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Résumé de la thèse

L’inflammation est un processus déclenché suite à la détection de pathogènes via les

PAMP ou de dommages tissulaires via les DAMP. Cette détection est médiée par les PRR

portés par les cellules immunitaires. La mise en place de l’inflammation permet la sé-

crétion de cytokines pro-inflammatoires, qui participent à l’élimination de l’infection et

à la réparation des tissus endommagés. Au niveau cellulaire, le déclenchement de la ré-

ponse inflammatoire passe notamment par la formation d’un complexe multi-protéique,

appelé inflammasome, dans les cellules immunitaires. L’inflammasome NLRP3 est formé

suite à la détection de divers stimuli, comme des bactéries, champignons, parasites, cris-

taux de cholestérol... Ce complexe contient le récepteur NLRP3, l’adaptateur ASC et l’ef-

fecteur pro-caspase-1. L’assemblage de ce complexe permet le clivage et l’activation de

la pro-caspase-1. Ceci aboutit au clivage des pro-cytokines inflammatoires (pro-IL-1β,

pro-IL-18) et à leur sécrétion, ainsi qu’au déclenchement d’un type de mort cellulaire

pro-inflammatoire appelée pyroptose. Au niveau moléculaire, les mécanismes condui-

sant à l’activation de l’inflammasome NLRP3 ne sont que partiellement compris. Cette

activation requiert deux signaux : un signal de priming et un signal d’activation. Il a été

récemment montré que les modifications post-traductionnelles sont impliquées dans le

contrôle de l’activation de NLRP3. La perte de contrôle de l’activation de l’inflamma-

some conduit au développement de maladies auto-inflammatoires appelées CAPS. De

plus, des dérégulations de cette activation sont impliquées dans le développement de

nombreuses maladies multifactorielles (maladies neurodégénératives, diabète de type II,

athéroclérose...). Nous avons donc cherché à comprendre le rôle des modifications post-

traductionnelles dans l’activation de l’inflammasome NLRP3.

Les travaux présentés ont permis d’identifier plusieurs sites de modifications post-

traductionnelles sur la protéine NLRP3 : les résidus lysines K285, K377, K430, K506, K543

sont des sites d’ubiquitination et les résidus sérines S157 et S685 sont des sites de phos-

phorylation. Afin d’étudier l’impact de ces modifications post-traductionnelles sur l’acti-

vation de l’inflammasome, ces sites ont été mutés pour remplacer le résidu modifié par

un résidu aux propriétés chimiques proches ce qui permet de ne pas modifier la structure

de la protéine. Ainsi, les lysines ont été remplacées par des arginines qui ne peuvent pas

être porteuses d’ubiquitines. Les sérines ont quant à elles été remplacées par des alanines

ou des acides aspartiques afin de mimer des déphosphorylations ou des phosphoryla-

tions constitutives. Ces mutants de NLRP3 ont été utilisés pour reconstituer des lignées
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cellulaires murines ou humaines déficientes pour NLRP3. La stimulation des cellules par

de multiples stimuli n’a pas permis de détecter des différences significatives de sécrétion

d’IL-1β entre les lignées reconstituées avec les mutants et les lignées reconstituées avec le

gène WT. L’utilisation de lignées cellulaires pour étudier des régulations fines de proces-

sus d’activation de l’inflammasome n’a ainsi pas semblé être une approche adaptée.

Des souris Nlrp3 knock-in ont donc ensuite été générées avec la technique du CRISPR/

Cas9 afin de poursuivre l’étude de ces modifications in vitro sur des cellules primaires et

in vivo. Etant limités par le nombre de lignées de souris pouvant être générées, nous avons

choisi les sites pour lesquels un variant CAPS a été décrit, ce qui nous a mené à poursuivre

notre travail avec les souris Nlrp3K373R/K373R et Nlrp3K568R/K568R. Ces souris ne présentent

pas de phénotype inflammatoire spontané. En revanche, les études in vitro réalisées à

partir des macrophages primaires ont permis de révéler une sécrétion d’IL-1β suite au

seul signal de priming, sécrétion environ cent fois plus faible que celle étant déclenchée

suite aux signaux de priming et d’activation mais robuste et reproductible. D’autre part,

le priming de ces cellules ne semble pas entraîner la perméabilisation de leur membrane

plasmique, ni le déclenchement de la pyroptose associée.

Les travaux portant sur le mutant NLRP3 K568R sont plus avancés. Ils ont permis de

confirmer le clivage de la pro-IL-1β et de la pro-caspase-1 suite au signal de priming par

western blot. L’activation du mutant par le signal de priming est dépendante de la pré-

sence des protéines ASC, caspase-1 et NEK7. Néanmoins aucun specks d’ASC n’est obser-

vable dans ces conditions. En outre, l’efflux de potassium ainsi que l’activité ATPase de

NLRP3 sont toujours des évènements indispensables pour l’activation du mutant NLRP3

K568R. De plus, l’activation de ce mutant de NLRP3 nécessite une signalisation via IRAK4.

Enfin, nos données ont confirmé que le site NLRP3 K568 était ubiquitiné suite au signal de

priming dans les cellules. Ainsi, l’ubiquitination du résidu K568 de NLRP3 permet d’em-

pêcher l’activation de l’inflammasome en l’absence du signal d’activation.

Ces travaux ont donc permis d’identifier deux sites d’ubiquitination de NLRP3 néces-

saires au contrôle de l’activation de la protéine et de préciser les mécanismes molécu-

laires mis en jeu.
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CHAPITRE 1. INTRODUCTION

Les organismes Vertébrés sont en permanence soumis à des attaques de micro-orga-

nismes (virus, bactéries, champignons,...) et possèdent des systèmes de défenses immu-

nitaires qui permettent d’éliminer les pathogènes. Le système immunitaire des Vertébrés

est divisé en deux branches principales : le système immunitaire inné et le système im-

munitaire adaptatif. Le système immunitaire inné est le premier à être mobilisé lors d’at-

taques de l’organisme et permet dans de nombreux cas de résoudre les infections. Le sys-

tème immunitaire adaptatif est plus lent à se mettre en place et sera sollicité si l’immunité

innée ne permet pas d’éliminer les pathogènes. Il est caractérisé par sa haute spécificité

vis-à-vis des pathogènes, due à une infinité de récepteurs aux pathogènes, et par la mise

en place d’une mémoire immunitaire.

Lorsque les micro-organismes passent les barrières naturelles protectrices consti-

tuées par les épithéliums, et atteignent les tissus de l’hôte, ils déclenchent un proces-

sus appelé inflammation, localisé au niveau de la zone d’entrée des pathogènes. La zone

concernée devient alors plus chaude (calor), plus rouge (rubor), plus gonflée (tumor) et

plus douloureuse (dolor), constituant les quatre signes caractéristiques de l’inflamma-

tion [1]. Ces signes cliniques reflètent l’action de cytokines, petites protéines sécrétées

suite à un stress et qui permettent d’orienter la réponse immunitaire, et d’autres mé-

diateurs chimiques sur les vaisseaux sanguins locaux. Ceux-ci sont dilatés et deviennent

plus perméables, ce qui permet d’augmenter l’afflux de sang et entraîne le passage de

protéines et de globules blancs dans le tissu concerné, utiles pour combattre l’infection.

Les cellules immunitaires responsables du déclenchement de la réponse inflammatoire

sont principalement les macrophages et les neutrophiles, ces derniers étant recrutés en

grand nombre dans les tissus infectés [2]. Peu de temps après l’influx de neutrophiles,

des monocytes colonisent également ces tissus. Ils se différencient ensuite rapidement

en macrophages, permettant de renforcer la défense du tissu.

1.1 La détection de la présence des pathogènes et des dom-

mages tissulaires par l’immunité innée

1.1.1 Les motifs moléculaires spécifiques des pathogènes et des tissus

endommagés

Afin de déclencher la sécrétion des médiateurs chimiques de l’inflammation, les cel-

lules immunitaires résidentes des tissus doivent détecter la présence du danger, c’est-

à-dire qu’elles doivent être capables de discriminer le soi d’une variété de pathogènes.

Ceci est permis par la présence d’un nombre limité de récepteurs, appelés pattern re-

cognition receptors (PRR), exprimés par ces cellules [3]. Ces récepteurs reconnaissent des

motifs moléculaires particuliers exprimés seulement par les pathogènes ou les tissus en-

dommagés, suite à une infection par exemple. Ces motifs sont appelés DAMP (danger-
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associated molecular pattern) et PAMP (pathogen-associated molecular pattern) [3, 4]. Les

DAMP sont des motifs dérivés de molécules de l’hôte qui ne sont normalement pas acces-

sibles aux cellules immunitaires et sont trouvés aux sites où apparaissent des dommages

tissulaires [4, 5]. Ce sont des signaux d’alarme et de dangers émis par les tissus soumis à du

stress, comme des molécules libérées suite à la lyse et la mort des cellules. Les PAMP sont

des motifs invariants au sein d’une même classe de micro-organismes. Ils sont impliqués

dans des voies trouvées spécifiquement chez les micro-organismes et sont nécessaires

durant le cycle de vie du pathogène. Ceci limite la possibilité d’évolution de ces molé-

cules qui pourrait être mise en place afin d’échapper à la reconnaissance immunitaire [6].

Les PAMP, contrairement à ce qu’indique leur nom, ne sont pas des signaux spécifiques

des pathogènes. En effet, les micro-organismes symbiotiques (de la peau, des intestins...)

portent aussi certains de ces motifs, dont beaucoup sont des constituants de la paroi bac-

térienne. Cependant, un équilibre est maintenu entre l’hôte et les micro-organismes sym-

biotiques et les réponses inflammatoires ne sont pas déclenchées par la présence de ces

micro-organisme [7].

