (Sigma).
Aprés 48 heures de culture, les cellules infectées par les lentivirus sont sélectionnées par 5 ug/ml de

puromycine (Invivogen).

V-15) Stimulation des macrophages THP-1

Les cellules THP-1 sont différenciées en macrophages avec 60 nM de phorbol 12-myristate 13-
acétate (PMA ; Sigma) pendant 16 heures. Ensuite les cellules sont cultivées pendant 48 heures
supplémentaires sans PMA. Les cellules différenciées sont stimulées pendant 15 heures avec 1 pg/ml de

poly (I: C) (Invivogen) plus Lipofectamine 2000 (Invivogen) ou infectées par les virus VSV ou EMCV.
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V1) Analyses statistiques

Les résultats sont analysés en utilisant le test Mann-Whitney U pour les données non
paramétriques. Toutes les analyses sont effectuées a I'aide du logiciel GraphPad Prism et de la version
3.4.3 de I'environnement R. Une analyse des composants principaux non supervisée est construite dans
la version 1.40 du package FactoMineR R pour la quantification d’IL-1p, IL-8 et IL-17A (L&, Josse et
al. 2008). Des boites & moustaches sont realisées en utilisant la définition graphique de ggplot2
(Wickham 2016), et la signification statistique entre les groupes a été évaluée en utilisant le test de
classement de Kruskal-Wallis. Le t-test avec 1’analyse post hoc de Tukey sont utilisés pour évaluer la
signification statistique des différences. Les différences étaient considérées comme significatives si P
<0,05. Ns : non significatif. Les données montrées dans chaque histogramme sont les moyennes + SD
de trois expériences indépendantes.
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RESULTATS ET DISCUSSION
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PARTIE | : ETUDE DE LA PHYSIOPATHOLOGIE A H. PYLORI
A. Résultats :

| - Etude de I’expression des génes des cytokines

1) Prévalence de I'infection a H. pylori et répartition des patients selon I'age, le sexe et les
parametres du mode de vie :
La répartition des 71 patients en fonction de l'infection & H. pylori et des paramétres d'age, de
sexe et de mode de vie est présentée dans le tableau 6.
Les patients étaient considérés comme infectés par H. pylori lorsque la PCR et/ou les analyses

histologiques étaient positives.

Tableau 6 : Caractéristiques des patients participant a 1’étude.

H. pylori positif H. pylori négatif
Age moyen 46,18 +17,30 42,5121,95
Sexe
Femmes 29 (40,84 %) 3 (4,22 %)
Hommes 33 (46,47 %) 6 (8,45 %)
Mode de vie

FUMeUrs 14 (19,71 %) 2 (2,81 %)
Urbain 56 (78,87 %) 8 (11,26 %)
Rural 6 (8,45 %) 1 (1,40 %)
Total (n=71) 62 (87,32 %) 9 (12,67 %)

Soixante-deux patients (87,32%) ont été diagnostiqgués comme étant infectés par H. pylori
(Figure 19). Les neuf patients diagnostiqués comme étant non infectés par H. pylori ont été utilises
comme groupe de contrdle. Aucune différence n'a été constatee entre les deux groupes en ce qui concerne

I'age, le sexe ou le mode de vie.
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Figure 19 : Diagnostic de I'infection a H. pylori par PCR et analyses histopathologiques. (A) Gel
d'agarose montrant les amplicons du géne ARNr 23S de H. pylori (134 pb). Les amplicons ont été
visualisés avec du bromure d'éthidium. Ligne M : Marqueur du poid moléculaire d'ADN de 50 pb ;
lignes 1, 4 et 8 : échantillons H. pylori négatifs ; lignes 2, 3, 5, 6 et 7 : échantillons H. pylori positifs.
(B) Les biopsie ont été fixés dans du formol tamponné a 10%, inclus dans de la paraffine, découpés en
sections séquentielles et colorés avec de I'hnématoxyline-éosine et du Giemsa modifié. Grossissement

x50. La pointe de la fleche indique les bacilles de H. pylori.

2) L’expression de ’ARNm des génes des cytokines IL-1f, IL-8 et IL-17A dans ’antre et
le fundus de I’estomac :
Des biopsies appariées de I'antre et du fundus de patients infectés par H. pylori (n = 62) et non
infectés par H. pylori (n = 9) ont été analysées pour I'expression des génes IL-1p, IL-8 et IL-17A (Figure
20A et 20B).

L'expression de 'ARNmM de I'lL-1p était significativement plus faible dans 1'antre des patients
infectés par H. pylori par rapport aux patients non infectés par H. pylori (p = 0,003). Il n'y avait pas de
différence significative dans les niveaux d'expression de I'lL-8 et de I'lL-17A dans I'antre des patients
infectés et des patients non infectés par H. pylori (Figure 20A). Dans le fundus, I'expression des ARNm
de I'IL-8 et de I'lL-17A était significativement plus élevée chez les patients infectés par H. pylori par
rapport aux patients non infectés (p = 0,04 et p = 0,02 respectivement). L'expression de I'ARNm de I'lL-
1B dans le fundus des patients infectés par H. pylori était 1égérement plus élevée que chez les patients

non infectés. Cependant, cette différence n'a pas atteint des niveaux significatifs (Figure 20B).
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Figure 20 : Expression de 'ARNmM des génes de cytokines IL-1p, IL-8 et IL-17A dans l'antre et le
fundus de I’estomac. L'expression relative des génes IL-15, IL-8 et IL-17A a été analysée par qRT-
PCR dans des biopsies antrale (A) et fundique (B) des patients infectés par H. pylori. Les niveaux
d'expression des ARNm de I'lL-18, de I'IL-8 et de I'lL-174 par rapport au géne de -actine sont
indiqués sur I'axe des y. Les 62 patients infectés ont été normalisés par rapport aux 9 patients non
infectés (contrdles) comme indiqué par les lignes pointillées. Les résultats sont exprimés avec des
écarts-types. Les analyses statistiques ont été effectuées a I'aide du test de Mann-Whitney pour les
données non paramétriques. * p<0,05, ** p<0,01.

3) L’'expression de I'ARNmM des cytokines selon les stades pathologiques gastriques :

Afin de comprendre I'implication de ces cytokines dans I'issue des infections a H. pylori, les
patients ont été stratifiés en stades pathologiques selon des résultats endoscopiques basés sur la
classification de sydney (Tableau 7).

Selon la classification du systéme de Sydney mis a jour et de la cascade de Correa (Correa and
Piazuelo 2012), chaque patient a été affecté a I'un des trois stades pathologiques : gastrite (n = 38),

atrophie (n = 17) ou métaplasie (n = 5).

Tableau 7 : Stades pathologiques de la cascade précancéreuse :

Stades pathologiques Gastrite Atrophie Métaplasie

Patients infectés par H. pylori 38(61,29 %) 17 (27,41 %) 5 (8,06 %)
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L'expression relative de I'lL-1p était significativement sous exprimée dans l'antre des patients
souffrant de gastrite, d'atrophie ou de métaplasie par rapport aux patients non infectés (Figure 21A).
Cependant, I'expression de I'lL-1p était significativement plus élevée dans le fundus des patients atteints
de métaplasie par rapport aux patients non infectés et aux autres stades pathologiques (Figure 21B). Il
n'y avait pas de différence significative entre I'expression de I'lL-8 dans I'antre des patients atteints de
gastrite, d'atrophie ou de métaplasie et des patients non infectés par H. pylori (Figure 21A). L'expression
de I'lL-8 dans le fundus était significativement plus élevée chez les patients atteints de gastrite et de
métaplasie. Elle était également Iégérement plus élevée chez les patients atteints d'atrophie par rapport

aux patients non infectés par H. pylori, mais la différence n'était pas significative (Figure 21B).

Comme pour I'lL-1B, nous avons constaté une diminution significative de I'expression de I'lL-
17A dans I'antre des patients atteints de métaplasie par rapport aux patients non infectés et aux patients
atteints de gastrite ou d'atrophie (Figure 21A). Cependant, I'expression relative de I'IlL-17A dans le
fundus était significativement plus élevée chez les atteints de gastrite ou de métaplasie. L'expression de
I'IL-17A était également plus élevée dans la muqueuse du fundus des patients atteints d'atrophie, mais
la différence n'était pas significative (Figure 21B). L'expression de I'lL-17A au niveau du fundus était
plus élevée chez les patients atteints de métaplasie que chez les patients atteints de gastrite ou d'atrophie.
En résumé, nos résultats montrent que I'expression de I'lL-1p et de I'lL-17A est sous exprimée dans
I'antre des patients atteints de métaplasie et que les trois cytokines étudiées (IL-1p, IL-8 et IL-17A) sont

surexprimées dans le fundus de ces patients.
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Figure 21 : Niveaux d'expression de I'ARNm des cytokines en fonction des stades pathologiques.
Nous avons stratifié les patients en trois stades pathologiques sur la base de la classification du systeme
Sydney mis a jour et de la cascade Correa. Les niveaux d'expression des cytokines IL-1/, IL-8 et IL-17
dans I'antre (A) et le fundus (B) en fonction des stades pathologiques ont été normalisés par rapport aux
9 témoins, comme l'indiquent les pointillés rouges. Gastrite (n = 38), atrophie (n = 17) et métaplasie (n
=5). *p<0,5, ** p<0,01, ***p<0,001.
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Des corrélations significatives ont également éte trouveées entre lI'expression de I'lL-1p, I’TL-17,
et de I'lL-8 dans I'antre (Figure 22A) et dans le fundus (Figure 22B). L'expression des génes IL-1p, IL-
8 et IL-17A chez les patients infectés par H. pylori a été corrélée positivement et significativement a la

fois dans I'antre (Figure 22A) et dans le fundus de 1’estomac (Figure 22B).
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Figure 22 : Niveaux d'expression des genes des cytokines dans les régions antrale (A) et fundique
(B). Nous avons corrélé les niveaux d'expression de I'ARNm des cytokines (IL-1, IL-8, IL-17A) des
patients infectés par H. pylori dans les régions antrale (A) et fundique (B) : Corrélation : IL-1vs IL-8 ;
IL-1vs IL-17A ; IL-17A vs IL-8. *** p<0.001.
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4) Prédiction de survenue de métaplasie gastrique par la triade d’interleukine dans les

échantillons gastriques antrales et fundiques des patients infectés par H. pylori :

Les niveaux d’expression d'IL-1pB, d'TL-8 et d'IL-17A ont été quantifiés dans des échantillons
antral et fundique d'estomac de patients infectes par H. pylori a différents stades pathologiques : gastrite,
atrophie et métaplasie. Soixante et onze échantillons ont été inclus dans un modéle préedictif multivarié.
Une analyse en composantes principales non supervisée des niveaux de ces trois interleukines a permis
d'obtenir une représentation efficace de tous les échantillons de la premiére carte principale, avec des
valeurs propres pour les deux premieres dimensions de 82,85 % et 10,48 %, respectivement (Figure
23A). La discrimination des groupes d'échantillons dans cette analyse a montré une corrélation positive
significative de la métaplasie fundique sur le premier axe principal (Figure 23A, corrélation de Pearson,
p = 0,025) et une corrélation négative significative de la métaplasie antrale sur le deuxiéme axe principal
(Figure 23A, corrélation de Pearson, p = 0,029). Ces résultats suggerent que la triade d'interleukine a
permis de distinguer le stade de la métaplasie des autres stades de la maladie (atrophie, gastrite) et de
distinguer la métaplasie fundique de la métaplasie antrale, ce qui indique qu'il est important d'analyser
les biopsies des deux régions pour diagnostiquer cette pathologie.

Pour déterminer quelles interleukines permettraient de prédire la métaplasie antrale, les
coefficients de Pearson des interleukines ont été analysés lors de I'analyse en composantes principales.
L'IL-17A était significativement et négativement corrélée avec le second axe (Figure 23B), ce qui
permettait de prédire qu'elle serait sous exprimée dans la métaplasie antrale par rapport aux autres
échantillons infectés par H. pylori (Figure 23C, p = 0,02). Pour déterminer quelles interleukines
permettraient de prédire la métaplasie fundique, les coefficients de Pearson des interleukines ont été
analysés lors de I'analyse en composantes principales. L'lIL-1p était positivement corrélée de maniére
significative avec le premier axe (Figure 23D), ce qui permettait de prédire qu'elle serait surexprimée
dans la métaplasie fundique par rapport aux autres échantillons infectés par H. pylori (p = 0,009, Figure
23E).

81



A
Infected antral and fundic samples (IL-1B, IL-8, IL-17A)

<
Antral gastritis
Antral atrophy
=~ Fundic gasjritis
§ N Fundic cancer
aJ Antral cancer
() . ®
s O L -t W S
[
£ |
o Antral metaplasia
N4 p=0.029 .
|
1 1 I I 1 I I
-6 -4 -2 0 2 4 6
Dim 1 (82.85%)
D
Pearson correlation to antral metaplasia Pearson correlation to fundic metaplasia
IL-8 0.37 IL-1p
IL-8
-0.42 IL-17A
IL-17A
C E
50
2
1
= 20
=0.0 . ]
e "' p=0.008724
25 | p=0.02081 2
Fundic Other
Antral — Other metaplasia  infected
metaplasia  infected samples
samples

Figure 23 : Métaplasie gastrique prédite par la triade d'interleukine dans des échantillons
gastriques antrals et fundiques infectés par H. pylori. (A) Analyse en composantes principales non
supervisée effectuée avec la triade d'interleukines (IL-1p, IL-8, IL-17A) sur des biopsies gastriques
antrales et fundiques de patients infectés par H. pylori (les valeurs p pour la discrimination de groupe
sont indiquées) ; (B) Barplot des coefficients de corrélation de Pearson pour les interleukines qui sont
corrélées avec la métaplasie antrale ; (C) Boxplot des niveaux d'IL-17A dans la métaplasie antrale par
rapport aux autres échantillons infectés (les valeurs p ont été calculées a l'aide du test de Kruskal-

Wallis) ; (D) Barplot des coefficients de corrélation de Pearson pour les interleukines corrélées avec la
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metaplasie fundique ; (E) Boxplot des niveaux d'IL-1f dans la métaplasie fundique par rapport aux

autres échantillons infectés (les valeurs p ont été calculées a I'aide du test de Kruskal-Wallis).

Il - Etude du polymorphisme génétique

La famille du géne IL-1 sur le chromosome 2q comprend 3 génes apparentés I’IL-1A, I’IL1- et
I’IL-1RN, qui codent respectivement pour IL-1a, IL-1p et leur antagoniste du récepteur endogene (IL-
1RA) (Hurme, Lahdenpohja et al. 1998). Les échanges de base aux positions -31 et -511 du promoteur
de ’IL-1pB ont été associés a une liaison accrue du facteur nucléaire et a une sécrétion élevée d'IL-1p
(Prinz, Neumayer et al. 1997, Beales and Calam 1998, Hurme, Lahdenpohja et al. 1998, Schepp, Dehne
et al. 1998, Mahr, Neumayer et al. 2000). Le gene IL-1RN contient une répétition en tandem penta-
allélique de 86 pb dans I'intron 2, dont I'alléle 2 (IL-1RN * 2) est également associé a une production
accrue de 1’IL-1 aussi bien in vivo que in vitro (Hurme, Lahdenpohja et al. 1998, Hwang, Kodama et
al. 2002).

Les polymorphismes du géne IL-1p ont montré une synergie avec I’infection a H. pylori et une
association avec le cancer gastrique (Chen B et al. 2016, Hong JB et al 2016 Park MJ et al 2016).
Plusieurs études ont reporté que le polymorphisme du géne IL-1p dans la région promotrice peut
influencer I’expression de I’ll-1B. Notre objectif était d’étudier I’association de la variabilité génétique
du polymorphisme du géne de I’'Il-1B chez les patients marocains avec les différents stades
pathologiques. En raison du faible nombre des patients négatifs recrutés dans notre étude (probleme de
signification statistique) cette partie d’étude est en cours de finalisation. Toutefois, nous avons orienté
notre objectif sur comment les deux polymorphismes nucléotidiques a la position -31 et -511 du

promoteur du géne de I’IL-13 modulent I’expression de I’I1-1f3.