1.1.2 Les récepteurs de ces motifs

La détection des PAMP et des DAMP par les cellules de l’immunité innée se fait par

les PRR. Contrairement aux récepteurs de l’immunité adaptative, la diversité et la spéci-

ficité de ces récepteurs est limitée. Ils peuvent se lier à différentes molécules ayant des

motifs structuraux en commun [6]. Ces récepteurs sont exprimés par les cellules de l’im-

munité innée, dont les neutrophiles, les macrophages et les cellules dendritiques [8]. Suite

à l’activation des PRR, des voies de signalisation complexes sont activées dans ces cellules

immunitaires, ce qui conduit à la sécrétion des médiateurs chimiques de l’inflammation.

Nous présenterons ici de manière non exhaustive la détection de certains PAMP/DAMP

par les PRR qui ont été étudiés ou utilisés lors des travaux présentés dans cette thèse : les

Toll-like receptors (TLR) et les NOD-like receptors (NLR) principalement. Cependant, ce

ne sont pas les seules classes de PRR existantes.

Les récepteurs membranaires TLR

La protéine Toll, membre fondateur de la famille des TLR, a d’abord été identifiée dans

le développement de la polarité dorso-ventrale chez la Drosophile (Drosophila melano-

gaster). Son rôle dans la mise en place de la réponse contre les champignons et les bac-

téries Gram positives a ensuite été découvert, mettant ainsi en évidence pour la première

fois une protéine appartenant aux PRR [9]. Depuis, 10 membres fonctionnels de la famille

des TLR ont été décrits chez les humains, 12 chez la souris [8]. Les TLR1 à 9 sont conser-

vés entre les 2 espèces [10], le TLR10 est fonctionnel chez l’homme, et les TLR11, TLR12

et TLR13 sont trouvés uniquement chez les souris.

Tous les TLR sont des récepteurs transmembranaires. Les TLR1, TLR2, TLR4, TLR5,
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TLR6 et TLR11 sont localisés sur la membrane plasmique et reconnaissent des PAMP por-

tés par des bactéries, des champignons et des protozoaires. Les TLR3, TLR7, TLR8, TLR9

et TLR13 sont localisés sur les membranes des vésicules intracellulaires (les endosomes

principalement, mais aussi les lysosomes...) et reconnaissent des acides nucléiques déri-

vés de virus ou de bactéries (tableau 1.1). Le TLR12 colocalise avec le TLR11 sur la mem-

brane plasmique du reticulum [8, 11].

TLR Ligands Localisation Adaptateurs

TLR1/2 Triacyl lipopeptides Membrane plasmique MyD88

TLR3 ARN double brins Endosomes TRIF

TLR4 LPS Membrane plasmique MyD88 ; TRIF

TLR5 Flagelline Membrane plasmique MyD88

TLR2/6 Diacyl lipopeptides Membrane plasmique MyD88

TLR7 ARN simple brin Endosomes MyD88

TLR8 ARN simple brin Endosomes MyD88

TLR9 ADN CpG Endosomes MyD88

Tableau 1.1 – La famille des TLR. La table décrit les différents TLR qui s’assemblent sous forme

d’homo- ou d’hétérodimères (colonne de gauche), des exemples de ligands (LPS : lipopolysaccha-

ride), leur localisation subcellulaire, ainsi que l’adaptateur utilisé lors de la signalisation en aval

(MyD88 : myeloid differentiation primary response 88 ; TRIF : TIR domain-containing adapter in-

ducing interferon-β).

Ces récepteurs sont composés d’un domaine extracellulaire formé de leucine-rich re-

peats (LRR) nécessaire à la reconnaissance des PAMP/DAMP, d’un domaine intracyto-

plasmique et d’un domaine intracellulaire Toll-interleukin-1 receptor (TIR) nécessaire à

la transduction du signal [10]. Ces récepteurs forment des homo- ou des hétérodimères

suite à leur interaction avec le ligand. Ils activent des voies de signalisation permettant la

production de cytokines inflammatoires, de facteurs chimiotactiques, de peptides anti-

microbiens, ou des cytokines antivirales, les interférons (IFN) de type I. La nature des

molécules sécrétées dépend du TLR activé et du type cellulaire dans lequel se déroule

l’activation [10, 12].

Signalisation TLR4 Dans la suite de notre étude, nous avons fréquemment utilisé le

LPS (lipopolysaccharide) comme signal extracellulaire pour activer les macrophages. Le

LPS est un composant majeur du feuillet externe de la membrane externe des bactéries

Gram négatives. Il participe à la protection des bactéries en leur conférant une imper-

méabilité à l’entrée de petites molécules hydrophobes toxiques comme les antibiotiques,

les détergents et les sels biliaires [13]. Le LPS est composé d’une chaîne de polysaccha-

ride d’un côté et d’une partie lipidique de l’autre côté, le lipide A, responsable de l’activité

endotoxique [14]. Le LPS est reconnu par différents récepteurs, dont le TLR4 (figure 1.1)

[15]. Cette reconnaissance nécessite également d’autres protéines. La protéine LBP (LPS-

binding protein) est sécrétée et se lie au LPS bactérien. Ensuite, via une action coordonnée

entre la LPB et le récepteur membranaire CD14 (cluster of differenciation 14), le LPS est
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extrait de la membrane des bactéries et est délivré aux récepteurs membranaires MD-2

(myeloid differentiation factor 2) et TLR4. MD-2 et TLR4 sont tous les deux nécessaires

pour l’interaction avec le LPS. Ceci entraîne la dimérisation de TLR4 et la transduction

du signal [16, 17]. Celle-ci commence par le recrutement des adaptateurs MyD88 (mye-

loid differentiation primary response 88) et TRIF (TIR domain-containing adapter indu-

cing interferon-β) via des interaction homotypiques entre les domaines TIR du récepteur

et des adaptateurs. Deux principales voies de signalisation sont ensuite mises en place :

une voie dépendante de MyD88 et une voie dépendante de TRIF [18].

MyD88 est une protéine possédant un death domain (DD) en plus de son domaine

TIR, ce qui lui permet de recruter d’autres protéines à DD. C’est ainsi que la kinase IRAK-4

(IL-1 receptor-associated kinase-4), contenant un DD et un domaine kinase, est recrutée et

permettrait à son tour de recruter, activer puis de dégrader la kinase IRAK-1. Cependant,

celle-ci serait moins essentielle à la transduction du signal, comme en attestent les macro-

phages déficients en IRAK1 qui ne montrent qu’une réduction partielle de la production

de cytokines pro-inflammatoire suite au traitement au LPS [18]. La protéine TRAF6 (TNF

receptor-associated factor 6) est ensuite recrutée et permet l’activation de TAK1 (transfor-

ming growth factor-β-activated kinase 1). TAK1 active ensuite d’une part IKK (IκB kinase)

qui phosphoryle IκB ce qui conduit à sa dégradation et à la libération du facteur de trans-

cription NF-κB (nuclear factor κB). D’autre part, TAK1 permet également l’activation de

la voie des MAPK (mitogen-activated protein kinase) qui conduit à l’activation d’un autre

facteur de transcription, le facteur AP-1 (activator protein 1). Ces deux facteurs de trans-

cription contrôlent l’expression de cytokines pro-inflammatoires.

L’adaptateur TRIF permet l’activation du facteur de transcription IRF3 (interferon re-

gulatory factor 3), ainsi que l’activation tardive des voies NF-κB et MAPK. TRIF recrute la

protéine RIPK1 (receptor interacting protein kinase 1), importante uniquement pour l’ac-

tivation de la voie NF-κB. D’autres protéines sont ensuite nécessaires pour l’activation

d’IRF3.

Les récepteurs cytosoliques NLR

Ces récepteurs permettent la détection d’une grande variété de ligands dans le cyto-

plasme des cellules. Cette famille comprend 23 membres chez l’homme et 34 chez la sou-

ris. Les membres de la famille des NLR sont composés d’un domaine LRR en C-terminal

probablement impliqué dans la reconnaissance du ligand, d’un domaine N terminal va-

riable permettant de la transduction du signal et d’un domaine central NACHT (nucleo-

tide binding and oligomerisation). Le domaine NACHT est nécessaire pour l’oligomérisa-

tion du récepteur qui est dépendante de l’ATP et induite par la liaison du ligand [10, 19].

La famille des NLRs est divisée en deux sous-familles.

La première sous-famille est appelée NOD (nucleotide-binding oligomerization do-

main) et comprend les protéines NOD1 et NOD2. La partie N terminale de ces pro-
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téines est composée d’un ou de deux domaines CARD (caspase recruitment domain) res-

pectivement. Leur domaine LRR C terminal permet la détection de différentes parties

du peptidoglycane bactérien, un composant essentiel de la paroi des bactéries [20–22].

Ceci entraîne l’oligomérisation de ces protéines, aboutissant au recrutement de la sé-

rine/thréonine kinase RIPK2 (receptor interacting protein kinase 2), ce qui permet l’ac-

tivation de la voie NF-κB et la production de cytokines inflammatoires.

La deuxième sous-famille comprend les protéines capables de former un complexe

multiprotéique suite à leur activation, appelé « inflammasome », qui permet la matura-

tion de cytokines pro-inflammatoires (comme les interleukines IL-1β ou IL-18) ou le dé-

clenchement d’un type de mort cellulaire dépendant de l’inflammation, appelé pyroptose

[23].