1) L’expression relative d’IL-1p selon les polymorphismes nucléotidiques -511 C/T et -31
C/T du promoteur du géne IL-1p chez les patients infectés par H. pylori dans I’antre et

le fundus.

Les échanges de bases aux positions -31 et -511 du promoteur IL-1p ont été associés a une
sécrétion plus élevée d'IL-1p. Les niveaux accrus d’IL-1p sont associés a une inflammation intense et a
la présence de métaplasie intestinale et cancer gastrique au cours d'une infection a H. pylori. Or, plusieurs
études ont rapporté que cette expression d’IL-1p peut varier selon 1’origine ethnique. De ce fait, nous
avons étudié I’expression relative du géne d’IL-1p selon les SNPs -511C/T et -31C/T indépendamment

dans I'antre et le fundus des patients marocains infectés par H. pylori.

Dans I’antre nous avons constaté¢ une diminution significative de 1’expression relative du gene
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d’IL-1p des patients infectés par H. pylori ayant les génotypes -511 CC et CT par rapport aux patients
non infectés. Une différence significative (p=0,05) a été observée entre les 3 génotypes (CC, CT, TT)
des patients infectés par H. pylori (figure 24A). Entre ces 3 génotypes le génotype TT présentait le niveau

d’expression d'IL-1P le plus €levé tandis que le génotype CC présentait le niveau d’expression le plus
faible.

Les patients infectés par H. pylori, porteurs du génotype -31 TT et CT ont montré une diminution
significative du niveau d’expression du géne IL-1p par rapport aux patients non infectés (Figure 24B).
Aucune différence significative n’a été observé chez les porteurs du génotype CC infectés par H. pylori
par rapport aux patients non infectés. Entre les trois génotypes, nous avons constaté que les patients
porteurs du génotype CC présentait le niveau d’expression du géne IL-1p le plus élevé tandis que les
porteurs du génotype CT présentait le plus faible niveau d’expression. Toutefois, cette différence reste

non significative.

Dans le fundus, I’expression du géne de 1'IL-1f des patients infectés par H. pylori et porteurs du
génotype CC était sous-exprimeée par rapport aux contrdles (p=0,06) (figure 24C). Nous avons constaté
une différence de I’expression du géne d’IL-1p significative entre les 3 groupes de patients porteurs des
génotypes -511 CC, CT et TT infectés par H. pylori. Le groupe porteur du génotype CT avait

I’expression du géne IL-1p la plus élevée.

Aucune différence significative entre les niveaux d’expression du géne d’IL-1P des génotype -
31 CC, CT et TT des patients infectés par H. pylori et les patients non infectés n’a été observé (Figure
24D).
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Figure 24 : L’expression relative d’IL-1p selon les SNP -511 C/T et -31 C/T chez les patients
infectés par H. pylori dans I’antre et le fundus de 1’estomac. L'expression relative des genes IL-15 a été
analysée par gRT-PCR dans des biopsies antrale (A) et (B) et fundique (C) et (D) des patients infectés
par H. pylori. Les niveaux d'expression des ARNm de I'lL-1f par rapport au géne de I'f-actine sont
indiqués sur l'axe des y. L identification des SNPs aux positions -31 et -511 du promoteur du géene d’IL-
1B a été effectué par RFLP. Les 62 patients infectés ont été normalisés par rapport aux 9 patients non
infecteés (contréles) comme indique par les lignes pointillées. Les résultats sont exprimés avec des écarts-

types. Les analyses statistiques ont éte effectuees a I'aide du test de Mann-Whitney et ANOVA pour les
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données non paramétriques. * p<0,05, ** p<0,01.

2) L’expression relative d’IL-1p selon les génotypes combinés des polymorphismes nucléo-
tidiques -511 C/T et -31 C/T du promoteur du géne d’IL-1p chez les patients infectés

par H. pylori dans I’antre et le fundus de I’estomac.

Nous avons combiné les différents génotypes possibles du gene d’TIL-13 -511 SNP et -31 SNP (&
savoir : -31CC /-511 TT, -31TT / -511CC, -31 CT / -511CT, -31CC / -511 CT, -31 CT / -511CC, -31
TT/-511CT,-31TT/-511TT,-31 CC/-511 CC) pour évaluer I’influence potentielles de ces génotypes

sur I’expression du gene d’IL-1p.

Au niveau de I’antre, les patients infectés par H. pylori et porteurs des génotypes -31 CT/-511
CC, 31 CT/-511 CT et CT -31 TT/ -511 CC ont montré une diminution significative du niveau
d’expression d'IL-1 par rapport aux patients non infectés (Figure 25A). Une différence significative a
¢été constatée en comparant le niveau d’expression d'IL-1B chez les patients infectés par H. pylori et
porteurs des génotypes -31 CC/-511 TT, -31 TT/-511 CC, -31 CT/-511 CT et -31 CT/ -511 CC (figure
25B). Les patients ayant les génotypes -31 CT/-511 CC ont montré le niveau d’expression d'TL-1f le

plus faible par rapport aux autres groupes.

La combinaison des génotypes a également été étudiée au niveau du fundus. Seuls les patients
infectés par H. pylori et porteur du génotype -31CT/-511 CT ont présenté un niveau d’expression d'IL-
1B significativement élevé par rapport aux patients non infectés (Figure 25C). La comparaison des
combinaisons génotypiques, -31 CC/-511 TT, -31 TT/-511 CC, -31 CT/-511 CT et -31 CC/ -511 CC a
montré une différence significative (Figure 25D). Les patients porteurs de génotypes -31 CT/-511 CC

ont montré le niveau d’expression d'IL-1p le plus faible.
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Figure 25 : : L’expression relative d’IL-1B selon les génotypes des SNP -511 C/T et -31 C/T
combinés chez les patients infectés par H. pylori dans I’antre et le fundus de 1’estomac. L'expression
relative des génes IL-18 a été analysée par gRT-PCR dans des biopsies antrale (A) et (B) et fundique
(C) et (D) des patients infectés par H. pylori. Les niveaux d'expression des ARNm de I'lL-18 par rapport

au gene de l'f-actine sont indiqués sur l'axe des y. L’identification des SNPs aux positions -31 et -511

du promoteur du gene d’IL-1B a été effectué par RFLP. Les 62 patients infectés ont été normalisés par

rapport aux 9 patients non infectes (contréles) comme indiqué par les lignes pointillées. Les résultats

sont exprimés avec des écarts-types. Les analyses statistiques ont été effectuées a I'aide du test de Mann-

Whitney et ANOVA pour les données non paramétriques. * p<0,05, ** p<0,01.

3) L’expression relative d’IL-1p selon les VNTR dans I'intron 2 du géne de I'lL1Ra chez

les patients infectés par H. pylori dans I’antre et le fundus de I’estomac.

Le géne IL-1RN contient une répétition en tandem penta allélique de 86 pb dans I'intron 2, dont
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I'allele 2 (IL-1IRN * 2) est également associé a une forte production de I’IL-1p aussi bien in vivo qu’in

vitro.

Au niveau de I’antre, les patients infectés par H. pylori et porteurs du génotype
d'ILIRN*440/*356 ont montré une augmentation significative du niveau d'expression de I'lL-1p par
rapport aux patients non infectés (Figure 26A). Pour les patients infectés par H. pylori et porteurs du
génotype ILIRN*440/*440 nous avons observé une sous expression significative du niveau d'expression
de I'IL-1B par rapport aux contréles non infectés. Les groupes de patients infectés par H. pylori et
porteurs des génotypes IL1IRN*440/*270, ILIRN*440/*356 et IL1LRN*440/*440 ont montré une
différence significative (Figure 26B). Le niveau d'expression du gene d’IL-1p le plus élevé a été observé
chez les patients porteurs d'IL1RN*440/*356 et le plus faible a été observeé chez les patients porteurs du
génotype IL1RN*440/*440.

Dans le fundus, nous avons observé une augmentation significative de I’expression du géne d’IL-
1B chez les patients infectés par H. pylori porteurs des génotypes ILIRN*440/*356 et ILLRN*440/*270
par rapport aux patients non infectés (Figure 26C). Une différence significative de I’expression d’IL-1§
a également été observée en comparant les génotypes IL1RN*440/*270, IL1RN*440/*356 et
ILIRN*440/*440 des patients infectés par H. pylori (Figure 26D). Les patients porteurs du génotype
IL1RN*440/*356 présentaient le niveau d’expression du gene d'IL-18 le plus élevé.
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Figure 26
L’expression relative d’IL-1 selon les VNTR dans l'intron 2 du gene de I'lL1Ra chez les patients
infectés par H. pylori dans I’antre et le fundus de 1’estomac. L'expression relative des genes IL-15 a été
analysée par gRT-PCR dans des biopsies antrale (A) et (B) et fundique (C) et (D) des patients infectés
par H. pylori. Les niveaux d'expression des ARNm de I'lL-1p par rapport au géne de I'f-actine sont
indiqués sur l'axe des y. L’identification des VNTR dans l'intron 2 du gene de l'IL1Ra a été effectué par
PCR. Les 62 patients infectés ont été normalisés par rapport aux 9 patients non infectés (contréles)
comme indiqué par les lignes pointillées. Les résultats sont exprimés avec des écarts-types. Les analyses

statistiques ont été effectuees a l'aide du test de Mann-Whitney et ANOVA pour les données non
paramétriques. * p<0,05, ** p<0,01.

I11- Etude des voies de signalisation aprés stimulation des cellules par le LPS de H. pylori

Suite aux difficultés rencontrées quant a 1’isolement de la bactérie H.pylori et sa culture, nous
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avons opté pour I’utilisation du LPS de H. pylori. L’objectif de cette partie est d’étudier les voies de
signalisation activées par H. pylori pour induire la production d’IL-1 et donc I’activation d’un

inflammasome dans les cellules BMDMs et les HCT116.

1) Activation des voies de signalisation en aval des récepteurs de ’immunité innée suite a

la stimulation in vitro de BMDMs de souris par le LPS de H. pylori.

La troisieme partie des résultats a ét¢ dédi¢e a 1’étude de la cinétique d’activation des voies de
signalisation en aval des récepteurs de I’immunité innée. Le but est de mettre en évidence les voies de

signalisation activées apres stimulation par le LPS de H.pylori.

Dans un premier temps, des BMDMs sont cultivées pendant toute la nuit a 37°C et 5% de CO.,
puis stimulées par 100ng/ml de LPS de H. pylori. Le LPS est un ligand décrit comme activateur du
TLR4 conduisant a I’activation d’NF-kB (un facteur de transcription des cytokines pro-inflammatoires).
Apreés différents temps de stimulation, les cellules sont directement lysées et les lysats sont analysés par
WB.

Les résultats montrent que, aprés stimulation des BMDMs par le LPS de H. pylori, la
phosphorylation de 1kBa est détectée aprés 30 minutes de stimulation et augmente pour atteindre une
valeur maximale aprés 60 minutes de stimulation. IkBa est une protéine qui inhibe NF-«kB en masquant
son signal de localisation nucléaire et en le gardant séquestré dans un état inactif dans le cytoplasme
(figure 27). Ceci bloque la capacité de NF-«xB a se lier a I’ADN. La phosphorylation d’TkBa permet son
détachement et donc son activation.

En ce qui concerne la voie d’activation de la production de I’interféron de type I suite a la
stimulation des BMDM par le LPS de H. pylori, la phosphorylation de TBK1 et d’IRF3 a été analysée.
TBKI1 est une kinase responsable de la phosphorylation d’IRF3 (Interferon Regulatory Factor 3). IRF3
un facteur de transcription permettant I’expression d'IFNs de type I. La phosphorylation de TBK1 est
une modification post-traductionnelle décrite comme nécessaire a l'activation de TBK1 (Ma, Helgason
et al. 2012). La phosphorylation d’IRF3 est également nécessaire a son activation et sa translocation

nucléaire.
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Figure 27 : Cinétique de stimulation des BMDMs de souris par le LPS de H. pylori. Les BMDM:s
sont stimulées par 100 ng/ml de LPS a différent temps : 0, 30, 60, 90 et 120 minutes. Ensuite, les lysats

cellulaires ont été analysés par WB pour les protéines indiquées. * bande non spécifique..

Sur la figure, la phosphorylation de TBK1 s’observe a partir de 30 minutes de stimulation. Il y
va de méme pour IRF3 dont la forme phosphorylée s’observe a partir de 60 min et persiste jusqu’a 120

min (figure 27).

En outre, I’activation de la voie de signalisation Ras- ERK1/2 MAP kinase dépendante est aussi
analysée par WB. Cette voie joue un réle important dans la croissance, la prolifération et la
différenciation cellulaires. L’activation de la protéine ERK (sa phosphorylation) témoigne de
I’activation de cette voie de signalisation. Les résultats montrent que la forme active de ERK atteint sa
valeur maximale aprés 30 min de stimulation par le LPS de H. Pylori. Par la suite la phosphorylation

diminue pour presque disparaitre apres 120 minutes de stimulation (figure 27).
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2) Libeération de I’IL-1p suite a la transfection des BMDMs par le LPS de H. pylori.

La stimulation des cellules BMDMs issues de la moelle osseuse des souris par le LPS bactérien
active les voies de signalisation NF-kB, TBK1/IRF3 et Ras ERK MAP kinase dépendante. Ainsi, nous
avons voulu évaluer la production d’IL-1p aprés stimulation par le LPS de H. pylori. Aucune sécrétion
d’IL-1PB n’a été détecté suite a cette stimulation (résultats non présentés). Néanmoins nous avons
transfectées les cellules par le LPS de H. pylori. Pour ce faire les cellules BMDMs sont amorcées par
100 ng/ml de LPS pendant 4h puis transfectées avec du LPS de H. pylori avec un agent transfectant

pendant 12 heures. Les surnageants des cellules sont ensuite récupérés puis dosés par ELISA.

Les résultats montrent la présence significative de la forme active d’IL-1 dans les surnageants
des cellules stimulées par le LPS de H. pylori comparés aux surnageants des cellules amorcées ou non

stimulées (Figure 28).
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Figure 28 : Libération d’IL-1f par les cellules BMDMs suite a la transfection du LPS bactérien
de H.pylori. Les cellules BMDMs sont amorcées par du Pam3CSK4 (ligand de TLR2) pendant 4h puis
transfectées avec du LPS de H. pylori avec un agent transfectant pendant 12 heures. Les surnageants
des cellules sont ensuite récupérés puis analyses par ELISA. Les analyses statistiques ont été effectuées

a l'aide du test de Mann-Whitney pour les données non paramétriques. *** p<0,001.

Etant donné que la libération d’IL-1f est une conséquence d’une mort cellulaire appelée
pyroptose, nous avons evalué la mort cellulaire par le test lactate déshydrogénase (LDH). Ce test se base
sur I’analyse de I’enzyme LDH, normalement cytoplasmique, présente dans les surnageants des cellules.

La présence de la LDH au niveau des surnageants témoigne de la mort cellulaire. Suite a ce test nous
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avons noté une mort cellulaire significative chez les cellules transfectées par le LPS bactérien de H.

pylori comparé aux cellules non transfectées (Figure 29).
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Figure 29 : La mort cellulaire induite suite a la transfection des cellules par le LPS de H. pylori.
Les cellules BMDMs sont amorcées par du Pam3CSK4 pendant 4h puis transfectées avec du LPS de H.
pylori avec un agent transfectant pendant 12 heures. Les surnageants des cellules sont ensuite récupérés
puis la mort cellulaire a été évaluée par le test LDH. Les analyses statistiques ont été effectuées a I'aide

du test de Mann-Whitney pour les données non paramétrigques. *** p<0,001.

Par la suite nous avons compar¢ la libération d’IL-1p suite a la transfection des BMDMs avec
différents types de LPS bactérien : H. pylori, L. interrogans et E. coli. Nous avons noté une forte
sécrétion d’IL1P par les cellules BMDMs transfectées par le LPS de E. coli par rapport aux BMDMs
non transfectées, ou par rapport aux cellules transfectées par le LPS de H. pylori et celles transfectées
par le LPS de L. interrogans (Figure 30). Les résultats montrent que la libération d’IL-1B est
significativement différente apres transfection des différents LPS : cette libération semble étre modulée

en fonction de I’origine bactérienne des LPS transfectés.
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Figure 30 : Libération d’IL-1p par les cellules BMDMs suite a leur transfection par des LPS
bactériens différents. Les cellules BMDMs sont amorcées par du Pam3CSK4 pendant 4h puis
transfectées avec du LPS de H. pylori, L. interrogans et E. coli avec un agent transfectant pendant 12
heures. Les surnageants des cellules sont ensuite récupérés puis analysés par ELISA. Les analyses
statistiques ont été effectuées a l'aide du test de Mann-Whitney pour les données non paramétrigques.

*** p<0,001.

De la méme maniére le test LDH montre une différence significative de I’induction de la mort
cellulaire entre les cellules BMDMs transfectées par les différents LPS bactériens (Figure 31). Les

cellules transfectées par le LPS de L. interrogans montre une mort cellulaire moins importante que celles

transfectées par le LPS de H. pylori et celui de E. coli.

94



kA

100+

LDH release (100%)
[4,]
=]
[

c I I

St & &
\) ‘O . e. e-
EAPAA G
RO SAN SN ¢
\/o
Q‘o
V

Primed

Figure 31 : La mort cellulaire induite suite a la transfection des cellules par les différents LPS
bactériens. Les cellules BMDMs sont amorcées par du Pam3CSK4 pendant 4h puis transfectées avec du
LPS de H. pylori, L. interrogans et E. coli avec un agent transfectant pendant 12 heures. Les surnageants
des cellules sont ensuite récupéres puis la mort cellulaire a éte évaluée par le test LDH. Les analyses
statistiques ont été effectuées a I'aide du test de Mann-Whitney pour les données non paramétriques.
*** n<0,001.

Nous avons par la suite évalué la mort cellulaire des cellules BMDMs aprés transfection des
différents LPS en temps réel. Nous savons que les cellules vivantes ont des membranes intactes et
excluent une variété de colorants qui pénétrent facilement par les membranes perméables endommagées
des cellules non viables. La mise des cellules en plaque opaque avec I’IP dans un lecteur de plaque

permet de suivre la mort cellulaire en temps reel.

Les résultats montrent que la mort cellulaire commence plus rapidement chez les cellules
BMDM s transfectés par le LPS de E. coli par rapport aux cellules transfectés par le LPS de H. pylori et
de L. interrogans (Figure 32).
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Figure 32 : La mort cellulaire en temps réel suite a la transfection des cellules BMDM par les
différents LPS bactériens. Les cellules BMDMs sont amorcées du Pam3CSK4 pendant 4h puis
transfectées avec du LPS de H. pylori, L. interrogans et E. coli avec un agent transfectant pendant 6
heures. L’ évaluation de la mort cellulaire en temps réel a été effectuée par le dosage de la fluorescence

émise par l’iodide de propidium pendant 16 heures.

3) Activation de ’inflammasome suite a la transfection in vitro des cellules HCT116 hu-

maine par le LPS de H. pylori.

Comme nous avons déterminé que la transfection des BMDMs de souris par du LPS de H. pylori
induit la libération d’IL-1f et la mort cellulaire, nous avons essayé de reproduire nos résultats chez les
cellules humaines HCT116. Les cellules HCT116 sont une lignée cellulaire de cancer du célon humain.
Nous avons évalué¢ pour cela la production d’une autre cytokine inflammatoire ; 1’IL-18 comme

marqueur de I’activation de I’inflammasome.
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Pour ce faire nous avons transfectées nos cellules avec différentes concentrations du LPS de H.
pylori et de E. coli. Apres 48 heures de transfection les surnageants des cellules HCT116 sont mis
directement avec les cellules HEK-Blue IL-18. En présence d’IL-18, les cellules vont exprimer le géne
rapporteur « Phosphatase Alkaline Embryonnaire Sécrétée » (SEAP), via la voie de signalisation NF-
kB. Dans le milieu « Quanti-Blue » (Invivogen), I’enzyme SEAP va catalyser une réaction chromogéne

détectée en mesurant 1’absorbance a 640 nm.

Les résultats montrent que la transfection des HCT116 par le LPS de H. pylori et de E. coli induit
la libération de I'IL-18 et donc D’activation de I'inflammasome : I'IL-18 comme I'IL-1p est la
conséquence de 1’activation de I’inflammasome NLRP3. Cependant, et d’une maniére intrigante nous
avons observé que dans ces cellules, le LPS de H. pylori induit de la méme maniére 1’activation de

I’inflammasome comparé¢ au LPS de E. coli (Figure 33).
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Figure 33 : Production d’IL-18 par les cellules HCT116 suite a leur transfection par les LPS
bactériens de H. pylori et de E. coli. Les cellules sont transfectées avec différentes concentrations du
LPS de H. pylori et de E. coli. Apres 48 heures de transfection les surnageants des cellules HCT 116
sont mis directement avec les cellules HEK-Blue IL-18. En présence d’IL-18, les cellules vont exprimer
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le géne rapporteur « Phosphatase Alkaline Embryonnaire Sécrétée » (SEAP), via la voie de signalisation
NF-xB. Dans le milieu « Quanti-Blue », [’enzyme SEAP va catalyser une réaction chromogeéne détectée

en mesurant l’absorbance a 640 nm.

4) Caspase-4, NOD1 et NOD2 modulent ’activation de I’inflammasome suite a la trans-

fection des cellules par du LPS de H. pylori.

Le LPS intracellulaire interagit directement avec la caspase-4/5 humaine (caspase-1 chez la
souris) conduisant a 1’oligomérisation des complexes LPS-caspase-4/5 ou -11. Il s’agit d’un
inflammasome non canonique. L’activation de cet inflammasome non canonique conduit au clivage par
les caspases de la Gasdermine-D (GSDMD) au résidu Asp276 pour produire des fragments GSDMD N
et C-terminaux. Les fragments N-terminaux GSDMD générent des pores dans la membrane cellulaire

entrainant une mort cellulaire, appelée pyroptose (Liu, Zhang et al. 2016).

Nous avons donc évalué ce phénoméne en utilisons des cellules HCT116 deficientes en caspase-
4. Apres transfection des LPS bactériens, que ce soit celui de H. pylori ou de E. coli, nous avons constaté
une diminution de la sécrétion d’IL-18 par les cellules HCT116 Caspase-4 /- comparé aux cellules
sauvages (non déficientes en caspase 4). Ceci confirme les données reportées dans la littérature (Figure
33).

Sachant que le LPS bactérien peut interagir avec le domaine CARD des caspases -4, -5 ou -11,
nous avons examiné si NOD1 et NOD2 (appartenant a la famille des NRLC et contenant un domaine
CARD) pourraient jouer un r6le dans la libération d’IL-18 et donc dans I’activation de 1’inflammasome.
Pour y répondre, nous avons utilisé des cellules HCT116 NOD1/2 "/ et NOD2 /. Apres transfection de
ces cellules par le LPS bactérien que ce soit celui de H. pylori ou de E. coli, les résultats montrent une
diminution de la production d’IL-18 chez les cellules NOD1/2 “/- par rapport aux cellules NOD2 /" et
des cellules sauvages. Ce résultat (Figure 33) montre que NOD1 (et non NOD2) pourrait étre impliqué
directement dans la reconnaissance du LPS bactérien de H. pylori et celui de E.coli.
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B. Discussion

Dans I'estomac humain, H. pylori colonise la muqueuse recouvrant les cellules épithéliales de
I'estomac et induit une inflammation chronique. Les cellules immunitaires sont recrutées et
communiquent avec les cellules épithéliales via des médiateurs notamment les cytokines. La
signalisation en aval des récepteurs de cytokines exprimés par les cellules immunes et non immunes peut
favoriser I'inflammation et engager la réponse de I'hGte contre les bactéries gastro-intestinales. Diverses
études ont clairement montré qu'il existe des différences ethniques et démographiques dans I'expression
de ces cytokines. A notre connaissance, aucune étude concernant la réponse immune de 1’hote n'a été
menée chez des patients marocains infectés par H. pylori lorsque nous avons entamé ce travail. Nous
avons porté notre intérét sur trois cytokines inflammatoires (IL-1p, IL-8 et IL-17A) qui jouent un réle
important dans I’infection a H. pylori et dans la cascade précancéreuse gastrique induite par cette
bactérie. Dans ce travail, nous avons étudié I'expression de 'ARNm des IL-1p3, IL-8 et IL-17A dans la
muqueuse gastrique antrale et fundique de patients marocains infectés par H. pylori.

Les analyses histopathologiques et PCR ont révélé que 87,32% des patients étaient infectés par
H. pylori. Cette prévalence est proche des autres résultats rapportés au Maroc par différentes équipes
(Alaoui Boukhris, Benajah et al. 2012, Alaoui Boukhris, Amarti et al. 2013).

L’étude de 1’expression des génes de cytokines a montré que les niveaux d'expression de 'ARNmM des
cytokines IL-1p, IL-8 et IL-17 étaient différents dans I'antre et le fundus des patients infectés par H.
pylori. En effet, I'expression de 'ARNm de I'lL-1 était significativement plus faible dans la muqueuse
antrale des patients infectés par H. pylori par rapport a celle des patients non infectés, alors qu'il n'y avait
pas de différence significative dans I'expression de 'ARNm de I'IL-8 et de I'IL-17A entre les patients
infectés par H. pylori et les patients non infectés. L'expression des trois cytokines était plus élevée dans
la muqueuse fundique des patients infectés par H. pylori par comparaison aux patients non infectés. De
plus, l'expression des trois cytokines était significativement corrélée dans l'antre et le fundus de
I’estomac, ce qui indique qu'elles sont dépendantes et qu'elles sont étroitement associées a la pathogénie
de I’infection a H. pylori. Nous avons par la suite assigné a nos patients trois stades pathologiques en
fonction de la classification du systéme de Sydney mis a jour (Dixon, Genta et al. 1996). Il a été suggéré
que le cancer gastrique est le résultat final de modifications progressives de la muqueuse gastrique, en
commengant par une gastrite chronique, suivie d'une gastrite atrophique multifocale, puis d'une
métaplasie intestinale (Kusters, van Vliet et al. 2006). Nos résultats ont montré que I'expression relative
de I'IL-1p et de I'lL-17A dans I'antre des patients infectés par H. pylori est significativement plus faible
au stade de la métaplasie par rapport aux patients non infectés et aux autres stades pathologiques.
L'expression des IL-1f, IL-8 et IL-17A dans la muqueuse fundique des patients atteints de métaplasie

était plus élevée que celle des patients non infectés et des autres stades pathologiques. En outre, sur la
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base d'un modéle prédictif multivarie, nos résultats suggérent que cette triade d'interleukines peut étre
utilisée pour prédire le stade de la métaplasie dans la progression de la maladie, principalement par la
régulation négative spécifique de I'expression de I'lL-17A dans I'antre et la régulation positive specifique
de I'lL-1p dans le fundus. Ces cytokines pourraient ainsi étre utilisées comme marqueurs de I'évolution
de I’infection par H. pylori chez les patients marocains vers des stades pathologiques plus graves.

La sous-expression de I'lL-1p dans I'antre des patients infectés par H. pylori est en accord avec
les résultats rapportés par Ana Flavia Teixeira Rossi et al. (Rossi, Cadamuro et al. 2016) mais ne
correspond pas a ceux de Serelli-Lee et al. (Serelli-Lee, Ling et al. 2012) qui ont rapporté des niveaux
élevés d'expression de I'lL-1 dans la muqueuse des patients infectés par H. pylori. De plus, nous avons
montré que l'expression de I'lL-17A et de I'IL-8 dans le fundus est en accord avec celles d'études
précédentes montrant que 1’infections par H. pylori est associée a une augmentation de I'expression de
I'IL-8 et de I'lL-17A dans la muqueuse gastrique. Cependant, I'expression de I'lL-17A est sous exprimée
dans I'antre des patients infectés par H. pylori. Dans la littérature, la sur-expression de I’IL-17A, IL-8 et
IL-1p a été reportée dans les régions antrales ou fundiques alors que leur expression dans les biopsies
appariées antrales et fundiques de personnes infectées par H. pylori n'a pas été clairement reportée.
L'expression de ces cytokines dans la muqueuse gastrique suite a I'infection par H. pylori varie également
en fonction de I'ethnie (Nagashima, Iwatani et al. 2015). Les divergences entre nos résultats et ceux des
différentes études sur I'expression des cytokines peuvent également étre dues a la taille des échantillons

de chaque étude.

L'IL-1B, une cytokine pro-inflammatoire, est un puissant inhibiteur de la sécrétion d'acide
gastrique, favorisant I'hypochlorhydrie, la colonisation par H. pylori et les gastrites plus graves (Calam
1999). L'IL-1p peut agir en tandem avec d'autres cytokines inflammatoires pour recruter et activer les
neutrophiles dans la muqueuse gastrique, ce qui entraine une inflammation des muqueuses. L'IL-13
déclenche la libération d'IL-17A par les cellules Th17, qui est une autre cytokine régulée positivement
lors de I’infections par H. pylori, ce qui suggére que cette cytokine pourrait également jouer un role
important dans la réponse inflammatoire contre la colonisation par H. pylori. L'implication de I'lL-17A
dans la gastrite liée a H. pylori est également soutenue par le fait que cette cytokine est capable de
stimuler les cellules immunitaires et non-immunes pour produire de nombreux médiateurs
inflammatoires, y compris le TNFa, I'IL-13, I'IL-6 et les métalloprotéases matricielles (MMP). En plus
de leur effet inflammatoire, les MMPs peuvent également influencer I’évolution des pathologies
associées a H. pylori (Jemilohun and Otegbayo 2016). L'IL-17A peut également stimuler la production
d'IL-8 par les cellules épithéliales et les macrophages, or Il a été rapporté que H. pylori régule
positivement I'expression du gene de I'lL8 dans les cellules epithéliales gastriques (Lee, Bae et al. 2004,
Lee, Khoi et al. 2013).
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Sur la base de la stratification des patients, nos résultats ont clairement montré que les trois
cytokines inflammatoires sont régulées positivement dans la muqueuse fundique des patients au stade
de métaplasie. Selon la classification du systeme de Sydney mis a jour, la métaplasie est une étape
d'évolution vers le cancer gastrique (Dixon, Genta et al. 1996). Les conséquences cliniques dépendent
de I'interaction entre la distribution et la gravité de la gastrite ainsi que de la sécrétion d'acide. Plusieurs
auteurs ont conclu que la sur-expression de I'lL-1f induite par I’infection a H. pylori entraine I'inhibition
de la sécrétion d'acide gastrique, ce qui peut avoir un effet profond sur la distribution et I'histoire
naturelle de cette infection (Waldum, Kleveland et al. 2016). L’infection est d'abord établie dans les
parties de I'estomac ayant un pH plus élevé, comme l'antre : la production élevée d'acide par les cellules
pariétales protege probablement la muqueuse fundique de la colonisation initiale. La gastrite antrale est
associée a la régulation positive de la gastrine, une hormone peptidique qui stimule la sécrétion d'acide
gastrique, et a la régulation négative de la somatostatine, une hormone gastro-intestinale inhibitrice
universelle, avec pour effet d'augmenter la sécrétion d'acide gastrique. Les modifications de la réponse
acide qui en résultent dépendent fortement de I'état et de la santé de la muqueuse fundique et de la masse
des cellules pariétales. L’infection a H. pylori provoque initialement une gastrite antrale, mais une
hypochlorhydrie se développe si I’infection est persistante, permettant a la bactérie de migrer de maniere
proximale, ce qui entraine une pangastrite et un risque accru d’aggravation de la pathologie. Dans
certains cas, la gastrite est principalement fundique, la sécrétion d'acide diminue et I'atrophie s'installe
(Schubert and Peura 2008). Lorsque la colonisation d’H. pylori est a prédominance fundique ou
pangastrique, la production d'acide est généralement normale ou réduite malgré la stimulation par les
cellules G (Atherton 2006). Ceci est di a l'inhibition de la sécrétion d'acide par des médiateurs pro-
inflammatoires tels que I'lL-1p et le TNF-a : H. pylori n'est normalement pas capable de coloniser le
fundus a moins que la sécrétion d'acide soit réduite (Marshall and Warren 1984). L'hypergastrinémie
chronique peut entrainer une atrophie des glandes sécrétrices d'acide, ce qui provogue une augmentation

de la sécrétion de gastrine et la mise en place d'une boucle de rétroaction positive.