Un autre PRR, le receptor for advanced glycation endproducts (RAGE)

Le récepteur RAGE, localisé à la surface des cellules, a pour ligand les glycoprotéines

et les glucides qui ont été modifiés par la réaction de Maillard, appelés advanced glycation

endproducts. De plus, il reconnaît aussi le DAMP HMGB1 (high-mobility group box pro-

tein B1) [24, 25], protéine se liant à l’ADN et permettant le remodellage de la chromatine.

Ce récepteur RAGE lie également le LPS [26]. La liaison des ligands au récepteur RAGE

conduit à l’activation de la voie de signalisation NF-κB [27].

1.2 Les cytokines pro-inflammatoires

Suite à l’activation des PRR, détaillée dans la section 1.1.2, et à l’activation de la voie de

signalisation NF-κB, des cytokines pro-inflammatoires sont sécrétées par les cellules im-

munitaires. Les cytokines sont dites pro-inflammatoires lorsqu’elles participent à ampli-

fier la réponse inflammatoire. Dans le cas inverse, elles seront dites anti-inflammatoires.

Ainsi, les cytokines pro-inflammatoires de la famille de l’IL-1 et le TNF (tumo necrosis

factor) permettent d’initier la cascade de médiateurs de l’inflammation en ciblant l’endo-

thélium vasculaire [28].

1.2.1 L’interleukine-1 et l’interleukine-18

La famille de l’IL-1 compte sept ligands agonistes (IL-1α, IL-1β, IL-18, IL-33, IL-36α,

IL-36β, IL-36γ), trois récepteurs antagonistes (IL-1Ra acronyme pour IL-1 receptor a, IL-

36Ra, IL-38) et une cytokine anti-inflammatoire (IL-37) [29]. Seules seront présentées ici

les cytokines IL-1α, IL-1β et IL-18 puisque ce sont elles qui ont été utilisées dans les tra-

vaux exposés par la suite.
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L’interleukine-1

L’IL-1α est synthétisée sous forme d’un précurseur de 31 kDa, la pro-IL-1α, de façon

constitutive dans les cellules. Son expression peut être augmentée suite à l’activation des

facteurs de transcription NF-κB et AP-1 en aval de l’activation de certains PRR (voir la sec-

tion 1.1.2) [30]. La pro-IL-1α a la même activité biologique que sa forme clivée (18 kDa)

[31]. La libération de cette cytokine par les cellules en nécrose, un type de mort cellulaire

non contrôlé aboutissant à la libération du contenu de la cellule dans le milieu extracel-

lulaire, agit comme une « alarmine », c’est-à-dire qu’elle permet d’alerter l’organisme sur

l’apparition de dommages tissulaires et d’initier rapidement la cascade des cytokines in-

flammatoires [32, 33].

Contrairement à l’IL-1α, le précurseur de l’IL-1β n’est pas synthétisé dans les cellules

au repos. Cette synthèse est déclenchée dans les cellules hématopoïétiques comme les

monocytes, les macrophages, les cellules dendritiques, suite à l’activation des TLR, les

facteurs du complément activés, d’autres cytokines (dont le TNF et l’IL-6), et l’IL-1 elle-

même, qui activent la voie de signalisation NF-κB [34, 35]. Ce précurseur de 33 kDa est

cependant inactif dans les cellules et seule la forme mature, c’est-à-dire la forme clivée

de 17 kDa, est biologiquement active [29]. La pro-IL-1β est maturée suite à un clivage

protéolytique réalisé par la caspase-1, qui doit elle-même être au préalable activée par les

inflammasomes. L’IL-1α n’est pas clivée par la caspase-1 [36], mais il existe un relargage

d’IL-1α dépendant de l’activation de l’inflammasome [37]. La caspase-8, activée par les

PRR et différents complexes intracellulaires, peut aussi permettre la maturation de la pro-

IL-1β lors des réponses immunitaires [38–40].

L’IL-1α et IL-1β ne sont donc pas relarguées suite aux mêmes signaux, mais elles si-

gnalisent ensuite via les mêmes récepteurs (figure 1.2). Le récepteur IL-1R1 est la chaîne

possédant le site de liaison aux ligands (IL-1α, IL-1β ou IL-1Ra). Seules les IL-1α et IL-1β

sont des ligands agonistes. Afin de transduire le signal, l’IL-1R1 doit être associé à son co-

récepteur, l’IL-1R3. Il existe beaucoup de mécanismes inhibiteurs de cette signalisation.

Le ligand antagoniste IL-1Ra peut se lier à l’IL-1R1 mais ne permet pas le recrutement de

l’IL-1R3 et empêche donc la transduction du signal. L’IL-1R2 peut lier les ligands et recru-

ter le co-récepteur IL-1R3, mais ne peut pas activer la signalisation en aval puisqu’il ne

possède pas de domaine TIR. L’IL-1R8 peut interférer avec le complexe IL-1/IL-1R1/IL-

1R3 et empêcher la signalisation en aval. Enfin, les formes solubles des récepteurs IL-1R1,

IL-1R2 et IL-1R3 existent et servent de leurres [41]. L’engagement du récepteur IL-1R per-

met l’activation de la voie NF-κB et de la voie des MAPK, amplifiant la sécrétion de cyto-

kines pro-inflammatoires.

Au niveau de l’organisme, la sécrétion de l’IL-1β agit (i) sur le système nerveux cen-

tral où elle induit de la fièvre et stimule l’axe corticotrope, (ii) sur le foie où, via l’IL-6, des

protéines de l’inflammation sont synthétisées (protéines de la phase aigüe), (iii) sur les

chondrocytes qui synthétisent des métalloprotéases et des collagénases, (iv) sur les cel-
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lules endothéliales qui produisent des chimiokines et des protéines d’adhésion [42]. De

plus, elle stimule les cellules NK (natural killer), la maturation des cellules dendritiques,

active les lymphocytes B et les lymphocytes T CD4 et permet la polarisation des lympho-

cytes T en TH17 (lymphocytes T helper), cellules permettant de combattre les bactéries

extracellulaires et les champignons via l’activation des neutrophiles [29].

L’interleukine-18

De la même manière que l’IL-1β, l’IL-18 est synthétisée sous forme de précurseur in-

actif de 24 kDa dans les cellules au repos. Sa maturation est effectuée par la protéase

pro-caspase-1, elle-même maturée par un inflammasome. L’IL-18 mature signalise par

l’intermédiaire de son récepteur IL-18R, un hétérodimère formé des chaînes IL-18Rα et

IL-18Rβ, qui possèdent des domaines TIR et déclenchent les voies de signalisation NF-

κB et MAPK. Il existe également des leurres qui empêchent la signalisation IL-18, comme

l’IL-18 binding protein [43].

Cette cytokine est importante notamment pour la polarisation des lymphocytes T en

TH1, l’activation de l’endothélium vasculaire via la synthèse des molécules d’adhésion et

la synthèse d’IFN-γ par les cellules NK [29, 43].

1.2.2 Le Tumor necrosis factor

Le TNF est synthétisé en réponse à l’activation de la voie NF-κB. Sa sécrétion par les

cellules ne nécessite pas l’activation d’un inflammasome. Cette cytokine forme un tri-

mère inséré dans la membrane plasmique, trimère qui peut être clivé donnant une forme

soluble. La forme soluble et la forme membranaire du trimère signalisent via le récepteur

TNFR1, porté par toutes les cellules. Ceci permet de déclencher la mort cellulaire (par né-

croptose ou apoptose), ou les voies de signalisation NF-κB et MAPK (cette signalisation

est développée plus bas dans la section 1.3 et la figure 1.4). A l’inverse, le trimère membra-

naire peut aussi activer le récepteur TNFR2, présent sur quelques types cellulaires mais

pas les macrophages et conduit à l’activation des voies de signalisation NF-κB et MAPK

[44].

Le TNF stimule les cellules de endothélium vasculaire ce qui provoque l’expression

de molécules d’adhésion et facilite l’extravasation (traversée de l’endothélium) par les

monocytes et les neutrophiles permettant ainsi à ces cellules d’être recrutées au site

d’inflammation. Le TNF entraîne aussi la coagulation sanguine et donc l’obstruction

des vaisseaux sanguins, empêchant ainsi la dissémination du pathogène dans le corps.

En plus de ces effets au niveau local, le TNF permet de déclencher de la fièvre, et, tout

comme l’IL-1β, permet la synthèse des protéines de la phase aigüe [44].

Ainsi, dans les expériences présentées par la suite, l’IL-1β et l’IL-18 seront utilisées

pour détecter l’activation de l’inflammasome et le TNF pour détecter l’activation de la
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voie de signalisation NF-κB.

1.3 La mort cellulaire déclenchée lors des réponses inflam-

matoires

Alors que le processus de mort cellulaire peut se produire de manière accidentelle au

cours de l’infection, il peut également être contrôlé [45]. La mort cellulaire peut entraîner

des dysfonctionnements dans un organe ce qui est à l’origine de symptômes d’une

maladie. En causant la mort des cellules impliquées dans les défenses immunitaires,

les pathogènes peuvent rester plus longtemps dans l’hôte [45]. Au contraire, certains

pathogènes intracellulaires peuvent empêcher le déclenchement de la mort cellulaire,

ce qui leur permet de se répliquer. Cependant, la dissémination de ces pathogènes et

leur transmission à d’autres cellules peuvent nécessiter la mort de la cellule hôte [46].

D’autre part, la mort cellulaire peut être un mécanisme important dans la défense de

l’organisme contre les pathogènes. En effet, elle peut permettre l’élimination de la cellule

infectée ainsi que le relargage de DAMP et donc l’activation de la réponse inflammatoire,

nécessaire à la réparation des tissus endommagés [47].

Il existe plusieurs types de mort cellulaire, différant par leur morphologie et le contrôle

de leur déclenchement (figure 1.3).

La pyroptose La pyroptose est un type de mort cellulaire dont le déclenchement est

contrôlé par l’activation des caspases inflammatoires. Il permet le relargage de nombreux

DAMP et donc l’entretien de la réponse inflammatoire. Il sera expliqué plus en détail par

la suite (section 1.4.2).

L’apoptose L’apoptose est un type de mort cellulaire dont le déclenchement est éga-

lement contrôlé. Il se produit de manière physiologique notamment lors du développe-

ment embryonnaire, il permet aussi le recyclage normal des cellules dans les tissus sains

[48]. La cellule se condense, et des bourgeonnements apparaissent au niveau de la mem-

brane, permettant la formation de corps apoptotiques. Ces corps apoptotiques sont pha-

gocytés et dégradés par les phagocytes. Ainsi, ce type de mort cellulaire ne permet pas

le relargage de DAMP et ne participe donc pas au déclenchement et à l’entretien de la

réponse inflammatoire [46]. Cependant, l’apoptose est un mécanisme essentiel pour le

fonctionnement du système immunitaire adaptatif. Premièrement, durant le dévelop-

pement du système immunitaire, la grande majorité des lymphocytes sont éliminés par

apoptose via les sélections positives et négatives qui permettent d’éliminer les cellules T

ne reconnaissant pas le complexe majeur d’histocompatibilité et les cellules autoréactives

respectivement. Lors de la réponse immunitaire adaptative, les cellules infectées sont éli-
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1.4 Les inflammasomes

Les récepteurs NLR ne sont pas les seuls PRR à former des inflammasomes. Nous dé-

taillerons ici quels sont les récepteurs capables de former des inflammasomes, de quoi

sont constituées ces plateformes multi-protéiques et comment elles fonctionnent. Sauf

indications contraires, ces mécanismes moléculaires seront détaillés dans les macro-

phages.

1.4.1 Composition des inflammasomes

Les inflammasomes sont des plateformes multi-protéiques sont composées de trois

protéines différentes : un récepteur, un effecteur et un adaptateur.

Les récepteurs des inflammasomes

Il existe divers inflammasomes formés en réponse à des signaux de danger et qui dif-

fèrent par le récepteur impliqué dans leur formation, récepteur qui donne son nom à

la structure formée. En 2002, l’inflammasome NLRP1 (nucleotide binding and oligome-

rization leucine rich repeat pyrin domain containing 1) a été le premier inflammasome

découvert [23]. Depuis, plusieurs autres récepteurs formant des inflammasomes ont été

identifiés : NLRP3, NLRC4 (nucleotide-binding and oligomerization leucine rich repeat

and CARD domain containing 4), AIM2 (absent in melanoma 2) et Pyrin [55–57]. D’autres

protéines, incluant NLRP6, NLRP7, NLRP12, IFI16 (IFN-γ inducible protein 16), RIG-I (re-

tinoic acid inducible gene I), sont capables de conduire à l’activation de la caspase-1 et

sont donc soupçonnées de former des inflammasomes [55].

Les signaux de danger auxquels répondent ces différents récepteurs sont détaillés

dans le tableau 1.2.

Récepteurs Signaux activateurs

NLRP1
Toxine léthale de Bacillus anthracis

Infection avec Toxoplasma gondii

NLRP3

PAMP et DAMP

Toxines qui forment des pores

Cristaux

Radiations UV

NLRC4

Flagelline

Protéines formant les T3SS et T4SS

(ex : Salmonella)

AIM2 ADN double brin dans le cytosol

Pyrin Toxines bactériennes

Tableau 1.2 – Exemples de signaux activateurs des différents inflammasomes. T3SS et T4SS :

systèmes de sécrétion de types 3 et 4 respectivement.
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Les autres composants des inflammasomes

L’effecteur caspase-1 L’effecteur des inflammasomes est la protéine caspase-1.

Cette protéine appartient à la famille des protéases à cystéines, protéases qui clivent leurs

substrats à proximité d’un résidu acide aspartique [58]. Elle est constituée d’un domaine

CARD en N terminal, puis de deux sous-unités catalytiques p20 et p10, autrement ap-

pelées « grande » et « petite » sous-unité catalytique respectivement. Elle est synthétisée

dans le cytosol sous la forme d’un précurseur inactif, la pro-caspase-1. Le domaine CARD

permet à cette protéine d’être recrutée par les inflammasomes grâce à des interactions

homotypiques. Ceci nécessite donc la présence dans les inflammasomes d’autres pro-

téines portant ce même domaine. Certains récepteurs des inflammasomes possèdent un

domaine CARD et peuvent donc recruter directement la pro-caspase-1, alors que d’autres

doivent d’abord recruter un adaptateur, protéine à domaine CARD, permettant de faire le

lien entre le récepteur et l’effecteur.

L’adaptateur ASC L’adaptateur des inflammasomes est une protéine de 22 kDa ap-

pelée ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing CARD), aussi connue sous

le nom de PYCARD (pyrin and CARD domain containing). Elle est constituée d’un do-

maine PYD (pyrin domain) en N terminal et d’un domaine CARD en C terminal. ASC in-

teragit avec le récepteur via des interactions homotypiques entre les domaines PYD [59–

61]. L’expression de cette protéine ne varie pas suite à la détection de PAMP ou de DAMP,

cependant, il a été montré que cette protéine, localisée dans le noyau des macrophages et

des monocytes au repos, est rapidement relocalisée dans le cytoplasme suite à la détec-

tion de ces signaux [62]. La nucléation de nombreuses protéines ASC permet la formation

de points d’environ 1 µm de diamètre, appelés specks ou pyroptosomes. Chaque cellule

activée forme un speck unique [63]. Les récepteurs à domaine CARD ne nécessitent pas la

présence d’ASC pour déclencher la pyroptose, mais la formation des specks nécessite cet

adaptateur [64–67]. La figure 1.5 résume les compositions possibles des inflammasomes.

1.4.2 L’assemblage des inflammasomes et ses conséquences

Assemblage des inflammasomes

Structure de NLRP3 La connaissance de la structure des récepteurs des inflamma-

somes est nécessaire afin d’essayer de comprendre comment ces protéines sont activées

et assemblées. Nos travaux ont porté sur l’inflammasome NLRP3, c’est pourquoi ce qui

est connu de la structure de cette protéine sera détaillé (figure 1.6).

NLRP3 est un récepteur d’environ 110 kDa constitué de trois domaines structuraux.

En partie N terminale se trouve un domaine PYD. Ce domaine est constitué de six hé-

lices dont les résidus de surface, hydrophobes et chargés, permettent une interaction di-

recte avec la protéine adaptatrice ASC [68]. L’importance de ce domaine dans le maintien
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de NLRP3 à l’état inactif a été récemment démontré [69].

La partie C terminale de cette protéine est constituée de neufs répétitions LRR. Les

structures inactives des récepteurs homologues NLRC4 et NOD2 ont été décrites [70, 71].

Le domaine LRR de NLRC4 est replié et intéragit avec le domaine central ce qui empêche

donc l’oligomérisation de la protéine, nécessaire pour son activation [70]. Le ligand bac-

térien se lie au récepteur NAIP (NAIP2 ou NAIP5, NLR family apoptosis inhibitory pro-

tein), entraînant le changement de conformation de celui-ci, ce qui lui permet de se lier

à NLRC4. Cette fixation entraîne un changement de conformation de NLRC4 et une li-

bération de l’action inhibitrice du LRR, entraînant le recrutement et l’activation d’autres

protéines NLRC4. Ce modèle est un modèle d’activation auto-catalytique dans lequel les

protéines NLRC4 actives recrutent les protéines NLRC4 inactives, conduisant ainsi à leur

activation (figure 1.7 A). L’oligomérisation de NLRC4 entraîne ensuite l’oligomérisation

des domaines CARD et le recrutement de la pro-caspase-1 [72]. D’autre part, la protéine

NOD2 ne forme pas d’inflammasome mais est capable de s’oligomériser et possède éga-

lement un domaine LRR. Ce LRR a aussi une action inhibitrice, étant donné que la délé-

tion de ce morceau de la protéine conduit à une augmentation de l’activation de la voie

NF-κB [73]. Cependant, le mécanisme est différent de celui mis en évidence pour la pro-

téine NLRC4. La structure des conformations actives ou inactives de NLRP3 ne sont pas

connues, excepté pour le domaine PYD. Par analogie avec NLRC4, un mécanisme inhi-

biteur du LRR via son repliement sur le domaine NACHT a été proposé. Cependant, une

étude récente a montré que le domaine LRR de NLRP3 ne permet pas une auto-inhibition.

Dans cette étude, les auteurs proposent que le domaine PYD serait le domaine inhibiteur.

Suite à l’activation de plusieurs protéines NLRP3, celles-ci s’assemblent pour former un

oligomère actif [69]. Ce modèle d’activation dite stoechiométrique est différent de celui

proposé pour NLRC4 (figure 1.7 B).

Le domaine NACHT est essentiel pour l’oligomérisation de NLRP3, qui se fait via des

interactions homotypiques entre ces domaines NACHT [74]. Ce domaine contient des

motifs de liaison et d’hydrolyse de l’ATP, respectivement les motifs Walker A et Walker B

[68]. La liaison de l’ATP est nécessaire à l’activation de l’inflammasome [75]. L’utilisation

de divers inhibiteurs de l’activité ATPase de NLRP3 a montré que cette activité était éga-

lement nécessaire à l’activation de l’inflammasome [76–79].