Par ailleurs, I'lL-1p est régulée positivement dans les cancers du sein, du colon, du poumon et de
I'estomac ainsi que dans les mélanomes. L'IL-1f participe au processus de cancérogenese par sa capacité
a produire des facteurs angiogéniques et pro-métastatiques tels que le VEGF, I'lL-8, I'lL-6, le TNF-a et
le TGF-B (Lewis, Varghese et al. 2006). Des travaux antérieurs utilisant des modeles expérimentaux ont
montré que la production locale d'IL-1f3 influence la croissance des tumeurs et les métastases en
potentialisant la prolifération cellulaire ou en induisant une inflammation et une angiogenese
(Shigematsu, Niwa et al. 2013). Etant donné que I'lL-1p favorise également la différenciation des
cellules Th17, il est possible que certains des effets pro-cancérigenes d’IL1-f puissent étre médies par

les cellules Th17 (Acosta-Rodriguez, Napolitani et al. 2007, Acosta-Rodriguez, Rivino et al. 2007). Le
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recrutement et l'activation des phagocytes et d'autres cellules pro-inflammatoires induits par la
signalisation de I'lL-17A et d'autres mécanismes augmentent encore les niveaux de radicaux d'oxygene
et d'azote et le stress oxydatif (Miljkovic and Trajkovic 2004, Shibata, Ueda et al. 2009). D'autre part,
Kitadai et al. ont rapporté que I'expression de I'lL-8 est directement corrélée a la vascularisation des
carcinomes gastriques humains alors que son inhibition diminue lI'angiogenése dans les cancers de
I'estomac (Kitadai, Haruma et al. 1998).

La progression de ce processus inflammatoire a été décrite par Correa et al. (Correa and Piazuelo
2012) : l'inflammation persistante du corps de 1’estomac induite par H. pylori, entraine une gastrite
atrophique, qui est un facteur de risque de cancer gastrique (Dixon, Genta et al. 1996). La gastrite
atrophique entraine une dimunition du pH et une hypochlorhydrie. Ce milieu alcalin facilite la
colonisation et la prolifération de H. pylori. L'IL-1p et le TNF-a suppriment également directement la
production d'acide par les cellules pariétales (Atherton 2006). De plus, certains antigenes de la bactérie
ont une structure similaire a I' ATPase de la pompe a protons gastrique, ce qui peut entrainer la destruction
auto-immune de la pompe, réduisant encore la sécrétion d'acide (Amedei, Bergman et al. 2003, Kiriya,
Watanabe et al. 2007). L'augmentation du pH gastrique peut permettre a d'autres agents pathogénes
d'infecter I'estomac, ce qui aggrave encore l'inflammation. L'IL-8, I'IL-1B et le TNF-a peuvent
également stimuler la production de gastrine en favorisant la prolifération des cellules épithéliales,
I'activation du NF-kB et I'expression de la cyclooxygénase-2 (COX-2) (Robinson, Argent et al. 2007).
L'expression de plusieurs cytokines et de la COX-2 dans la muqueuse gastrique peut accélérer la
progression des changements atrophiques et induire une transformation de la signalisation
intracellulaire. D'autre part, I’infection a H. pylori provoquent une réponse inflammatoire chronique,
entrainant une augmentation du renouvellement cellulaire qui, sur plusieurs décennies, peut se traduire
par une accumulation d'erreurs mitotiques (Graham 2015).

L’infections a H. pylori est modulé par I'interaction de trois facteurs étiologiques : ceux liés a
I'agent infectieux, la susceptibilité génétique de I'hdte et ceux liés a lI'environnement. Nos résultats
suggérent que I'IL-1p, I'IL-8 et I'IL-17A peuvent favoriser I'inflammation chez les personnes infectées
par H. pylori, contribuant ainsi a la persistance de I'infection. Ces cytokines sont pléiotropes et sont
impliquées dans de multiples cascades de signalisation qui pourraient renforcer le processus
précancéereux. Des etudes supplémentaires sont nécessaires pour déterminer les roles possibles que ces

cytokines jouent dans la promotion et la pathogénése de cette infection.

Par ailleurs, des études ont montré que le polymorphisme des genes de cytokines influence leur
expression et joue donc un role dans la séverité de diverses maladies chroniques (Rad, Dossumbekova
et al. 2004). L’IL-1B, comme nous 1’avons présenté, est étroitement liée a 1’infection par H. pylori. Son

expression, a été rapporté dans la littérature comme étant influencée par les polymorphismes
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nucléotidiques -511 C/T et -31 T/C de la région promotrice du géne de I’'IL-1f ainsi que les répétitions
en tandem du géne de I’IL-1RA (Guo, Qian et al. 2013).

Les analyses de I’expression relative de I’TL-1f3 selon le polymorphisme nucléotidique -511 C/T
du promoteur du géne IL-1 chez les patients marocains infectés par H. pylori dans I’antre et le fundus
de I’estomac ont montré que : les porteurs du genotype TT présentent une surexpression de I’'TL-1 par
rapport aux autres génotypes au niveau de I’antre mais pas au niveau du fundus. Selon une étude
japonaise (Hwang, Kodama et al. 2002), les porteurs du génotype TT présentent une surexpression de
I’IL-1P au niveau de I’antre et du fundus par rapport aux autres génotypes chez les patients infectés par
H. pylori ce qui concorde avec nos résultats au niveau de 1’antre mais pas au niveau du fundus. En
revanche, Rad et al. et Murphy et al. ont rapporté qu’il n’y a aucune différence significative d’expression
de I’IL-1p entre les différents génotypes du polymorphisme nucléotidique a la position -511 du géne IL-
1B au sein de la population allemande et irlandaise (Hwang, Kodama et al. 2002, Rad, Dossumbekova
et al. 2004, Murphy, Thornton et al. 2009). Plusieurs études ont souligné que I’expression de I’[L-1f3
semble étre influencée par I’origine ethnique des patients infectés par H. pylori (Hong, Zuo et al. 2016,
Rech, Mazzoleni et al. 2018).

Quant aux résultats obtenus sur I’expression relative d’IL-1B selon le polymorphisme
nucléotidique -31 C/T du promoteur du géne IL-1p, le génotype CC semble étre associé a des niveaux
¢levés d’expression d’IL-1P par rapport aux autres génotypes dans I’antre des patients marocains
infectés par H. pylori. Le génotype CT est associé a un niveau d’expression le plus élevé au niveau du
fundus. Rech etal. ont démontré que le génotype TT influence de maniére positive I’expression de I’IL-
1B contrairement a nos résultats ou I’on n’observe que le génotype TT est associé a une faible expression
d’IL-1B (Rech, Mazzoleni et al. 2018).

L’expression relative d’IL-1f selon les VNTR dans I'intron 2 du gene de I'lL1RA chez les patients
infectés par H. pylori dans I’antre et le fundus de I’estomac est variable. En effet, les porteurs de I’alléle
270 présentent des niveaux d’expression élevés de I’IL-1P par rapport aux porteurs du génotype 440.
Nos résultats sont en accord avec ceux de la littérature (Rad, Dossumbekova et al. 2004, Vilaichone,
Mahachai et al. 2005).

Toutefois, nos résultats sur le polymorphisme de I’IL1J restent préliminaires. L’étude du
polymorphisme du géne IL1p et son influence sur I’expression ainsi que son association aux stades

pathologiques gastriques est en cours de finalisation par notre équipe.

En conclusion, la colonisation par H. pylori entraine une gastrite chez toutes les personnes
infectées, mais toutes les personnes ne développeront pas de symptdmes. On pense que la réponse
inflammatoire chronique est nécessaire pour le développement d'une séquence de transformations

épithéliales appelée cascade de Correa, qui comprend la gastrite atrophique multifocale, la métaplasie
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intestinale, la dysplasie et le cancer. Notre étude a mis en évidence une signature transcriptionnelle d’une
population marocaine, favorable a I’évolution de I’infection de H. pylori vers des stades plus graves et
confirme que des niveaux élevés de plusieurs cytokines inflammatoires, y compris I'lL-1p, peuvent servir

de biomarqueurs pour le cancer gastrique.

Concernant le volet in vitro de ce travail (résultats préliminaires), nous avons porté notre intérét
sur la signalisation induite apres la reconnaissance de la bactérie ou de ses composantes (comme le LPS)
par certains récepteurs de I’immunité innée. En effet, les PAMPs de H. pylori sont reconnus par les PRRs
du systeme immunitaire inné de I'hdte et initient la production de cytokines et chimiokines pro-
inflammatoires. H. pylori régule positivement I'expression du facteur de transcription nucléaire NF-xB
dans les cellules épithéliales gastriques (GEC) (Keates, Hitti et al. 1997), ainsi que lors d'une infection
chronique chez I'homme (Isomoto, Miyazaki et al. 2000, van Den Brink, ten Kate et al. 2000). NF-kB
est un régulateur clé des réponses pro-inflammatoires dans les cellules de 1’h6te (Hayden, West et al.
2006). Ce facteur de transcription est omniprésent dans tous les types de cellules eucaryotes, ou il existe
sous une forme inactive, sous forme de molécule hétéro ou homodimérique. L'activation de la voie NF-
kB par des stimuli pro-inflammatoires, tels que des microorganismes vivants ou leurs produits, se traduit
par la libération des dimeres inactifs des inhibiteurs de la famille NF-xB (IxB). Dans le cas de la voie
de signalisation classique NF-kB, ces dimeres sont transloqués vers le noyau, régulant ainsi positivement
I'expression de divers génes cibles (Hayden, West et al. 2006). Beaucoup de ces genes codent pour des
facteurs ayant des fonctions inflammatoires (Ferrero, Avé et al. 2008). Nos résultats montrent que le
LPS de H. pylori induit la phosphorylation d’IxB-a aprés 30 minutes de stimulation des BMDMs.
Cependant, il existe plusieurs controverses dans la littérature : certains auteurs comme Smith et al.
(Smith, Mitchell et al. 2003), Triantafilou et al. (Triantafilou, Gamper et al. 2007) et Lepper et al.
(Lepper, Triantafilou et al. 2005) ont montré que le LPS de H. pylori active la voie NF-kB via TLR2.
De plus, le knockdown de TLR2 dans les cellules endothéliales vasculaires inhibe I'induction de
cytokines mediées par le LPS de H. pylori (Triantafilou, Gamper et al. 2007). En revanche, d’autres
auteurs ont montré que le LPS de H. pylori n'active pas la voie NF-kB, contrairement au LPS d'autres
bactéries a Gram négatif. Nos résultats montrent également que suite a 1’infection des BMDM par le
LPS bactérien de H. pylori, la voie IRF3 ainsi que la voie ERK semblent étre activées. Il est reporté dans
la littérature que I'activation de TLR4, en coopération avec la molécule adaptatrice MyD88, signale via
la voie MAPK en aval, qui active ensuite le NF-kB (Takeuchi and Akira 2001, Cario 2005). L'induction
de I’activation de TLR2 par la signalisation du TLR4 initiée par le LPS de H. pylori est probablement
responsable de l'activation de NF-kB via la phosphorylation de la voie ERK (Uno, Kato et al. 2007).
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Dans la niche de I'épithélium gastrique, H. pylori régule également l'activation de I'inflamma-
some et la pyroptose pour sa survie. L'activation de I'inflammasome est un événement important et cru-
cial au cours des infections microbiennes et au cours d’autres processus inflammatoires. L'inflamma-
some, particulierement le NLRP3, activeé induit la production de caspase-1 mature et le clivage de la pro-
IL-1pB et de la pro-IL-18 en formes matures d’IL-1f et d’IL-18. L'IL-1[ est un pyrogéne connu, impliqué
dans le recrutement des leucocytes et la production de médiateurs de I'inflammation et des pathologies
associées au systeme immunitaire (Apte, Dotan et al. 2006, Dinarello 2009). L'IL-18 n'a pas d'activité
pyrogéne ; mais il induit la production d'IFN- 5 et joue un role dans la différentiation des populations de
lymphocytes T actives en fonction de la nature des cytokines dans le milieu (Dinarello 2009). La colo-
nisation chronique de 1’estomac par H. pylori ne produit généralement pas de fievre, ce qui pourrait étre
liée & la production contrélée d'IL-1 pyrogene contrairement au cas d’autres bactéries qui activent 1’in-
flammasome et dont I’infection est associée a de la fiévre. Des études antérieures ont rapporté I'activation
de I'inflammasome et la production d'IL-1f et d'1L-18 matures dans un modele murin de l'infection ex-
périmentale a H. pylori. De méme, une activation de I’inflammasome NLRP3, indépendamment de
TLR2 et TLR4 a été rapportée dans les neutrophiles humains infectés par une souche de H. pylori (Kim,
Park et al. 2013, Semper, Mejias-Luque et al. 2014, Koch, Hartung et al. 2015, Pachathundikandi and
Backert 2018).

Nos résultats préliminaires montrent que la transfection des BMDMs de souris par le LPS de H.
pylori suite @ un amorgage du pro-l1L-1p permet la libération d’IL-1P et la mort cellulaire. Nous avons
constaté que, dans les cellules HCT116, cette libération dépend en partie de deux récepteurs NOD1,
NOD?2 et de la caspase 4. C’est I’efflux de K+ en conseéquence de la pyroptose induite par le clivage de
la gasdermin D par la caspase-4 qui conduit indirectement a I’activation de I’inflammasome NLRP3.
Cependant plusieurs études ont montré que la libération d’TIL-1p suite a I’activation de I’inflammasome
au cours de linfection par H. pylori dépend en grande partic de I’inflammasome NLRP3
(Pachathundikandi and Backert 2018). Les études montrant I’implication de I’inflammasome dans la
physiopathologie a H. pylori sont rares. Jusqu'a ce jour, une interaction directe des PAMPs de la bactérie
avec les molécules de I’inflammasome et I’interaction de ces partenaires en amont ou en aval de la voie
de signalisation durant I’infection par H. pylori reste non élucidé. L’exploration de ces mécanismes en
détail peut donner des pistes pour controler et réduire la gravité de cette infection. Des études futures
sont vivement sollicitées pour explorer I’activation de 1’inflammasome via les récepteurs NOD1 et
NOD2. En outre, des études sont également nécessaires pour aborder le rdle précis des variantes

génétiques des NLRs dans la sensibilité ou la résistance a I’infection par H. pylori.
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PARTIE Il : ETUDE DES MECANISMES D’ACTIVATION DE L’ INFLAMMASOME
NLRP3 PAR LES VIRUS a ARNs
A. Résultats

Afin de décrypter le mécanisme d’activation de I’inflammasome, nous avons utilisé¢ les virus
connus pour leur activation de I’inflammasome NLRP3. Dans cette partie, nous avons utilisé différents
virus a ARNs. Des études récentes ont montré que I'IL-1p est essentielle dans la défense antivirale de
I'ndte. Par ailleurs, il est désormais clairement établi que l'infection par certains virus a ARNSs conduit a
la production d'IL-1p essentiellement suite a l'activation de lI'inflammasome NLRP3. Cependant, les
mécanismes par lesquels les virus @ ARN induisent la production d'IL-1f ne sont pas bien compris et /
ou controversés. Il est proposé que les virus a ARNs induisent I'activation de I'inflammasome NLRP3
via une voie de signalisation impliquant RIP1-RIP3-DRP1 (Wang et al., 2014). Il est également proposé
que le RIG-I puisse activer la caspase-1 en s'associant directement a I'ASC (Poeck et al., 2010). L'objectif
de cette partie est de contribuer a la compréhension des mécanismes impliqués dans l'activation de
I'inflammasome NLRP3 apres une infection virale par des virus 8 ARNS.