Une étude utilisant la technique de BRET (bioluminescence resonance energy transfer)

a montré que dans les cellules au repos, les protéines NLRP3 sont spatialement proches,

le domaine PYD d’une protéine interagissant avec le domaine LRR d’une autre protéine.

Suite à la détection des signaux d’activation, l’oligomère change de conformation et de-

vient plus compact, mécanismes dépendants de la protéine ASC [80]. Ceci étant, l’orga-

nisation spatiale de l’inflammasome NLRP3 reste largement inconnue.

La kinase NEK7 Une protéine désignée sous le nom de NEK7 (NIMA-related ki-

nase) est un constituant essentiel de l’inflammasome et fait partie du complexe multi-
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NLRC4 et NLRP1, peuvent recruter directement la pro-caspase-1 et ne forment donc pas

de specks. Ceci entraîne le déclenchement de la pyroptose mais ne permet pas une matu-

ration efficace des pro-cytokines. Cette maturation requiert la formation des specks d’ASC

[55, 64].

Activation de la caspase-1

L’activation de la pro-caspase-1 est nécessaire pour le clivage efficace de ses sub-

strats. Ceci est réalisé grâce à la dimérisation de cette protéine puis son clivage auto-

protéolytique [64, 87]. Le recrutement de la pro-caspase-1 dans les inflammasomes et

la formation de filaments de cette protéine facilite sa dimérisation [88]. La dimérisation

de la pro-caspase-1 (forme p46) permet d’activer faiblement la protéine. Ceci entraîne

ensuite son clivage protéolytique. Deux sites de clivage existent : au niveau des zones

charnières soit entre le domaine CARD et la sous-unité p20, soit entre les sous-unités

p20 et p10 (figure 1.8). Ce dernier type de clivage permet d’augmenter le répertoire de

substrats de la caspase-1, alors que le premier entraîne la dissociation de l’enzyme du

complexe et son inactivation [88]. La forme active très efficace de la caspase-1 serait ainsi

constituée d’un dimère p33/p10, dimère dont l’auto-clivage conduit à la génération d’un

dimère p20/p10 [88]. Ce dimère n’est plus accroché à l’inflammasome et, du fait de son

manque de stabilité dans les cellules, est rapidement dissocié ce qui aboutit à l’inactiva-

tion de la caspase-1. De plus, la même étude a montré que le type cellulaire et le nombre

de sites de recrutement pour la pro-caspase-1, autrement dit la taille de l’inflammasome,

contrôlaient le type d’autoclivage de la caspase-1. Les neutrophiles ont été ainsi décrits

comme un type cellulaire dans lequel l’activation de la caspase-1 était prolongée [88].

L’activation complète et le clivage auto-protéolytique de la pro-caspase-1 est néces-

saire pour le clivage des pro-cytokines. Cependant, il a été montré que le déclenchement

de la pyroptose en aval des inflammasomes NLRC4 et AIM2 pouvait être effectué sans

clivage autoprotéolytique de la pro-caspase-1 indépendamment de la protéine ASC. L’in-

flammasome indépendant d’ASC ne forme pas de specks mais plutôt plusieurs puncta de

caspase-1 dans la cellule [64].

Conséquences de l’activation de l’inflammasome

L’assemblage de l’inflammasome conduit à l’activation de la protéase caspase-1. Cette

enzyme a d’abord été identifiée comme étant une interleukin-converting enzyme (ICE),

soit une enzyme de maturation des interleukines. Cependant, d’autres substrats ont été

ensuite découverts. En effet, la deuxième conséquence de l’activation de l’inflammasome

est le déclenchement de la mort cellulaire, appelée pyroptose.

Mort cellulaire par pyroptose La mort cellulaire par pyroptose est déclenchée

suite à l’activation des caspases inflammatoires, comprenant la caspase-1 mais aussi la
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caspase-11 chez la souris ou les caspase-4 et caspase-5 chez l’homme. Comme expliqué

dans la section précédente 1.4.2, la caspase-1 est activée par les inflammasomes, contrai-

rement à la caspase-11. De plus, la caspase-11 n’est pas capable de cliver les cytokines

pro-inflammatoires. Nous détaillerons les mécanismes d’activation de cette caspase ainsi

que ses rôles dans l’activation de l’inflammasome dans la section suivante 1.5.2.

La pyroptose se caractérise par un gonflement de la cellule, une lyse et un relargage du

contenu cytosolique, probablement liée à la formation de pores [46]. Le déclenchement

de la pyroptose dépend d’une protéine, la gasdermine-D (GSDMD), qui est un substrat

des caspases inflammatoires [89–91]. Son clivage résulte en la génération d’un fragment

N terminal responsable de la formation de pores dans la membrane plasmique [90]. La

manière dont la gasdermine-D entraîne la pyroptose et le lien avec les pores formés reste

à être précisé.

Maturation et relargage des cytokines pro-inflammatoires Premièrement, les cy-

tokines pro-inflammatoires, synthétisées sous forme de pro-cytokines dans les cellules,

sont maturées par clivage protéolytique, leur permettant ainsi de pouvoir exercer leurs

fonctions biologiques. Plus particulièrement, deux cytokines ont été identifiées : l’IL-1β

et l’IL-18. Ces cytokines sont sécrétées dans le milieu extracellulaire suite à leur clivage.

Le clivage de l’IL-1β est à la fois nécessaire et suffisant pour déclencher sa sécrétion [92].

Cependant, l’IL-1β et l’IL-18 ne possèdent pas de séquence signal et sont donc relarguées

de manière dite non conventionnelle, c’est-à-dire de manière indépendante de la voie de

sécrétion plus habituelle passant par le reticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi

[93]. Les voies empruntées par ces cytokines sont toujours mal comprises et les différentes

mises en évidence expérimentales existantes sont complexes et controversées. Plusieurs

mécanismes de sécrétion par les macrophages ont été proposés pour l’IL-1β (figure 1.9).

Une première série de mécanismes pourrait être dépendante de vésicules. Les pre-

mières hypothèses suggéraient que l’IL-1β était sécrétée suite à l’exocytose de lysosomes

ou au bourgeonnement de microvésicules. Plusieurs contre-arguments ont été avancés

en opposition à ce modèle : (i) l’IL-1β est maturée dans le cytosol [84, 94] et (ii) les macro-

phages ayant des déficiences dans la voie de sécrétion lysosomale sécrètent la cytokine

normalement [84]. Les exosomes, ces vésicules remplies de contenu cytosolique et qui se

forment à partir des membranes des endosomes tardifs, pourraient également permettre

le relarguage de l’IL-1β [95]. Cette hypothèse est cependant controversée.

Les autres mécanismes seraient indépendants des vésicules. Tout d’abord, l’autopha-

gie pourrait conduire à la sécrétion d’IL-1β, comme le montre une étude utilisant des

cellules cultivées dans un milieu pauvre, même si ce ne semble pas être le mécanisme

principal de sécrétion dans les conditions où le milieu de culture est riche [96]. Puisque

la pyroptose et la sécrétion d’IL-1β sont concomitantes, plusieurs études ont proposé un

mécanisme de sécrétion d’IL-1β passif suite à la lyse cellulaire résultant du déclenche-

ment de la pyroptose [97–99]. Cependant, la sécrétion d’IL-1β peut avoir lieu en absence
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de pyroptose et donc de lyse cellulaire, ce qui est notamment observé dans les neutro-

philes [100, 101]. Des pores de 10-15 nm de diamètre sont formés par la protéine GSDMD

aboutissant au déclenchement de la lyse cellulaire [102, 103]. Ceci permet d’envisager une

sécrétion de l’IL-1β mature, protéine d’environ 4,5 nm de diamètre, à travers ces pores

[104]. Enfin, un passage de l’IL-1β directement à travers la membrane plasmique, soit

seul ou via un transporteur a été proposé [97, 105–107]. Une étude récente a montré que

le clivage de l’IL-1β, qui se produit dans le cytosol, permettait sa relocalisation à la mem-

brane plasmique au niveau d’îlots de PIP2 (phosphatidyl inositol diphosphate) grâce à la

présence de motifs polybasiques exposés suite à ce clivage. Dans ces conditions, il peut

être sécrété. Par ailleurs, le clivage de la protéine GSDMD par la caspase-1 permet d’aug-

menter cette vitesse de sécrétion [92].

La sécrétion de l’IL-18, concomitante de celle de l’IL-1β, est peu étudiée. L’hypothèse

généralement acceptée est que la voie empruntée par cette cytokine est la même que celle

empruntée par l’IL-1β [108].

1.5 Mécanismes d’activation et de régulation de l’inflam-

masome NLRP3

Jusqu’ici nous avons exposé ce qui est connu des mécanismes d’assemblage de l’in-

flammasome et les évènements qui en découlent. Nous allons dans cette partie nous inté-

resser aux signaux et mécanismes qui permettent de déclencher l’activation de l’inflam-

masome. Comme chaque inflammasome a un mécanisme d’activation particulier, nous

ne détaillerons que ce qui concerne l’inflammasome NLRP3. De plus, comme dans la par-

tie précédente, sauf si cela est précisé différemment, nous détaillerons ces mécanismes

dans les cellules sur lesquelles nous avons travaillé par la suite et qui sont les mieux ca-

ractérisées, à savoir les macrophages. Cette partie a fait l’objet de deux revues, présentées

en annexes A.1.