1) Lesvirus a ARNs cytopathogenes stimulent I'activation de I’inflammasome NLRP3

Bien que des études précédentes ont démontré que certains virus 8 ARNs déclenchent I'activation
de l'inflammasome NLRP3, peu de travaux ont comparé¢ dans la méme étude l'activation de
inflammasome par différents virus a8 ARNSs. A cette effet, nous avons utilisé le virus de Sendai (SeV) de
la famille des paramyxoviridae, la souche H4 du virus de Sendai (SeV M) composée principalement de
petits génomes interférents défectueux en « copyback », surproduisant des pppARNS et sous-produisant
les protéines virales V et C, le virus de la stomatite vésiculaire (VSV) de la famille rhabdoviridae, le
VSV contenant une mutation dans la protéine de la matrice (M) (VSV M), le virus de
I'encéphalomyocardite (EMCV) de la famille picornaviridae et le virus Sindbis (SindV) du genre
alphavirus. Des macrophages derivés de la moelle osseuse (BMDMs) amorcés par le LPS ont été infectés
par les différents virus, puis la présence de la p20 de la caspase-1 active et de I'lL-1p a été évaluée par
WB dans le surnageant des cellules infectées (Figure 34A). La p20 et I'lL-1p mature n'ont été détectées
que dans le surnageant des BMDMs infectées par le VSV ou le EMCV (Figure 34A). Dans les BMDMs
amorcees infectées par le SeV ou le SindV, la pro-IL-1f était moins exprimée (Figure 34A), et cela ne
semble pas étre due & une inhibition de la signalisation NF-kB ni de I'IFN-f (Figure 35). La production
des cytokines pro-inflammatoires IL-1p et IL18 (marqueurs d’activation de I’inflammasomes NLRP3),
apres une infection par le VSV ou le EMCYV a été confirmé par ELISA (Figure 34B, C). L'activation de

la caspase-1 favorise non seulement la libération de cytokines pro-inflammatoires mais déclenche
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également une forme de mort cellulaire appelée pyroptose par le clivage de la gasdermine D. Ainsi, la
libération de ces deux cytokines a été associée a la mort cellulaire dans les cellules infectées par le VSV
ou le EMCV (Figure 34D). Il est intéressant de noter que la capacité des virus a ARN a déclencher
l'activation de I’inflammasome semble étre indépendante de leur détection par la machinerie de
I'immunité innée. En effet, le VSV, contrairement a I'EMCV, n'a pas induit la production d'IFN-f dans
les BMDM infectées (Figure 34E, F), alors que les deux virus étaient d'excellents activateurs de
inflammasome (Figure 34A-C). Les BMDMs sans amorcgage ont été infectées par les différents virus a
ARNSs et la mort cellulaire n'a été détectée qu'apres l'infection par le VSV ou le EMCV (Figure 34G).
Etant donné que les deux virus se sont trés bien répliqués dans les BMDMSs (Figure 34H), nos
observations suggerent donc que seuls les virus qui se répliquent avec un effet cytopathogene comme le
VSV ou I'EMCYV sont des bons inducteurs de I'activation de inflammasome (Figure 34G, H). L'infection
par le VSV ou I'EMCV n’est pas capable de déclencher, in vitro, ni I'expression de pro-IL- 1 ni
I’amorcage de I’inflammasome NLRP3 (Figure 36).
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Figure 34 : Les virus a ARNs qui se répliquent et qui sont cytopathogénes declenchent
I’activation de I’inflammasome. (A). Les BMDMs amorcées par le LPS (100 ng/ml pendant 3 heures)
ont été infectées par différents virus a ARNs pendant 15 heures. Ensuite, les surnageants cellulaires et

les lysats cellulaires ont été analysés par WB pour les protéines indiquées. (B-C) Les BMDMs amorceés
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ont été infectés par différents virus a ARNSs. 15 heures plus tard, la libération d'l1L-13 (B) ou d'IL-18 (C)
dans le surnageant cellulaire a été évaluée par ELISA. Les données indiquées sont des moyennes + SD
provenant de trois expériences indépendantes (analyse de la variance et comparaison avec des BMDMs
contrdls sont effectué avec le test t de Student). ****P< 0,0001, ***P< 0,001, **0,001 < P < 0,01,
*0,01 <P < 0,05. (D) Les BMDMs amorcés ont été infectés par différents virus a ARNs. 15 heures plus
tard, la mort cellulaire a été évaluée a I'aide du test de libération de la LDH. Les données indiquées
sont des moyennes + SD provenant de trois expériences indépendantes (analyse de la variance et
comparaison avec des BMDMs controles sont effectué avec le test t de Student). ****P< 0,0001, ***P<
0001, *0,01 < P < 0,05. ns, non significatif. (E) Les BMDMs ont été infectés par différents virus a ARN
pendant 8 ou 16 heures. Ensuite, les lysats cellulaires ont été analysés par WB pour les protéines
indiquées. (F) Les BMDMs ont été infectés par différents virus a ARNs pendant 8 ou 16 heures. Ensuite,
la production d'IFN-B a été évaluée par ELISA. Les données indiquées sont des moyennes + SD
provenant de trois expériences indépendantes (analyse de la variance et comparaison avec des BMDMs
contrdls sont effectuées avec le test t de Student). ****P< 0,0001, ***P< 0,001, **0,001 < P < 0,01.
(G) Les BMDM s ont été infectés par différents virus a ARNs. 15 heures plus tard, la mort cellulaire a
été évaluée a l'aide du test de libération de LDH. Les données indiquées sont des moyennes + SD
provenant de trois expériences indépendantes (analyse de la variance et comparaison avec des BMDMs
controles sont effectué avec le test t de Student). ****P< 0,0001, **0,001 < P< 0,01, *0,01 < P < 0,05.
(H) Analyse de la réplication virale dans les BMDMs.
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Figure 35 : les virus de Sendai et Sindbis n’induisent pas d’inhibition de la voie de signalisation TLR4.
Les BMDMs ont été infectés par le SeV (A) ou le SindV (B) pendant 16 heures. Les cellules ont été
stimulées par la suite avec du LPS (100 ng/ml) pendant différents temps indiqués et les lysats cellulaires
ont été analysés par WB pour les protéines indiquées. (C) Les BMDMs WT ou IFNAR™", amorcés par le
LPS (100 ng/ml pendant 3 heures) sont infectés par le SeV ou le SindV pendant16 heures. Les lysats
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cellulaires ont été analysés par la suite par WB pour les protéines indiquées.
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Figure 36 : L'amorgage est necessaire pour que le VSV et 'EMCV activent I'inflammasome
NLRP3. (A) Les BMDMSs non amorcés ou amorcés ont été infectés par le VSV ou le EMCV pendant 15
heures. Ensuite, les surnageants et les lysats cellulaires ont été analysés par WB pour les protéines
indiquées. (B) Les BMDMs non amorcés ou amorcés ont été infectés par le VSV ou le EMCV. 15 heures

plus tard, la libération d'IL-14 dans le surnageant cellulaire a été évaluée par ELISA.

L'infection des BMDMSs amorcés par une MOI élevée de VSV ou de EMCV a entrainé une
augmentation de la maturation de la caspase-1, la production d'IL-1p et la mort cellulaire (Figure 37A-
C). L'infection par le VSV ou le EMCV a déclenché l'activation de I’inflammasome NLRP3 : I'activation
de la caspase-1 n'a pas été notifiée et la libération de I'lL-1p a été fortement réduite lorsque les BMDMs
NLRP37 ont été infectées par les virus (Figure 37D, E). L’invalidation génétique de 1'adaptateur ASC
ou de la caspase-1 a induit une forte inhibition de la production d'IL-1p (Figure 37E). Apres traitement
des cellules par une toxine comme la Nigéricine, un activateur classique de NLRP3, la formation de

I’inflammasome NLRP3 conduit au recrutement et a I'activation de la caspase-1 par I'adaptateur ASC.
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La caspase-1 active clive par la suite la pro-IL-1B sous sa forme mature et la gasdermine D (GSDMD)
(Figure 38). Le fragment N-terminal de la gasdermine D entraine la pyroptose et permet la libération de
I'IlL-1p mature par la cellule. En effet, la libération de I'IL-1p et I’induction de la pyroptose ont été
fortement réduites dans les BMDMs GSDMD - & la suite d'un traitement & la nigéricine (Figure 37E,
F). Il est intéressant de noter que la libération de I'lL-1p n'a pas été entravée dans les BMDMs GSDMD*
"infectées par le VSV ou le EMCV (Figure 37E), ce qui suggére que la libération de I'lL-1B par le VSV
ou le EMCV est indépendante de la gasdermine D. En outre, la mort cellulaire induite par le virus ne
semble dépendre d'aucun composant de I’inflammasome, puisque la mort cellulaire n'a pas été affectée
par I'absence de NLRP3, d'ASC, de caspase-1 ou de gasdermine D, contrairement au résultat obtenu
apres traitement a la nigéricine (Figure 37F). De plus, les effets observés n'étaient pas associés a
I’altération de la réplication virale, car la réplication du VSV ou du EMCV dans les différentes BMDMs
était normale (Figure 37G). L'infection par le VSV ou le EMCV a induit la libération de nombreuses
protéines dans le milieu de culture cellulaire, et cette libération n'a pas été affectée par I'absence de
GSDMD (Figure 39). Le profile de libération de ces protéines était assez similaire lorsque les BMDMs
étaient incubées dans I'eau pour déclencher la nécrose (Figure 39). Ces observations suggérent que la
libération de I'lL-1p et de I'IL-18, comme celle des autres protéines cytosoliques, est simplement due a

la rupture de la membrane plasmique (une marque de nécrose) comme une conséquence de la mort
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lytique des cellules induite par la réplication des virus cytopathogenes.
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Figure 37 : Le VSV et 'EMCV favorisent l'activation de I'inflammasome NLRP3 et la mort
cellulaire indépendante de I'inflammasome. (A) Des BMDMs amorcés ont été infectés avec une MOI
croissante de VSV ou EMCV pendant 15 heures. Les surnageants cellulaires et les lysats cellulaires ont
été par la suite analysés par WB pour les protéines indiquées. (B) Des BMDMs amorcés ont été infectés
par une augmentation de la période d'incubation du VSV ou du EMCV. 15 heures plus tard, la libération
d'IL-14 dans le surnageant cellulaire a été évaluée par ELISA. (C) Les BMDMs amorcés ont été infectes
par une MOI croissanet de VSV ou de EMCYV. 15 heures plus tard, la mort cellulaire a été évaluée par
le test de libération de la LDH. (D) Des BMDMs WT ou NLRP3”-, amorcés, ont été infectés par le VSV
ou le EMCV pendant 15 heures. Ensuite, le surnageant de culture et les lysats cellulaires ont été analysés
par WB pour les protéines indiquées. (E) Des BMDM WT, NLRP3”, ASC™, Caspl” ou GSDMD™
amorcées ont été infectées par le VSV ou I'EMCV. 15 heures plus tard, la libération d'IL-14 dans le
surnageant cellulaire a été évaluée par ELISA. Les données indiquées sont des moyennes + SD
provenant de trois expériences indépendantes. ***P < 0,001 par rapport aux BMDMs WT (test t de
Student). ns, non significatif. (F) Des BMDMs WT, NLRP3”, ASC™, Caspl’ ou GSDMD"" ont été
infectés par le VSV ou le EMCV. 15 heures plus tard, la mort cellulaire a été évaluée a I'aide du test de
libération dela LDH. Les données indiquées sont des moyennes £ SD provenant de trois expériences
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indépendantes. **** P contre les BMDMs WT (test t de Student). ns, non significatif. (G) Analyse de
la réplication virale dans les différents BMDMs.
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Figure 38 : La nigeéricine et I'ATP déclenchent l'activation de l'inflammasome NLRP3. Des
BMDM s ont été traités avec de la nigéricine (10 uM) ou de I'ATP (5 mM) pendant 45 minutes. Ensuite,

les surnageants cellulaires et les lysats cellulaires ont été analysés par WB pour les protéines indiquées.
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Figure 39 : L'infection par VSV ou EMCYV favorise la rupture de la membrane plasmique, ce qui

entraine la libération des protéines cytosoliques. Des BMDMs WT ou GSDMD”- amorcés (LPS, 100
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ng/ml pendant 3 heures) ont éte infectés par le VSV ou I'EMCV pendant 15 heures. Ensuite, les
surnageants cellulaires ont été analysés apres coloration au rouge de ponceau. Comme témoin positif
de la nécrose, des BMDMs ont éte incubés pendant 1 heure dans I'eau. * indique probablement une

surproduction d ‘une protéine du EMCV.

2) Lesvirus a ARNs cytopathogénes favorisent I’efflux de potassium pour activer I’inflam-
masome NLRP3

L'élimination des cellules infectées par apoptose est I'un des mécanismes de défense les plus
ancestraux contre I'infection virale. L'infection par le VSV ou le EMCYV a favorisé une activation rapide
de la caspase-3, I'effecteur apoptotique (Figure 40A). Cependant, I'utilisation d'un large inhibiteur de la
caspase comme le zZVAD-fmk n'a pas empéché la mort cellulaire induite par le virus (Figure 40B). Enfin,
l'inhibition de la caspase n'a pas affecté la formation des specks d’ASC et 1'oligomérisation de I'ASC
apres l'infection (Figure 41), ce qui indique que la formation et l'activation du NLRP3 inflammasome

sont indépendantes de toute activité de la caspase-3.
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Figure 40 : La réplication du VSV et du EMCV favorise la mort cellulaire indépendante de la

caspase-3 et l'activation de I'inflammasome NLRP3 par I'efflux de potassium K+. (A) Des BMDMs ont
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été infectés par le VSV ou le EMCV. A différents moments aprés I'infection, les lysats cellulaires ont été
analysés par WB pour les protéines indiquées. Un traitement a I'actinomycine D (ActD) (20 «M pendant
8 heures) a été utilisé comme témoin positif. (B) Des BMDMs ont €té infectés par le VSV ou I'EMCV en
présence ou en l'absence de l'inhibiteur de caspases zZVAD-fmk (10 M) pendant 15 heures. La mort
cellulaire a ensuite été évaluée a I'aide du test de libération de la LDH. Les données indiquées sont des
moyennes + SD provenant de trois expériences indépendantes. ns, non significatif (C) L analyse de la
réplication du VSV ou du EMCYV soit non traité ou inactivé par les UV. (D) Des BMDMs amorcés ont
été infectés par le VSV ou le EMCV non traité ou inactivé par les UV, pendant 15 heures. Ensuite, la
libération d'lIL-14 dans le surnageant cellulaire a été évaluée par ELISA. Les données indiquées sont
des moyennes = SD provenant de trois expériences indépendantes. ****P < 0,001 par rapport au virus
inactive (test t de Student). (E) Des BMDMs amorcés ont été infectés par le VSV ou le EMCV non traité
ou inactivé par les UV. 15 heures plus tard, la mort cellulaire a été évaluée a I'aide du test de libération
de la LDH. Les données indiquées sont des moyennes + SD provenant de trois expériences
indépendantes. ****P< 0,0001, ***P <0,001 par rapport au virus inactivé (test t de Student). (F) Des
BMDMs amorcés ont été infectés par le VSV ou le EMCV pendant 15 heures en présence de
concentrations croissantes de KCI ou de glyburide (un inhibiteur de la pompe a protons qui empéche
I'efflux de K*, 25.g/ml). La libération d'IL-1 dans le surnageant cellulaire a ensuite été évaluée par
ELISA. Les données indiquées sont des moyennes + SD provenant de trois expériences indépendantes.
****pP< 0.0001, ***P< 0.001, **0.001 < P < 0.01, *0.01 < P < 0.05 contre 5 mM de KCI (test t de
Student). (G) Des BMDMSs amorceés ont été infectés par le VSV ou le EMCV pendant 15 heures en
présence de concentrations croissantes de KCI ou de glyburide (25.g/ml). Ensuite, la mort cellulaire a
été évaluée a l'aide du test de libération de LDH. Les données indiquées sont des moyennes = SD
provenant de trois expériences indépendantes. ns, non significatives par rapport a 5mM KCI (test t de

Student). (H) Analyse de la réplication virale en présence de KCI ou de glyburide.

Comme le montrent les figures 34 et 37, I'infection par le VSV ou 'EMCV génére I'activation de
I’inflammasome NLRP3 et la libération de I'IL-1p. Cependant, lorsque les deux virus ont €té inactivés
par les rayons ultras violets (U.V), empéchant ainsi leur réplication (Figure 40C), la sécrétion d'IL-1p
des BMDMs amorcés a été fortement réduite (Figure 40D), ce qui indique que la réplication virale est
nécessaire pour que le VSV ou le EMCYV soit "détecté" par I’inflammasome NLRP3. En outre, les virus
inactivés par les UV ont a peine induit la mort cellulaire (Figure 40E), ce qui suggére a nouveau que la

mort cellulaire consécutive a la réplication virale est necessaire pour l'activation de 1’inflammasome.