1.5.1 L’activation canonique de l’inflammasome NLRP3 nécessite deux

signaux

L’inflammasome NLRP3 est activé en réponse à une grande variété de PAMP et de

DAMP parmi lesquels on peut citer l’hyperglycémie, les céramides, certains acides gras,

des agrégats protéiques dont la protéine β-amyloïde, les cristaux (de cholestérol, d’urate

de sodium MSU (monosodium urate), d’amiante, de silice, de pyrophosphate de cal-

cium, d’alun, d’hémozoïne formés lors de l’infection par Plasmodium), l’ATP extracellu-

laire, l’acide hyaluronique, les toxines bactériennes formant des pores ou encore certains

acides nucléiques bactériens et viraux [109, 110]. La grande diversité de ces activateurs

suggère que NLRP3 n’est pas le récepteur liant directement ces activateurs. En effet, l’ac-

24





CHAPITRE 1. INTRODUCTION

Signaux de priming (Exemples) Récepteurs Références

LPS, bactéries. . . TLR [111]

TNF TNFR1 et TNFR2 [112]

IL-1 IL-1R [111]

HMGB1 RAGE [113]

Anaphylatoxines (C3a, C5a) C3aR, C5aR [114]

Tableau 1.3 – Exemples de différents signaux de priming et de leurs récepteurs.

la transcription.

Cependant, plusieurs équipes ont détecté l’activation de l’inflammasome suite à des

temps de priming trop courts pour permettre la transcription (moins de 2h) [117–119].

Plusieurs hypothèses ont été proposées pour expliquer ces observations. Premièrement,

le signal de priming pourrait entrainer une relocalisation des protéines nécessaires à la

constitution de l’inflammasome. Deuxièmement, le priming pourrait réguler des pro-

téines accessoires non connues. Troisièmement, le priming régulerait des modifications

post-traductionnelles sur NLRP3 principalement mais aussi sur d’autres protéines néces-

saires à la formation de l’inflammasome [119].

Ces observations ont conduit à diviser le priming en une phase précoce et une phase

tardive, respectivement indépendantes et dépendantes de la transcription [118]. Par la

suite, d’autres phases ont également été décrites : un priming court, un priming intermé-

diaire, un priming long ainsi qu’un priming extra-long (figure 1.11).

Le priming court (0-30min) et le priming intermédiaire (30min - 2h) La première

phase est mise en place durant environ trente minutes après l’engagement des récep-

teurs et est dépendante d’IRAK1. En l’état actuel des connaissances, seuls les récepteurs

TLR semblent être impliqué dans l’activation via le priming court. Cette signalisation im-

plique notamment les protéines MyD88, IRAK1 et IRAK4 [117–119]. De plus, l’utilisation

de composés inhibiteurs du complexe I de la mitochondrie, entraînant donc la produc-

tion de ROS (reactive oxygen species) mitochondriaux, peuvent servir de signal 1 lors du

priming court, suggérant ainsi que les ROS mitochondriaux sont importants dans cette

signalisation [76].

La phase suivante est déclenchée suite à la dégradation de la protéine IRAK1. Cette

phase est impliquée dans le priming avant que la transcription et la traduction aient pu

s’achever, soit environ entre 30 min et 2h après le signal 1 [117, 118].

Le priming long (2h - 12h) La troisième phase de priming, le priming long, est dé-

finie lorsque que la transcription devient possible. La protéine MyD88 est de nouveau

nécessaire dans cette phase, ainsi que la protéine TRIF [117]. De plus, les protéines FADD

et caspase-8 sont également impliquées en aval de ces signaux et permettent l’activation

de la voie NF-κB [120]. Cependant, des résultats contradictoires ont été publiés, mon-

trant que la voie NF-κB n’était pas impactée dans les souris déficientes en caspase-8 par
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et (iii) les molécules qui déstabilisent les lysosomes [111, 126]. Ces signaux d’activation

sont très diversifiés et activent ainsi beaucoup de voies de signalisations différentes. Ce-

pendant, plusieurs mécanismes communs ont pu être dégagés.

Le rôle des flux d’ions La classe d’activateurs qui déclenche des flux d’ions entraîne

la formation ou l’ouverture de pores dans la membrane des cellules. On y trouve notam-

ment l’ATP, qui active le récepteur purinergique P2X7R (canal à potassium dont l’ouver-

ture est contrôlée par l’ATP). De plus, la toxine bactérienne nigéricine s’implante dans la

membrane des cellules et permet la formation de pores [127–129]. Un dernier exemple

est la perméabilisation de la membrane due au complexe d’attaque membranaire formé

suite à l’activation du complément [130]. L’apparition de ces pores entraîne un efflux de

potassium, signal d’activation commun à presque tous les activateurs de NLRP3 (sauf

l’imiquimode [131]). Ce signal est spécifique de l’inflammasome NLRP3, étant donné que

les inflammasomes AIM2 et NLRC4 ne sont pas inhibés par des concentrations élevées de

potassium dans le milieu extracellulaire [128, 132].

D’autre part, un afflux de calcium interviendrait dans l’activation de l’inflammasome.

Le calcium peut provenir du milieu extracellulaire ou des lieux de stockage de la cellule

comme le réticulum endoplasmique. Plusieurs mécanismes ont été proposés pour ex-

pliquer l’effet de l’influx de calcium. Le premier est son entrée dans la mitochondrie et

l’induction de dommages, or, comme expliqué dans la partie suivante, les dommages mi-

tochondriaux sont un signal d’activation de l’inflammasome [133, 134]. Le deuxième est

son action inhibitrice de l’adénylate cyclase, entraînant la diminution de la production

d’AMP cyclique (AMPc). Or, l’AMPc est un inhibiteur de NLRP3, agissant probablement

par compétition inhibitrice dans le domaine de fixation à l’ATP [111, 133, 135]. Cepen-

dant, il a également été proposé que l’influx de calcium est induit pour contrebalancer

l’efflux de potassium. Dans ce cas, il ne correspondrait qu’à un effet secondaire permet-

tant d’équilibrer le potentiel électrochimique de la cellule et n’aurait aucun rôle dans l’ac-

tivation de l’inflammasome [129, 134].

Plusieurs études récentes ont montré l’implication de l’efflux d’ions chlorure Cl- dans

l’activation de l’inflammasome. L’utilisation d’un inhibiteur de l’efflux de chlorure permet

d’empêcher l’activation de l’inflammasome [136]. Le LPS permet la relocalisation de ca-

naux de chlorure, les CLIC (chloride intracellular ion channel), à la membrane plasmique,

où ils pourraient faciliter l’efflux de chlorure après le signal d’activation [137, 138]. Cet

efflux, se produisant en amont de l’efflux de potassium, permet l’assemblage de specks

d’ASC nucléés par NLRP3. Cependant, ces specks sont inactifs. Suite à l’efflux de potas-

sium, NEK7 se lie à NLRP3, permettant son oligomérisation, ce qui achève la formation

de l’inflammasome et aboutit à l’activation des specks [139].

Le rôle des mitochondries Les mitochondries sont les principaux producteurs de

ROS dans la cellule. Le rôle des ROS dans l’activation de NLRP3 est controversé. Alors
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que certaines études pointent une nécessité de ces composés pour l’activation de l’in-

flammasome, d’autres ont montré que les antioxydants permettaient eux aussi d’activer

l’inflammasome [140]. D’autre part, une étude a montré que l’ADN mitochondrial oxydé,

présent hors des mitochondries suite à leur endommagement, serait capable de se fixer

sur NLRP3 et permettrait d’induire son activation en présence du signal de priming [141].

Les cardiolipides mitochondriaux ont aussi été décrits comme ligand du LRR de NLRP3,

permettant son activation [142]. Ceux-ci sont relocalisés à la membrane externe des mi-

tochondries suite aux ROS générés lors de la phase de priming [143]. NLRP3 s’associe aux

mitochondries lors de son activation et la caspase-1 s’associe aux cardiolipides mitochon-

driaux. Ces observations mettent en avant le rôle de plateforme joué par la mitochondrie

en permettant de rapprocher spatialement les éléments constitutifs des inflammasomes

[143].

Le rôle de la déstabilisation des phagolysosomes Cette voie de signalisation se

produit en aval des signaux d’activation cristallins (silice, amiante, cholestérol...) et pour

lesquels une endocytose a lieu. Le phagosome formé devient ensuite phagolysosome

par fusion avec un lysosome. La déstabilisation (rupture) du phagolysosome, plutôt que

les cristaux phagocytés, serait le signal activateur de l’inflammasome. Le relargage de

la cathepsine B, une protéase lysosomiale, dans le cytosol pourrait être en cause dans

l’activation de l’inflammasome [144]. Cependant, ces études sont basées sur l’utilisation

d’inhibiteurs de la cathepsine B et l’utilisation de macrophages déficients en cathepsine

B ne montre pas de défauts d’activation de la caspase-1 [145]. D’autre part, une étude

a montré que la phagocytose n’est pas nécessaire pour l’activation de l’inflammasome

mais que ce serait les interactions se produisant entre la membrane plasmique et les

cristaux qui seraient importantes [146].

Ainsi, il n’existe pas de mécanismes moléculaires clairement établis dans l’activation

de NLRP3 à l’exception de l’efflux de potassium qui est généralement accepté. Cepen-

dant il existe un état des macrophages, appelé « hyperactivation » [147], dans lequel ceux-

ci sécrètent de l’IL-1β tout en restant en vie. Le relargage d’IL-1β se fait via les pores de

gasdermine-D ce qui met en avant un rôle non pyroptotique de la GSDMD. Cet état est dé-

clenché suite à l’activation de l’inflammasome NLRP3 par des lipides oxydés libérés suite

à la mort de cellules (oxPAPC), ou par des dérivés du peptidoglycane bactérien [148, 149].

La sécrétion d’IL-1β indépendamment de la mort cellulaire est un état décrit également

chez monocytes humains [150] ainsi que chez les neutrophiles [101]. Cet état ne corres-

pond pas à une faible activation de l’inflammasome dans laquelle la pyroptose ne serait

simplement pas détectée. Ceci est notamment démontré par le fait que l’hyperactivation

n’est pas sensible à l’inhibition de l’efflux de potassium [147, 149]. De plus, les fonctions

mitochondriales ne sont pas altérées lors de l’activation de l’inflammasome dans les cel-

lules en état d’hyperactivation et la caspase-11, mais pas son activité catalytique, serait
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nécessaire pour la sécrétion d’IL-1β observée dans ces conditions [147, 151]. Pour finir,

l’activation de l’hyperactivation par les oxPAPC est médiée par l’interaction entre CD14 et

oxPAPC, puis par l’internalisation de CD14, mais ne dépend pas de TLR4 [151].

1.5.2 L’activation de NLRP3 par la voie non canonique

On parle d’inflammasome non canonique lorsqu’un complexe ressemblant à un in-

flammasome est formé. Ce complexe ne se conforme pas aux trois constituants habituels,

que sont le senseur, ASC et la caspase-1 [152]. L’inflammasome non canonique, contenant

la caspase-11, est formé en réponse aux bactéries Gram négatives (figure 1.13) [153–156].

Le LPS cytosolique se lie directement sur ces caspases. Une étude a montré que les bacté-

ries produisaient des vésicules à partir de leur membrane externe, contenant le LPS, vé-

sicules qui sont endocytées par les cellules [157]. Les GBP (guanylate binding protein) fa-

cilitent la reconnaissance entre la caspase-11 et le LPS provenant de ces vésicules ou pro-

venant des bactéries localisées dans les vacuoles, comme Salmonella enterica [158, 159].

Ceci permet l’oligomérisation et l’activation de la caspase-11 (chez la souris, correspon-

dant aux caspases-4 et -5 chez l’homme) [154]. L’activation de cette caspase n’entraîne

pas la maturation des cytokines pro-inflammatoires. En revanche, elle conduit au clivage

de la gasdermine-D et à la formation de pores, responsables de la pyroptose [89]. Ceci

permet ensuite l’activation de l’inflammasome NLRP3, probablement suite à l’efflux de

potassium déclenché par la formation de ces pores [160], et à la maturation des cytokines.

1.5.3 Localisation subcellulaire des constituants de l’inflammasome

NLRP3 au cours de l’activation

La localisation subcellulaire des différents composants de l’inflammasome est un élé-

ment de contrôle de son activation (figure 1.14). NLRP3 est un protéine à la fois cytoso-

lique et localisée au niveau du reticulum endoplasmique [161, 162]. Suite à son activation,

NLRP3 est recruté au niveau des membranes du reticulum endoplasmique associées à la

mitochondrie, les MAM (mitochondrial associated membrane)[142, 161, 163]. Ceci est in-

dépendant d’ASC [163, 164] et semble avoir lieu lors de la phase de priming [143]. En

effet, suite au traitement au LPS, NLRP3 migre le long des microtubules grâce à la pro-

téine MARK4 (microtubule affinity regulating kinase 4) pour atteindre les mitochondries

[165]. La relocalisation de NLRP3 sur les mitochondries permet/est due à son interaction

avec des éléments mitochondriaux : (i) les cardiolipides qui interagissent avec le domaine

LRR de NLRP3 [142], (ii) la protéine MAVS (mitochondrial antiviral signaling) qui interagit

avec le domaine PYD [163], (iii) la protéine cFLIP (cellular FLICE-like inhibitory protein)

qui interagit également avec le domaine LRR [166, 167]. Le rôle de la protéine MAVS est

cependant controversé. D’autres constituants de l’inflammasome sont également reloca-

lisés sur la mitochondrie. La pro-caspase-1 est dans le cytosol en l’absence d’activation,
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par cellule. Cependant, d’autres études ont montré que le speck et le centrosome étaient

distincts [171].

Ces specks ont ensuite deux devenirs possibles. Soit ils sont libérés par les cellules et

deviennent alors un signal d’activation de l’inflammasome dans les cellules voisines suite

à leur phagocytose [84, 172]. Soit ils seront dégradés suite à leur ubiquitination, un signal

pour leur capture par les autophagosomes [173, 174].

1.5.4 Rôle des modifications post-traductionnelles dans l’activation de

l’inflammasome NLRP3

Les modifications post-traductionnelles

Ubiquitination L’ubiquitination est une modification post-traductionnelle dont un

des premiers roles décrit correspond à la dégradation des protéines porteuses de ce mo-

tif, nécessaire pour le maintien de l’homéostasie cellulaire [175]. Néanmoins, beaucoup

d’autres rôles de l’ubiquitination existent, comme la régulation du trafic intracellulaire

des protéines ou l’activation de voies de signalisation [175, 176].

Cette modification correspond à la liaison covalente (liaison isopeptidique) d’une

protéine, l’ubiquitine, au niveau des résidus lysines des protéines cibles. Elle est effec-

tuée successivement par les enzymes E1 (ubiquitin-activating enzyme), E2 (ubiquitin-

conjugating enzyme) et E3 (ubiquitin ligase) (figure 1.15). Il existe plus de 600 E3 chez les

humains, assurant la spécificité d’ubiquitination [177]. Elles sont divisées en trois familles

selon leurs modalités d’action [178]. Cette modification est réversible grâce à la présence

d’enzymes appelées déubiquitinases ou DUB, dont une centaine existent chez l’homme

[179]. Les DUB sont quant à elles divisées en cinq familles selon leurs modes d’action.

L’ubiquitine contient sept résidus lysines (K6, K11, K29, K27, K33, K48, K63). Elle peut

ainsi être elle-même ubiquitinée, ce qui permet la formation de chaînes d’ubiquitines.

Ces chaînes peuvent être linéaires ou peuvent contenir des fourches si plusieurs résidus

lysines d’une même ubiquitine sont modifiés. Ainsi, on parlera par exemple d’ubiquitina-

tion avec des chaînes liées en K48 lorsque plusieurs ubiquitines sont liées entre elles par

leurs résidus lysines K48 [180]. Un code d’ubiquitination permettant de décrire quel type

d’ubiquitination a quelles conséquences essaye d’émerger, mais ne reste pas universel.

Phosphorylation De la même façon que l’ubiquitination, la phosphorylation est ré-

versible. C’est la modification post-traductionnelle la plus courante, avec environ 30%

des protéines chez l’homme qui sont modifiées par phosphorylation [181]. Cette modifi-

cation est importante dans le déroulement des voies de signalisation.

La phosphorylation permet l’ajout d’un résidu phosphate (PO4) au niveau de la chaîne

latérale des résidus d’acides aminés tyrosine, sérine et thréonine. Elle est effectuée par

des enzymes appelées kinases (plus de 500 kinases existent chez l’homme) et ôtée par des

phosphatases (plus de 200 phosphatases existent chez l’homme) [181].
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Modification post-

traductionnelle

Résidu(s) modi-

fié(s)

Enzymes

Phosphorylation Tyrosine, Sérine,

Thréonine

Kinases, phosphatases

Glycosylation Asparagine, Sé-

rine, Thréonine

Glycosyltransférases,

Déglycosylases

Acétylation Lysine Acétyltransférases, dé-

acétylases

Méthylation Lysine, arginine Méthyltransférases, dé-

méthylases

Ubiquitination Lysine E1, E2, E3, DUB

Sumoylation Lysine SUMO E1, SUMO E2,

SUMO E3, SENP

S-Nitrosylation Cystéine, méthio-

nine

Prénylation Cystéine Farnesyltransférases,

géranylgéranyltransfé-

rases

Myrystoylation Glycine N-

Myristoyltransférases

Palmitoylation Cystéine Protéine DHHC acyl-

transférases, protéine

acyl thioesterases

Sulfatation Tyrosine Sulfatases, désulfatases

Glycation Lysine

Nitratation Tyrosine Denitrases

Chlorination Tyrosine Myeloperoxidases

Oxidation/réduction (dont

S-glutathionylation)

Cystéine Peroxidases, oxidases,

glutathione, thiore-

doxine

Carbonylation Lysine, proline, ar-

ginine, threonine

Tableau 1.4 – Récapitulatif des principales modifications post-traductionnelles existantes.

DUB : déubiquitinases, SENP : sentrin/SUMO-specific proteases.
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mitochondriaux [76]. Plus récemment, il a été montré que NLRP3 serait en fait ubiquitiné

de façon transitoire avec des chaînes K63 suite au priming par le LPS [186]. Cette ubiqui-

tination serait effectuée par l’ubiquitine ligase pellino2.

De plus, l’augmentation de la quantité de protéine NLRP3 suite au priming transcrip-

tionnel serait due certes à sa synthèse de novo, mais également à une stabilisation de la

protéine limitant sa destruction. En effet, l’ubiquitination de NLRP3 sur le résidu K691

(K689 chez la souris) par l’ubiquitine ligase FBXL2 (F-box/LRR repeat protein 2) permet

la dégradation de NLRP3 par le protéasome [187, 188]. En revanche, suite au signal de

priming, l’ubiquitine ligase FBXO3 (F-box protein 3) ubiquitine FBXL2, ce qui entraîne sa

déstabilisation et permet d’augmenter la demi-vie de NLRP3. Enfin, d’autres modifica-

tions ont été décrites, comme la S-glutathionylation de NLRP3, même si son rôle dans la

phase de priming n’est pas établi [189].