Comme nous avons observé que la réplication du VSV ou du EMCYV au sein des BMDM favorise

une forme de nécrose (Figure 39), nous avons ensuite émis I'nypothese que cette rupture de la membrane
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plasmique permet un efflux de K" intracellulaire qui est un événement de signalisation en amont
nécessaire et suffisant pour l'activation du NLRP3. Nous avons confirmé cet effet, en bloquant 1’efflux
de K™ par Il'incubation des cellules en présence de concentrations croissante de KCI ou avec l'inhibiteur
de la pompe a protons, « glyburide ». En effet, le blocage de I’efflux de K a inhibé la sécrétion d’IL-18
apres une infection par le VSV ou le EMCYV (Figure 40F), sans toutefois empécher la mort des cellules
(Figure 40F) ou la réplication virale (Figure 40H). Ces observations indiquent donc que la réplication
virale favorise la mort cellulaire nécrotique/lytique et I’efflux de K™ conduisant ainsi a I'activation de

I’inflammasome NLRP3 et a la maturation de I'IL-1p.
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Figure 41 : L'inhibition de la nécroptose et/ou de lI'apoptose n'empéche pas l'activation de
I'inflammasome NLRP3 aprés une infection par le virus EMCV. (A) Des BMDMs WT ou RIPK3™
amorcés ont été infectés par ’EMCV pendant 8 heures en présence ou en ['absence de l'inhibiteur de
caspases zVAD-fmk. La formation des specks ASC a ensuite été évaluée par immunofluorescence. Le
pourcentage de cellules présentant des specks ASC est indiqué en (B). Les données indiquées sont des
moyennes x SD provenant de trois expériences indépendantes. ns, non significatif (test t de Student). (C)
Mémes conditions qu'en (A), mais lI'oligomérisation des ASC a éte évaluée par WB apres réticulation.
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3) LesRLR, MAVS et DHX33 ne sont pas nécessaires pour I'activation de ’inflammasome
NLRP3 par les virus & ARNs

Les récepteurs de type RIG-1 (RLR) jouent un rdle central dans la réponse immunitaire innée vis-
a-vis d’une infection par des virus a ARNS. Nous avons par la suite cherché a déterminer si la
signalisation RLR aurait un role dans 'activation de I’inflammasome. Nos résultats montrent que ni le
récepteur RIG-1 ni MDADS ne semblent indispensables pour la sécrétion de I'lL-1f en réponse au VSV
ou au EMCV. De plus, I'absence de ces RLRs n'a pas affecté la réplication virale (Figure 42A-D). Nous
avons utilisé comme contrdls, la production de IFN-B en réponse a VSV M qui nécessite RIG-I (VSV
étant un faible inducteur IFN-B), et MDA-5 en réponse a EMCV (Figure 42E, F). Nos résultats indiquent
que les récepteurs RIG-1 et MDA-5 ne semblent pas jouer de rdle dans I'activation de I’inflammasome
NLRP3 en réponse au VSV ou a I'EMCV.
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Figure 42 : L'activation de I’inflammasome induite par le virus est indépendante de la détection
de I'ARN par RIG-I, MDA-5 ou DXH33. (A) Des BMDMs amorcés WT ou RIG-17" ont été infectés par
le VSV ou le EMCV. 15 heures plus tard, la libération d'lIL-14 dans le surnageant cellulaire a été évaluée
par ELISA. Les données indiqueées sont des moyennes = SD provenant de trois expériences
indépendantes. ns, non significatives par rapport aux BMDMs WT (test t de Student). (B) L analyse de
la réplication virale dans des BMDMs WT ou RIG-I"". (C) Des BMDMs WT, MAVS” ou MDA5™
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amorces ont été infectés par le VSV ou le EMCV. 15 heures plus tard, la libération d'IL-14 dans le
surnageant cellulaire a été évaluée par ELISA. Les données indiquées sont des moyennes + SD
provenant de trois expériences indépendantes. ns, non significatives par rapport aux BMDMs WT (test
t de Student). (D) L analyse de la réplication virale dans les BMDMs WT, MAVS™ ou MDA5™. (E) Des
BMDMs WT ou RIG-17" ont été infectés par le VSV, VSV M ou EMCV pendant 8 heures. La libération
d'IFN-B dans le surnageant cellulaire a ensuite été évaluée par ELISA. Les donneées indiquées sont des
moyennes = SD provenant de trois expériences indépendantes. ****P<0,0001, ***P<0,001, ns : non
significatif par rapport aux BMDMs de WT (test t de Student). (F) Des BMDMs WT, MAVS™- ou MDA5®
" ont été infectées par le VSV, VSV M ou EMCV pendant 8 heures. La libération d'IFN-B dans le
surnageant cellulaire a été évaluée par ELISA. Les données indiquées sont des moyennes + SD
provenant de trois expériences indépendantes. ****P<0,0001, **0,001<P<0,01, ns : non significatif
par rapport aux BMDMs WT (test t de Student). (G) Des BMDMs ont été transfectés avec des siRNAs
dirigés contre DHX33 ou des siRNAs non spécifiques (NS). Trois jours plus tard, les BMDMs ont été
infectés par le VSV ou le EMCV pendant 15 heures. La libération d'IL-14 dans le surnageant cellulaire
a ensuite eté évaluée par ELISA. Les données indiquées sont des moyennes + SD provenant de trois
expériences indépendantes. ns, non significatives par rapport aux BMDMs transfectés avec des siRNA
NS (test t de Student). L'efficacité de I'extinction du DHX33 a été confirmée par WB.

MAVS, l'adaptateur mitochondrial en aval des RLR requis pour 1’activation du signal conduisant
a la production des IFN de type | (Figure 42F) a également été proposé comme étant requis dans
’activation de I’inflammasome NLRP3. En revanche, la libération des IL-1f n'a pas été affectée dans
les BMDMs MAVS™ infectées par le VSV ou le EMCV (Figure 42C). De méme, la perte de MAVS n'a
pas réduit l'activation de la caspase-1 et la maturation de I'lL-1p dans les BMDMSs amorcés apres un

traitement a la nigéricine ou a I'ATP (Figure 43).
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Figure 43 : MAVS n'est pas impliqué dans I'inflammasome canonique NLRP3. Des BMDMs
amorcés WT ou MAVS™ ont été traités avec de la nigéricine (10 uM) ou de I'ATP (5 mM) pendant 45
minutes. Ensuite, les surnageants cellulaires et les lysats cellulaires ont été analysés par WB pour les

protéines indiquées.

Enfin, il a été signalé que I'nélicase a ARN DHX33 détecte I'ARN cytosolique et active
I’inflammasome NLRP3 dans les macrophages humains. Nos résultats montrent que la sécrétion d'IL-
1P par les BMDMs infectés par le VSV ou le EMCYV n'a pas été affectée aprés I’inactivation de cette
hélicase par 1'utilisation des siRNA (Figure 42G). De méme, I’inactivation de DHX33 n'a pas affecté la
réplication virale (Figure 44). Par ailleurs, dans les cellules THP-1, I'inactivation de DHX33 n'a pas
affecté la secrétion de IL-1p aprés une infection par le VSV ou le EMCV (Figure 45), cependant elle a
inhibé cette production de I’'TL-1f apres une transfection de Poly(l:C).
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THP-1 par le poly(l:C) mais pas apres une infection par le VSV ou le EMCV. Des cellules THP-1
exprimant de maniere stable un shRNA non spécifique (NS) ou un shRNA contre DHX33 ont été soit
transfectées par poly(1:C) (1g/ml), soit infectés par le VSV ou I'EMCV pendant 15 heures. La libération
d'lIL-1/a été évaluée par la suite par ELISA. Les données indiquées sont des moyennes + SD provenant
de trois expériences indépendantes. **0,001<P<0,01, ns, non significatif par rapport aux cellules THP-
1 exprimant le ShRNA NS (test t de Student). L efficacité de I'extinction du DHX33 a été confirmée par
WB.

4) La machinerie de la nécroptose et Drpl ne sont pas indispensables pour I'activation de

Pinflammasome induit par les virus a ARNs

Outre l'apoptose, la nécroptose est une autre stratégie de défense de I'héte pour prévenir
I'infection virale. Ainsi, plusieurs virus ont été signalés comme des inducteurs de la nécroptose apres
une infection. La nécroptose est une forme de mort cellulaire régulée, impliquant des protéines contenant
un domaine RHIM (RIPK1, TRIF, ou ZPB1/DAI) permettant le recrutement de RIPK3 qui active
finalement I'exécution de la nécroptose par la phosphorylation de la MLKL. Etant donné que nos
résultats suggerent que la mort cellulaire induite par le VSV ou I'EMCYV est indépendante des caspases,
nous avons cherché a savoir si les virus qui ont favorisé l'activation de 1’inflammasome pourraient
également déclencher la nécroptose. Nos résultats montrent que l'infection par le VSV ou 'EMCV n'a
pas provoqué la phosphorylation de MLKL ; une caractéristique de la nécroptose (Figure 46A). La
nécroptose est principalement activée dans des conditions de déficience de I'apoptose, de telle sorte que
seule I'incubation avec l'inhibiteur large des caspases zZVAD-fmk a entrainé une faible phosphorylation
des MLKL (figure 46A). Afin d'exclure la possibilité que cette nécroptose soit la forme de mort cellulaire
qui induit I’efflux de K* pour activer I’inflammasome NLRP3 aprés une infection virale. Nous avons
utilisé des BMDMs MLKL™ infectés par le VSV ou le EMCV et nos résultats montrent que la libération
de I'lL-1p et la réplication virale étaient similaires a celles des BMDMs WT infectés (Figure 46B, C).
Par ailleurs, Il a été proposé que les virus a ARNSs favorisent l'activation de 1I’inflammasome NLRP3 par
une voie de signalisation RIPK1-RIPK3-Drpl. Nos résultats montrent que la perte de RIPK3 n'a pas
affecté de facon significative ni la sécrétion d’IL-1fB ni la réplication virale (Figure 46B, C) ni la
formation des specks d’ASC ou l'oligomérisation de 1'ASC apreés une infection par le VSV ou le EMCV
(Figure 41). En outre, I'inhibition simultanée de I'apoptose et de la nécroptose n'a pas modifié la
formation des specks d’ASC ou I'oligomérisation d’ASC (Figure 41), ce qui indique que l'activation de
I’inflammasome NLRP3 dans le contexte d'une infection par un virus cytopathogene est indépendante
de ces formes de mort cellulaire programmée. Les souris RIPK 17" ne sont pas viables, or I’extinction de

RIPK1 dans les BMDMs a l'aide de siRNA (Figure 46D) n'a pas eu d'impact sur I’inflammasome ni sur
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la réplication virale apres infection (Figure 46D), alors qu'elle a empéché la phosphorylation de MLKL
apres l'induction de la nécroptose (Figure 47). 1l a été rapporté que RIPK1-RIPK3 apres une infection
par un virus a ARNSs induisaient la phosphorylation/activation de Drp1, un effecteur de la machinerie de
division mitochondriale. Alors que l'infection des BMDMs par I'EMCV a entrainé une augmentation de
la phosphorylation de Drpl (Figure 46E), la phosphorylation de la Drpl a en revanche été atténuée dans
les cellules infectées par le VSV (Figure 46E), ce qui suggére que la phosphorylation de la Drpl n'est
pas une caractéristique de l'activation de I’inflammasome induite par le virus a ARNs. En outre,
I'élimination de la Drpl dans les BMDMs (Figures 46F, 47) n'a pas affecté la production d'lIL-1p apres
une infection par le VSV ou le EMCV (Figure 46F). De plus, I'élimination de Drpl n'a pas affecté la
réplication virale (Figure 44). Nos observations suggerent donc que ni RIPK1, RIPK3, MLKL, ni Drpl
ne sont necessaires pour l'activation de inflammasome NLRP3 par les virus & ARNSs.
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RIPK3” ou MLKL” amorcés ont été infectés par le VSV ou le EMCV. 15 heures plus tard, la libération
d'IL-14dans le surnageant cellulaire a été évaluée par ELISA. Les données indiquées sont des moyennes
+ SD provenant de trois expériences indépendantes. ns, non significatives par rapport aux BMDMs WT
(test t de Student). (C) L analyse de la réplication virale dans les BMDMs WT, RIPK3" ou MLKL™. (D)
Des BMDMs ont été transfectés avec des siRNAs dirigés contre RIPK1 ou des siRNAs non spécifiques
(NS). Trois jours plus tard, les BMDMs ont été infectés par le VSV ou le EMCV pendant 15 heures. La
libération d'IL-14dans le surnageant cellulaire a ensuite été évaluée par ELISA. Les données indiquées
sont des moyennes = SD provenant de trois expériences indépendantes. ns, non significatives par
rapport aux BMDMs transfectés par des siRNA NS (test t de Student). L'efficacité de I'extinction de
RIPK1 a été confirmée par WB. (E) Des BMDMs ont été infectées par le VSV ou le EMCV pendant les
périodes indiquées. Les lysats cellulaires ont été analysés par WB pour les protéines indiquées. Comme
contrdle positif, les BMDMSs ont été traitées avec du nocodazole (100 ng/ml) pendant 16 heures. (F) Des
BMDM s ont été transfectées avec des siRNAs dirigés contre Drpl ou des siRNAs non spécifiques (NS).
Trois jours plus tard, les BMDMs ont été infectés par le VSV ou le EMCV pendant 15 heures. La
libération d'IL-14 dans le surnageant cellulaire a ensuite été évaluée par ELISA. Les données indiquees
sont des moyennes + SD provenant de trois expériences indépendantes. ns, non significative par rapport
aux BMDMs transfectées par des siRNA NS (test t de Student). L'efficacité de I'extinction du Drpl a

été confirmée par WB.

GAPDH

Figure 47 : Contrdle de 1’extinction de RIPK1 ou Drpl avec des siRNAs dans les BMDMs. (A)
Des BMDMs ont été transfectés avec des siRNAs dirigés contre RIPK1 ou des siRNAs non spécifiques
(NS). Trois jours plus tard, les BMDMs ont été stimulées avec du TCZ pendant deux heures. Les lysats
cellulaires ont ensuite été analysés par WB pour les protéines indiquées. (B) Des BMDMs ont été
transfectées avec des siRNAs dérigés contre Drpl et des siRNAs non spécifiques (NS). Trois jours plus

tard, la morphologie des mitochondries a été évaluée par immunofluorescence en utilisant la coloration
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anti-Tom20 a ['aide d’'un microscope confocale.

5) La réplication virale et la mort cellulaire qui s'ensuit sont nécessaires a I'activation de

inflammasome NLRP3.

Les IFN de type I sont non seulement de puissantes cytokines antivirales empéchant la réplication
virale, mais elles inhibent également I'activation de I’inflammasome. Contrairement au VSV, le VSV M
est un puissant inducteur de I’IFN-B (Figure 34F), ne se réplique pas dans les BMDMs (Figure 34H) et
n'active pas I’inflammasome (Figure 34A-C). Pour mieux confirmer que la réplication virale est
nécessaire a l'activation de 1’inflammasome NLRP3, des BMDMS IFNAR™ ou WT ont été infectées par
le VSV M. Bien que le VSV M ne se soit pas répliqué dans les cellules BMDM WT, il s'est bien répliqué
dans les cellules IFNAR™ puisque ces cellules sont insensibles aux IFN de type | (Figure 48A). Comme
il peut se répliquer dans les cellules IFNAR™, le VSV M a induit la mort cellulaire et la production d'IL-
1P (Figure 48B, C). De méme, nos résultats soulignent que le SindV qui ne s'est répliqué que dans les
IFNAR™ déclenche la mort cellulaire et l'activation de 1’inflammasome (Figure 48A-C). Dans les
BMDMs IFNAR™, la mort cellulaire induite par le VSV M ou le SindV n'a pas été inhibée par la
répression du NLRP3 ou de la GSDMD, ce qui suggere que cette mort cellulaire ne dépend pas de
I’inflammasome (Figure 48D). Le VSV M et le SindV n'ont pas activé I’inflammasome dans les BMDMs
car leur détection entraine la production d'IFN de type I, empéchant ainsi leur réplication. En effet, ces
deux virus sont détectés par les RLRs car I'absence de I'adaptateur MAVS a completement inhibé la
production de I’'TFN-B suite & I'infection virale (Figure 48E). Par conséquent, en raison de I'absence de
la production d'IFNs de type | dans les BMDMs MAVS™, la mort cellulaire induite par le SindV et VSV
M a permis la libération d’IL-1p suite a I'activation de I’inflammasome (Figure 48F, G). Ensemble, nos
observations suggerent que la mort cellulaire induite par la réplication virale est un signal permettant

I'activation de I’inflammasome apres une infection par un virus a ARNSs.
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Figure 48 : La réplication virale est nécessaire pour l'activation de I'inflammasome NLRP3. (A)
La réplication du VSV M ou du virus Sindbis (SindV) a été évaluée dans des BMDMs WT, IFNAR™ ou
MAVS™. (B) Des BMDMs WT ou IFNAR™ ont été infectées par le VSV M ou le SindV pendant 24 heures,
puis la mort cellulaire a été évaluée a I'aide du test de libération de LDH. Les données indiquées sont
des moyennes £ SD provenant de trois expériences indépendantes. ***P<0,001, **0,001<P<0,01, par
rapport aux BMDMs WT (test t de Student). (C) Des BMDMs WT ou IFNAR”- amorcés ont été infectés

par le VSV M ou le SindV pendant 24 heures. La libération d'lIL-1/ dans le surnageant cellulaire a
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ensuite été évaluée par ELISA. Les données indiquées sont des moyennes = SD provenant de trois
experiences indépendantes. ****P<(0,0001, **0,001<P<0,01, par rapport aux BMDMs WT (test t de
Student). (D) Les BMDMs IFNAR™ ont été transfectés avec des siRNAs dirigés contre NLRP3 ou
GSDMD ou des siRNAs non speécifiques (NS). Trois jours plus tard, les BMDMs ont été infectés par le
VSV M ou le SindV pendant 24 heures, puis la mort cellulaire a été évaluée a I'aide du test de libération
de LDH. Les données indiquées sont des moyennes + SD provenant de trois expériences indépendantes.
ns, non significatives par rapport aux BMDMs transfectés par des siRNA NS (test t de Student).
L'efficacité de I'extinction du NLRP3 et de la GSDMD a été confirmée par WB. (E) Des BMDMs WT ou
MAVS™ ont été infectées par le VSV M ou le SindV pendant 8 ou 16 heures. La libération d'IFNS dans
le surnageant cellulaire a ensuite été évaluée par ELISA. Les données indiquées sont des moyennes +
SD provenant de trois expériences indépendantes. **** P<(,0001, *** P<0,001, par rapport aux
BMDMs WT (test t de Student). (F) Des BMDMs WT ou MAVS™ ont été infectés par le VSV M ou le
SindV pendant 24 heures, puis la mort cellulaire a été évaluée a I'aide du test de libération de LDH. Les
données indiquées sont des moyennes + SD provenant de trois expériences indépendantes.
**(,001<P<0,01, par rapport aux BMDMs WT (test t de Student). (G) Des BMDMs WT ou MAVS™
amorcées ont été infectés par le VSV M ou le SindV pendant 24 heures. La libération d'IL-14 dans le
surnageant cellulaire a ensuite éte évaluée par ELISA. Les données indiquées sont des moyennes + SD
provenant de trois expériences indépendantes. ****P<(,0001, **0,001<P<0,01, par rapport aux
BMDMs WT (test t de Student).
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B. DISCUSSION

Afin de décrypter le mécanisme d’activation de I’inflammasome, nous avons utilisé¢ les virus
connus pour leur activation de cette plateforme protéine. Dans cette partie de 1’étude, nous avons utilisé
differents virus a ARNS, et nous avons observé que seuls les virus ayant un effet cytopathogene et qui
se répliquent comme le VSV ou I'EMCV sont capables d'induire une activation significative de
I’inflammasome NLRP3. En accord avec les études précédentes, I’inflammasome NLRP3 est bien
impliqué dans la détection des deux virus. En effet, suite a ’infection des cellules par le VSV ou
I'EMCYV, la libération d’IL-1p a été fortement altérée en 1'absence des composantes comme le NLRP3,
ASC ou la caspase-1 (Rajan, Rodriguez et al. 2011, Poeck and Ruland 2012, Wang, Jiang et al. 2014,
Lupfer, Malik et al. 2015).

Les PRRs détectent les PAMPs et déclenchent une réponse immunitaire innée (Akira, Uematsu
et al. 2006). Les ARNSs viraux sont les principaux PAMPs détectés par les PRRs comme les RLRs (RIG-
| et MDA-5) pour induire la production d'IFNs de type | et de cytokines pro-inflammatoires. A
I'exception du VSV, les différents virus ont déclenché la production de I’IFN-f par les BMDMs. Cette
production a été abolit en I'absence de MAVS, l'adaptateur mitochondrial en aval de RIG-1 ou MDA-5
nécessaire a la signalisation. Ceci signifie que les ARNs viraux ont été détectés par les RLRs. La
détection virale par ces hélicases ne semble pas étre nécessaire pour l'activation de I’inflammasome :
bien que le SeV M ou le VSV M soient de puissants inducteurs d'IFNs suite a la stimulation des RLR,
ces deux virus n'ont pas déclenché l'activation de I’inflammasome dans les BMDMSs. Nos résultats sont
en contradiction avec une étude de Poeck et al. (Poeck, Bscheider et al. 2010). En effet, ces auteurs ont
proposé un réle pour les RLRs dans I'activation de I’inflammasome NLRP3 aprés une infection par des
virus @ ARNSs. Sur la base de leurs résultats, le MDAS semble jouer un role essentiel mais indéfini dans
l'activation de I’inflammasome NLRP3 par 'EMCV. En outre, ils ont propos¢ que le virus VSV est
détecté par I’inflammasome RIG-1/ASC/caspase-1 et ne nécessite pas le NLRP3. Nos réesultats ne
soutiennent pas ce modele : nous avons constamment observé qu’il y a besoin de NLRP3 en réponse au
VSV et a I'EMCV d’une part, et que d’autre part, les RLRS ne semblent pas étre nécessaires pour
I'activation de I’inflammasome en réponse a ces virus. Nous n'avons actuellement aucune explication
pour clarifier cette divergence, mais nos conclusions sont en parfaite accord avec I'étude de Rajan et al.
(Rajan, Rodriguez et al. 2011). En outre, deux autres travaux ont également montré la nécessité du
NLRP3 apreés une infection par le VSV (Rajan, Rodriguez et al. 2011, Wang, Jiang et al. 2014). 1l a
également été décrit que I'nélicase a ARNs DHX33 (également appelée DDX33) detecte I'ARN
cytosolique et active I’inflammasome NLRP3 (Mitoma, Hanabuchi et al. 2013). Cependant, I'élimination
de cette hélicase dans les BMDM n'a pas affecté l'activation de I’inflammasome aprés une infection par
le VSV ou le EMCV. En accord avec une autre étude (Wang, Jiang et al. 2014), I’extinction de DHX33
dans les cellules THP-1 n'a pas altéré la sécrétion d’IL-1p aprés une infection par le VSV ou le EMCV,
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mais cette extinction a affecté I’activation suite a une transfection de Poly(I:C) (Mitoma, Hanabuchi et
al. 2013). Une explication possible est qu'il se peut qu’un excés d'acides nucléiques comme le poly(I1:C)
dans le cytosol apres la transfection peut étre détecté par la DHX33 pour activer I’inflammasome
NLRP3.

D'aprés nos résultats, une étape clé pour que les virus a ARNs induisent Il'activation de
I’inflammasome NLRP3 est leur effet cytopathogéne comme conséquence de leur réplication. En effet,
I'activation de I’inflammasome est négligeable lorsque l'infection par le virus ne favorise pas la mort
cellulaire, ou parce que le virus n'est pas cytopathogene (cas du SeV), ou parce qu'il ne se réplique pas
(VSV M ou SindV), ou aprés inactivation a 1’aide des UV. L'infection par le VSV ou le EMCYV déclenche
probablement une forme de nécrose (rupture de la membrane plasmique) en conséquence de la mort
lytiques des cellules, favorisant I’efflux de K™ intracellulaire, un événement de signalisation nécessaire
et suffisant en amont dans I'activation de NLRP3 (Mufioz-Planillo, Kuffa et al. 2013, Broz and Dixit
2016). Il est intéressant de noter que, comme dans le cas de l'infection par des virus a ARNSs
cytopathogenes, la stimulation de I'axe cGAS-STING dans les cellules myéloides humaines induit une
mort cellulaire programmée initiant I’efflux de K* en amont du NLRP3 (Gaidt, Ebert et al. 2017). Les
deux formes de mort cellulaire conduisent a Il'activation de I’inflammasome NLRP3 permettent la
libération de I'lL-1B sans la nécessité de recourir a la gasdermine D suggérant une rupture de la
membrane plasmique qui permet d’initier I’efflux de K* en amont de NLRP3, puis la libération de I'lL-
1B mature.

Dans le cas de 'activation canonique de I’inflammasome NLRP3, par exemple avec la nigéricine,
cette activation entraine la mort pyroptotique de la cellule a la suite du clivage de la gasdermin D par la
caspase-1. Malgré l'activation de I’inflammasome NLRP3 apres une infection par le VSV ou le EMCV,
la mort cellulaire n'a pas été affectée dans les BMDMs déficients en NLRP3, ASC ou caspase-1 ou apres
un traitement avec un large inhibiteur de caspases comme le zZVAD-fmk, ce qui suggére que la mort
cellulaire pyroptotique ou apoptotique n'est pas impliquée. La nécroptose est une autre stratégie de
défense de I'néte pour prévenir l'infection virale (Grootjans, Vanden Berghe et al. 2017, Orzalli and
Kagan 2017, Upton, Shubina et al. 2017), mais nous n'avons pas observé de phosphorylation de MLKL
dans les BMDMs infectés par le VSV ou le EMCV. De plus, I'absence de MLKL n'a pas eu d'impact sur
I’activation de I’inflammasome. RIPKI1 et RIPK3 sont des composants du nécroptosome et il a
récemment été signalé que les virus & ARNSs favorisent 1'activation de 1’inflammasome NLRP3 par une
voie de signalisation RIPK1-RIPK3-Drpl (Wang, Jiang et al. 2014). En accord avec une étude récente
(Kang, Fernandes-Alnemri et al. 2015), nos résultats suggerent que la voie de signalisation RIPK1-
RIPK3-Drpl n'est pas nécessaire pour l'activation de 1’inflammasome aprés une infection par des virus
a ARNSs. Bien que d'autres études soient nécessaires pour expliquer cette divergence, une explication

possible est que dans les BMDMs déficients en RIPK1, RIPK3 ou Drpl utilisés dans la littérature, la
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réplication des virus a ARNs a éte réduite, ce qui favorise moins de mort cellulaire et donc I'activation
moindre de I’inflammasome NLRP3 (Wang, Jiang et al. 2014).

Aprés l'infection, les ARNs viraux sont détectés par les RLRs dans le cytosol et par
I'intermédiaire de I'adaptateur mitochondrial MAVS : ils engagent une voie de signalisation qui induit
la production d'IFN de type | ayant un effet antiviral et qui empéche donc la réplication du virus (Loo
and Gale 2011). Ainsi, l'infection des BMDMs par le VSV M ou le SindV a conduit & la production de
I’IFN-B qui a bloqué la réplication des deux virus et il n'y avait aucun signe d'activation de
I’inflammasome NLRP3. Dans les BMDMs déficients en MAVS ou IFNAR, le VSV M ou le SindV se
répliquent bien en raison d'une déficience en production IFN-B ou de 1'absence du récepteur de cette
cytokine. Cette réplication virale a ensuite déclenché la mort des cellules lytiques, I’efflux de K* et a
induit I'activation de I’inflammasome NLRP3 et la production des cytokines inflammatoires notamment
I’IL-1B et I'TL-18.

Ainsi, selon la nature du virus a ARNSs, le systeme immunitaire inné déploie deux stratégies :
d'une part, la détection des ARNSs viraux par les RLRs dans le cytosol et conduit a la production d'IFN
de type I. D'autre part, les virus qui échappent a la réponse IFN peuvent se répliquer et déclencher la
mort lytiques des cellules conduisant a la production d'IL-1f et d'IL-18 par le biais de I’activation de
I’inflammasome NLRP3.
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Conclusion générale et perspectives

L’infection par H. pylori représente un probleme de santé publique au Maroc. Comprendre les
mécanismes impliques dans la physiopathologie de cette infection pourrait étre crucial pour le contréle
et la prise en charge des patients infectes.

Les cellules épithéliales gastriques répondent a H. pylori et produisent un certain nombre de
cytokines et chimiokines pro-inflammatoires, y compris I'IlL-1p, I’'IL-8 et I’IL-17. Nos résultats
suggeérent que I'IL-1p, I'IL-8 et I'IL-17A peuvent favoriser I'inflammation chez les personnes infectées
par H. pylori, contribuant ainsi a la persistance de I'infection. Les cytokines IL-1p, IL-8 et IL-17A sont
pléiotropes et sont impliquées dans de multiples cascades de signalisation qui peuvent favoriser le
processus précancéreux. A notre connaissance, cette étude est la premiére a étudier I'expression des
génes de cytokine dans des biopsies appariées du fundus et de 1'antre de 1’estomac chez des patients
marocains infectés par H. pylori. Nous avons mis en évidence une signature cytokinique qui peut prédire
la métaplasie au cours de la progression de I'infection qui implique une régulation négative spécifique
de I'lL-17A dans I’antre et une régulation positive de 1'IL-1p dans le fundus des patients ayant une
métaplasie. L’exploration de I'expression de ces cytokines au stade cancer et les voies moléculaires
impliquées dans la progression de la maladie peuvent réconforter les cliniciens dans 1’utilisation de ces
cytokines comme biomarqueurs pour la GC. De méme, I’étude sur les polymorphismes nucléotidiques
du géne IL-1p a montré que ces polymorphismes génétiques influencent I'expression de I'IL-1p.
L’exploration des polymorphismes des autres cytokines, actuellement en cours, pourraient donner une
idée globale sur cette association. Ces résultats peuvent contribuer a la compréhension de I'interaction
complexe héte-H. pylori et soutiennent le modele multifactoriel de la pathologie gastrique. Le
génotypage génétique de I’hote pourrait permettre I'identification de patients a hauts risques de cancer
gastrique avant que la transformation maligne ne se produise. Ces patients bénéficieraient d'une thérapie
d'éradication préventive. Compte tenu de la prévalence élevée de I'infection a H. pylori, de la résistance
aux antibiotiques et des codts de traitement, cette approche peut fournir une base raisonnable pour les
décisions thérapeutiques au stade de la gastrite chronique.

Par ailleurs, la compréhension des voies de signalisation cellulaire en aval des récepteurs de
I’'immunité innée par H. pylori ou par le LPS bactérien pourrait étre utile dans le développement de
nouvelles stratégies thérapeutiques visant a inhiber I'inflammation au cours des pathologies associées a
H. pylori. Nos résultats ont montré que le LPS de H. pylori induit I’activation de NF-kB et I’activation
de I’'inflammasome. Bien que ces résultats fonctionnels restent préliminaires, I’implication du facteur de
transcription NF-kB et de I’inflammasome pourrait justifier de cette augmentation de 1’expression de
I’IL-1pB observée lors de I’infection par H. pylori et de son association avec 1’évolution vers des stades
pathologiques plus graves comme le cancer gastrique. En effet, ces cytokines convergent vers la

signalisation qui conduit a une régulation positive de la transcription des protéines et de médiateurs, anti-
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apoptotiques, molécules d'adhésion et expression accrue des radicaux libres. Ces changements dans le
microenvironnement contribuent au développement du carcinome, car ils peuvent entrainer une
augmentation des dommages a I'ADN, une dysfonction des enzymes de réparation de I'ADN et une
instabilité genétique.

Par ailleurs, et pour mieux comprendre les mécanismes d’activation de 1’inflammasome, nous
avons traité 1’activation de I’inflammasome NLRP3 par les virus a ARNs car ces derniers sont définis
comme étant des activateurs de cette plateforme de I’immunité innée. En effet, Il est clairement établi
que l'infection par certains virus @ ARNs conduit a la production d'IL-1p essentiellement suite a
I'activation de l'inflammasome NLRP3. Cependant, les mécanismes par lesquels les virus a ARNSs
induisent la production d'IL-1pB ne sont pas bien compris et / ou controversés. Plusieurs modéles
d’activation sont proposés notamment, que les virus a ARNS induisent l'activation de l'inflammasome
NLRP3 via une voie de signalisation impliquant RIPK1-RIPK3-DRP1. Il est également proposé que
RIG-I puisse activer la caspase-1 en s'associant directement a I'ASC. Dans notre travail, nous avons
contribué a la compréhension des mécanismes impliqués dans I'activation de I'inflammasome NLRP3
aprés une infection virale par des virus a ARNs. Nous avons montré que les virus a forte capacité de
réplication et qui conduisent a la nécrose des cellules infectées (effet cytopathique) sont capables
d'induire Il'activation de la caspase-1 conduisant a la production d'IL-1B. A l'inverse, les virus qui
induisent une trés bonne réponse IFN de type | sont de trés mauvais inducteurs de l'inflammasome
NLRP3. Ainsi, selon la nature du virus a ARNS, le systeme immunitaire inné déploie deux stratégies :
d'une part, la détection des ARNSs viraux par les RLRs dans le cytosol conduisant a la production des
IFNs de type I. D'autre part, les virus qui échappent a la réponse IFN peuvent se répliquer et déclencher
une mort cellulaire lytique provoquant un efflux de K* responsable de I’activation de I’inflammasome
NLRP3 et a la production d'IL-1p et d'IL-18. Ces résultats améliorent la compréhension des mécanismes
par lesquels l'inflammasome NLRP3 est activé. Notre identification de 1’efflux de potassium, induit par
la réplication des virus a ARNSs, en tant que régulateur crucial de I'inflammasome NLRP3 pourrait
fournir une nouvelle cible potentielle pour le traitement des maladies inflammatoires associées aux
infections virales.

Ainsi, I’'importance de 1’activation de 1’inflammasome dans la lutte contre les infections résulte
des trois activités de la caspase-1 : (1) la pyroptose, qui permet la suppression des niches de réplication
des microorganismes intracellulaires ; (2) la production d’IL-1p, qui entraine le recrutement des cellules
inflammatoires au site de I’infection ; et (3) la production d’IL-18, qui induit la cascade de I’IFN-y et
I’activation des mécanismes microbicides cellulaires.

Les recherches présentes et futures devraient permettre le décryptage complet des voies de
I’inflammasome et de ses fonctions physiopathologiques et entrainer, de facto, la mise au point de

thérapies ciblées utilisables dans nombre de situations infectieuses et permettant une meilleure prise en

133



charge des patients atteints.
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Annexe 1

—,

Corrélation entre polymorphisme et expression des cytokines et

les Iésions histologiques au cours de Pinfection chronique 2

Helicobacter pylori
Facteur d’exclusion : TTT d’éradication d'Hp oui [J non -
Identité: = -~ _ < ‘o N° 1416 ;
Age: . sexe : IMC= NA=
Origine : urbaine "’ rurale O
Profession : Ramed: ow - non OJ
Accés i I’eau potable : owm I non [

Nombre de personne vivant sous le méme toit :

Niveau d’étude : illettré primaire 3  secondaire| - universitaire (3

Tabac: non tabagique O ex tabagique -, ) tabagique chronique 3

Prise médicamenteuse : A;INS 0 Aspirine O [PP _D
ATB (a préciser) : non OJ

Délai de prise par rapport 4 1a FOGD :

ATCD de néeplasie familiale : gastrique: oui O nor .

Autres (a préciser) :
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v" Consommation excessive de sel (salaison, charcuterie, saucisse, olives, khlii...):

oui I non~

v' Consommation de fruits et [égumes (quantité en g/j ou nombre de fruit et

légume /jour) :

v Indication de la FOGD :

o Epigastrafgies 3 4 RGO: O hémorragie digestive [J
o Bilan d’anémie O dyspepsie O vomissements O
s Autres :

v Résultats de la FOGD :

o Gastrite : érythémateus. micronodulaire O  érosive O atrophique OJ

o Tumeur géstrique : corps J antre OJ cardia OJ
o Ulcére:  duodénale OJ gastrique O
o Autres :

v" Histologie :

o StatutHp: positif O nombre de x négatif [

o QGastrite: minime O modérée O sévére O
Active : rﬁinimeD modéréed  sévere OJ
Non active O3
Atrophique : minime O3 modérée 3 sévére O
Non atrophique I

e Meétaplasie intestinale :  oui [J non O

o Dysplasie : ouid non OJ

o Infiltrat inflammatoire :

Sérologie Hp : positive I négative OJ non faite ™3
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Annexe 2

Information pour le malade et recueil du consentement

Je, soussigné,

Nom et prénom du patient :

Ai été recu en consultation au service de gastro-entérologie du CHU Ibn Rochd de Casablanca pour
I’examen clinique de pathologies gastriques.

J’ai bénéfici¢ d’un examen clinique et fait I’objet d’un prélévement de biopsies gastriques qui permettra
de confirmer ou d’infirmer le diagnostic d’Helicobacter pylori.

En outre, I’équipe médicale a demandé mon accord pour procéder a un prélévement sanguin (6 ml) pour
des tests spécialisés complémentaires, dans le cadre de leur projet de recherche.

Suite a quoi, j’accepte de participer librement a cette étude, sans aucune contrainte, et mes droits ne
seront en aucun cas affectés en signant le présent formulaire de consentement. Je sais que je peux
interrompre cette participation a tout moment. Les informations médicales recueillies par les chercheurs

seront traitées confidentiellement.

Faita Casablancale: ...... [oii.. R Signature : .......o.oeoiieiiiiiinnnen,

En cas d’impossibilité d’obtention de la signature du patient lui-méme, nous, soussignés, confirmons

avoir expliqué la nature et le but de cette étude au susnommé, et avoir obtenu son consentement verbal.

Le CherCheUr & .
Signature @.........ooiiiiii

Le MO

Signature :........ooooiiiii,

174



4588 ga 2AY oy palls dald 5 jlatiad)

alind o8 5ol Ul

Gl )5 Angliall 8 B sis o) alel s cda i ol a8 (gl 050 Canall 138 (8 4 e IS5 Ll e ) ge le]
Aalall oo iy ol (s A pa IS dadl 13 e laa¥) Sy 4l ale LS 4680 gl 028 o o8 51 ddadi e

(SR el

il Canll 138 (oo 5 Anada rana g Liad Ll calin] () 528 gl (a3 20l clpad s a8 il e g yall Jae Alls A
Aogadl) atdd) g0 Ulkae| 4_)4‘}1\.1

4588) ga MAJ B ey pally duald Cila glaa

celianll lally adi ) ol Sladiny) 3 el il aagl) leall al je) dalian (i e andl L) die

A g A glal) L i bl daa (ge U duas e 3305 Gere (e Gandili (e it o g

i g Jax il daadic <O ol jaY (Je 6) pall (e i 02T ol 5 25 ol ) diL)

csalall Gl g 5 jha

175



Aagliad) 3 Sgia o alel g oyl sl a8 () sans cnnll 1 8 4 e O Ll ) e il e plef 1 e Ty
g gl s Ao IS Canll 13 (e eV i€y 4l alef LeS 438 gall 038 o oa g3y A ja Sl 3R]l
(V8 ol daladl g0

e Cpaay S s Ay o UG Lgaanail 5 Lehdas aia Giall) Gyl (e dealiial 5 o daalad) Al cillasdll

176



Annexe 3 :

Les anticorps primaires utilisés pour I'immunoempreinte sont dans le tableau suivant :

Anticorps Espéces / Isotype Dilution Compagnie Application
Anti-caspase-1 IgG1 de souris 1/2000 Adipogen WB
Anti-NLRP3 1gG2b de souris 1/1000 Adipogen WB
Anti-IL-1B Cheévre 1/1000 R&D systems, WB
Anti-GAPDH Lapin 1/20000 Sigma-Aldrich WB
Anti-IRF3 Lapin 1/2000 Cell Signaling WB
Anti-phospho-IRF3 Lapin 1/2000 Cell Signaling WB
Anti-MAVS Lapin 1/1000 Cell Signaling WB
Anti-phospho-STAT1 Lapin 1/1000 Cell Signaling WB
Anti-STAT1 Lapin 1/3000 Cell Signaling WB
Anti-caspase-3 Lapin 1/1000 Cell Signaling WB
Anti-DDX33 IgG1 de souris 1/1000 Santa Cruz WB
Anti-MLKL Lapin 1/1000 Abcam WB
Anti-MLKL Lapin 1/2000 Cell Signaling wWB
Anti-phospho-DRP1 Lapin 1/1000 Cell Signaling wWB
Anti-DRP1 IgG1 de souris 1/2000 BD Biosciences wWB
Anti-RIPK1 Lapin 1/2000 Cell Signaling wWB
Anti-Gasdermin D Cobaye 1/1000 Adipogen wWB
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Annexe 4 :

Anticorps Compagnie
Anti-Rb Jackson IR
Anti-Ms 1gG1 Jackson IR
Anti-Goat Cell Signaling
Anti-Cobaye Invitrogen
Anti-Ms IgG2b Invitrogen
Anti-Ms total SouthernBiotech
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Annexe 5 : siRNA :

Nom

SIRNA

DRP1

: GGAAUAAUUGGAGUAGUUAITAT
: CUGUCAAUUUGCUAGAUGUdTdT

DDX33

: GCAAGAAUAUGCUGCUAGUdTIT
: CCCAAAUGUGCUCACCUUUdTAT

RIPK1

: CACAAUCCUUUCUUACACAATAT
: GGAAGAUAUUGUGAGCGGAITAT

NLRP3

: GAUCAACCUCUCUACCAGAdTdT
: GUGUUGUCAGGAUCUCGCAdTdT

GSDMD

> O ©>m> w>

: GAUUGAUGAGGAGGAAUUAITAT
: CUGCUUAUUGGCUCUAAAUITIT
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Mots clés : Helicobacter pylori, inflammation, inflammasome NLRP3, IL-14, virus a ARN.

Résumé : Helicobacter pylori (H. pylori) est une bactérie qui infecte
I'estomac et induit une gastrite inflammatoire, qui peut étre
chronique et évoluer vers un cancer gastrique. La sévérité de
I'infection et son évolution clinique sont associées aux différents
facteurs notamment le statut immunitaire de I'hote. La réponse
inflammatoire a l'infection entraine la sécrétion d'une panoplie de
cytokines (I'interleukine-1B (IL-1pB), I'lL-8 et I'lL-17A) qui jouent un
réle clé dans l'initiation et la progression du cancer gastrique. L'IL-
1B est une cytokine clé au cours de l'infection a H. pylori dont
I'expression est étroitement associée a I'inflammation gastrique et
a la carcinogenése. La production de cette cytokine dépend de
I'activation de l'inflammasome, en particulier l'inflammasome
NLRP3. Ce dernier, responsable de l'activation des processus
inflammatoires, est essentiel pour le maintien de I'homéostasie
contre diverses infections pathogénes telles les infections
bactérienne et virale. L'objectif général de ce travail est i) d'étudier
I'expression et le polymorphisme des génes de cytokines comme
IL-1b, IL-17 et IL-8 chez des patients marocains infectés par H.
pylori. i) explorer I'activation de l'inflammasome NLRP3 par H.
pylori et déterminer les mécanismes impliqués dans I'activation de
ce complexe par des virus a ARN ; connus comme des activateurs
définis de NLRP3. Nos résultats ont mis en évidence une signature
cytokinique qui peut prédire la métaplasie au cours de la

progression de l'infection a H. Pylori. Les polymorphismes
génétiques de I'lL-1B (IL-1B -31 et -511) ne semblent pas
influencer I'expression de I'lL-18 de maniére significative. La
transfection des cellules in vitro par le LPS bactérien induit la
production de I'lL-1B qui semble étre modulée par la caspase 4,
NOD1 et NOD2. Par ailleurs, bien qu'il soit clairement établi que
les virus a ARN induisent I'activation de I'inflammasome NLRP3,
les mécanismes par lesquels ces virus induisent la production
d'IL-1B ne sont pas bien compris et restent a confirmer. Les
résultats de cette partie du travail ont montré que la réplication
des virus a ARN cytopathogenes tels que le virus de la stomatite
vésiculaire (VSV) ou le virus de I'encéphalomyocardite (EMCV)
induit une mort cellulaire lytique conduisant a un efflux de
potassium qui déclenche I'activation de I'inflammasome NLRP3.
Ainsi, les virus a forte capacité de réplication et qui ont un effet
cytopathique sont capables d'induire I'activation de la caspase-
1 conduisant a la production d'IL-1B. A l'inverse, les virus qui
induisent une trés bonne réponse IFN de type | sont de tres
mauvais inducteurs de l'inflammasome NLRP3. Une meilleure
compréhension de l'activation de I'inflammasome pourrait aider
dans la mise au point de stratégies thérapeutiques ciblées
utilisables dans la lutte contre les infections bactérienne et
virale.

Title : Exploration of pro-inflammatory cytokines and NLRP3 inflammasome in intracellular infections: cases of

H. pylori and RNA viruses

Keywords : Helicobacter pylori, inflammation, NLRP3 inflammasome, IL-1(, RNA virus.

Abstract : Helicobacter pylori (H. pylori) is a bacteria that infects the
stomach and induces inflammatory gastritis, which can be chronic
and progress to gastric cancer. The severity of the infection and its
clinical course are associated with various factors including the
immune status of the host. The initial inflammatory response to
infection results in the secretion of a wide range of cytokines
(interleukin-1p (IL-1B), IL-8 and IL-17A) which appear to play a key
role in the initiation and progression of gastric cancer. Among
these cytokines, IL-1pB is a key cytokine during H. pylori infection
whose expression is associated with gastric inflammation and
carcinogenesis. The production of this cytokine depends on the
activation of the inflammasome, in particular NLRP3
inflammasome. The latter, responsible of the activation of
inflammatory processes, is essential for the maintenance of
homeostasis against various pathogenic infections such as
bacterial and viral infections. The general objective of this work is
i) to study the expression and polymorphism of genes for
cytokines such as IL-1B, IL-17 and IL-8 in Moroccan patients
infected with H. pylori. ii) explore the activation of the NLRP3
inflammasome by H. pylori and determine the mechanisms
involved in the activation of this complex by RNA viruses; known
as defined activators of NLRP3. Our results demonstrated a
cytokine signature: it can predict metaplasia during the
progression of H. pylori infection.

In particular, the genetic polymorphisms of IL-1p (IL-1B -31 and
-511) do not appear to influence IL-1B expression significantly.
In view of the difficulties encountered in isolating and culturing
H. pylori, we used LPS from H. pylori to stimulate the
inflammasome. Our results show that the transfection of cells in
vitro with bacterial LPS induces the production of IL-1B which
appears to be modulated by caspase 4, NOD1 and NOD2.
Furthermore, while it is clearly established that RNA viruses
induce activation of the NLRP3 inflammasome, the mechanisms
by which these viruses induce IL-1B production are not well
understood and remain to be confirmed. The results of this part
of the work showed that the replication of cytopathogenic RNA
viruses such as vesicular stomatitis virus (VSV) or
encephalomyocarditis virus (EMCV) induces lytic cell death
leading to an efflux of potassium which triggers activation of the
NLRP3 inflammasome. Thus, viruses with a high replication
capacity and which have a cytopathic effect are capable of
inducing the activation of caspase-1 leading to the production
of IL-1P. Conversely, viruses which induce type | IFN response
are very poor inducers of the NLRP3 inflammasome. A better
understanding of the activation of the inflammasome could help
in the development of targeted therapeutic strategies for use in
the fight against bacterial and viral infections.