Modification Localisation Effet Enzyme Référence

Phosphorylation S198 Activateur JNK1 [185]

Déubiquitination ? Activateur ? [76]

Ubiquitination
? Activateur Pellino2 [186]

K691 Inhibiteur FBXL2 [187]

S-glutathionylation ? ? ? [189]

Tableau 1.5 – Modifications post-traductionnelles de NLRP3 se produisant lors de la phase de

priming.

...au cours de la phase d’activation Ces modifications sont résumées dans le tableau

1.6. L’assemblage de l’inflammasome NLRP3 nécessite la déubiquitination de NLRP3 par

la déubiquitinase BRCC3 (BRCA1/BRCA2-containing complex subunit 3) [184]. Cette déu-

biquitination est apparue comme un signal commun à tous les activateurs et permet-

tant l’activation de l’inflammasome. Elle ne semble pas dépendre des ROS mitochon-

driaux, contrairement à la déubiquitination se produisant pendant la phase de priming

[76]. BRCC3 est une déubiquitinase ciblant spécifiquement les chaînes K63 et agit sur le

domaine LRR de NLRP3 [184]. D’autre part, l’ubiquitine ligase ARIH2 (ariadne homolog

2) est observée dans les specks d’ASC [190]. Elle permet l’ubiquitination de NLRP3 avec

des chaînes K48 et K63 ce qui inhibe l’activation de l’inflammasome mais n’entraîne pas

la dégradation de NLRP3 [190]. L’ubiquitination de NLRP3 peut également conduire à sa

dégradation dans certains cas. Ainsi, la dopamine, signal inhibiteur de l’inflammasome,

permet l’augmentation de la production d’AMPc, molécule qui se lie à NLRP3. Ceci en-

traîne l’ubiquitination de NLRP3 avec des chaînes K48 via l’ubiquitine ligase MARCH7

(Membrane Associated RING-CH 7) [191]. Cette ubiquitination permet ensuite la dégra-

dation de NLRP3 par autophagie [191]. Pour finir, l’ubiquitine ligase Cullin-1 est associée

à NLRP3 dans les cellules au repos. Suite aux signaux d’activation, cette protéine se disso-

cie de NLRP3, permettant ainsi son activation [192].
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D’autre part, une étude récente a montré que plusieurs sites de NLRP3 étaient SU-

MOylés (SUMO : small ubiquitin-like modifier), dont le résidu K689 (murin), et que

ces modifications permettaient d’empêcher l’activation de NLRP3. La SUMOylation de

NLRP3 est faite par la SUMO E3 ligase MAPL (mitochondrial-anchored protein ligase).

De plus, la déSUMOylation de NLRP3, effectuée par les enzymes SENP6 (sentrin/SUMO-

specific protease 6) et SENP7, contribue à l’activation de l’inflammasome [193].

La phosphorylation de NLRP3 est également impliquée dans son activation. La liai-

son des acides biliaires ou des éicosanoïdes avec les récepteurs TGR5 (transmembrane

G protein-coupled receptor-5) et EP4 (prostaglandin E receptor 4) entraine la production

d’AMPc, ce qui aboutit à l’activation de la PKA. Ceci permet la phosphorylation inhibi-

trice de NLRP3 sur le résidu S295 (S291 chez la souris). L’inhibition de NLRP3 se fait via

son ubiquitination mais n’entraîne pas sa dégradation [194, 195]. Cependant, la phospho-

rylation du même résidu S295 par la PKD est aussi nécessaire à l’activation de l’inflamma-

some [168]. En effet, cette phosphorylation serait impliquée dans la transition de NLRP3

des MAM au cytosol lors de l’activation. Etant donné que les mutants de NLRP3 mimant

l’état phosphorylé ou déphosphorylé sont tous deux inactifs, un modèle de phosphoryla-

tion transitoire a été proposé. En effet, cette phosphorylation empêcherait le recrutement

de NLRP3 aux MAM et permettrait sa libération des MAM [168]. De plus, l’assemblage de

l’inflammasome nécessiterait également la déphosphorylation du résidu S5 (S3 chez la

souris) de NLRP3 [196], étant donné que cette phosphorylation empêche le recrutement

de la protéine ASC par répulsion électrostatique. Il a été proposé que la phosphatase PP2A

(protein phosphatase 2A) interviendrait dans cette déphosphorylation [196, 197]. Cepen-

dant, l’implication de cette déphosphorylation dans la phase de priming ou d’activation

n’est pas clairement établie. Enfin, la phosphorylation du résidu Y861 (Y859 chez la sou-

ris) inhibe l’activation de l’inflammasome via la dégradation de NLRP3 par autophagie

[174, 198]. Suite aux signaux d’activation, la phosphatase PTPN22 (protein tyrosine phos-

phatase non receptor type 22) est recrutée sur NLRP3 de manière dépendante d’ASC et

maintient la maturation de la pro-IL-1β en déphosphorylant le résidu Y861 [198].

Modification Localisation Effet Enzyme Référence

Déubiquitination LRR Activateur BRCC3 [184]

Ubiquitination

NACHT et LRR Inhibiteur ARIH2 [190]

NACHT et LRR Inhibiteur MARCH7 [191]

? Inhibiteur Cullin1 [192]

Phosphorylation S295
Inhibiteur PKA [194, 195]

Activateur PKD [168]

Déphosphorylation
Y861 Activateur PTPN22 [174, 198]

S5 Activateur PP2A [196]

DéSUMOylation K689 et autres Activateur SENP6 et SENP7 [193]

Tableau 1.6 – Modifications post-traductionnelles de NLRP3 se produisant lors de la phase d’ac-

tivation.
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...au cours de la phase de désensibilisation Ces modifications sont résumées dans

le tableau 1.7. L’ubiquitine ligase TRIM31, dont l’expression est induite par le LPS et

l’IL-1β suite à des long temps de priming, entraîne l’ubiquitination de NLRP3 avec des

chaînes K48, responsable de sa dégradation par le protéasome [199]. De plus, comme

déjà mentionné auparavant, les IFN de type I, induits suite à de longues expositions au

LPS, permettent d’induire l’expression de l’enzyme iNOS de façon autocrine et/ou para-

crine. Cette enzyme produit du NO, responsable de la S-nitrosylation du domaine LRR de

NLRP3. Cette modification empêche l’oligomérisation de ASC [122].

Modification Localisation Effet Enzyme Référence

Ubiquitination ? Inhibiteur TRIM31 [199]

S-nitrosylation LRR Inhibiteur ? [122]

Tableau 1.7 – Modifications post-traductionnelles de NLRP3 se produisant lors de la phase de

désensibilisation.

Modifications post-traductionnelles d’autres protéines

Ces modifications sont résumées dans le tableau 1.8

Modifications post-traductionnelles d’ASC ASC est ubiquitinée avec des chaînes li-

néaires par l’ubiquitine ligase HOIL-1L (heme-oxidized IRP2 ubiquitin ligase 1L) apparte-

nant au complexe LUBAC (linear ubiquitin chain assembly complex), ce qui permet son

recrutement sur NLRP3, l’assemblage et l’activation de l’inflammasome [200]. Suite à une

infection virale, le résidu K174 d’ASC est ubiquitiné avec des chaînes K63 par TRAF3, ce

qui stabilise la protéine et permet l’assemblage de l’inflammasome [201]. Suite au signal

de priming, ASC est ubiquitiné avec des chaînes K63, puis cette protéine est déubiquiti-

née par USP50 (ubiquitin specific peptidase 50) après l’activation de NLRP3 [202]. Enfin,

l’ubiquitination d’ASC avec des chaînes K63 permet la dégradation des inflammasomes

par autophagie [173]. La régulation de l’activité de la protéine ASC est également réalisée

par phosphorylation. En effet, le domaine PYD d’ASC exprimé de façon ectopique dans

les cellules est phosphorylé en réponse à l’exposition au TNF [60]. De plus, le résidu Y146

(Y144 chez la souris) d’ASC, appartenant au domaine CARD, est phosphorylé suite aux

signaux d’activation, ce qui dépend des kinases SYK (spleen tyrosine kinase) et JNK [203].

Modifications post-traductionnelles de la pro-caspase-1 La procaspase-1 est éga-

lement ubiquitinée avec des chaînes K63 dans son domaine CARD par cIAP2 (cellular

inhibitor of apoptosis 2) [204]. Cette ubiquitination n’entraîne pas la dégradation de la

protéine mais ses conséquences ne sont pas connues. De plus, la pro-caspase-1 est éga-

lement directement inhibée par les ROS. Ceci se fait par la S-glutathionylation inhibitrice

des résidus C362 et C397 [140].
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Modifications post-traductionnelles de la pro-IL-1β Suite au priming par le LPS, la

pro-IL-1β est ubiquitinée sur le résidu K133 avec des chaînes K63, mais également au ni-

veau d’autres résidus. Cette protéine est alors localisée dans un complexe comprenant

les protéines RIPK1/3, la pro-caspase-8 et A20 [205]. A20 est une protéine qui permet

d’ajouter des chaînes K48 d’ubiquitines et d’enlever des chaînes K63. Elle entraîne une

diminution de l’ubiquitination en K63 de la pro-IL-1β, ce qui diminue la maturation de la

protéine. Ainsi, l’ubiquitination de la pro-IL-1β facilite sa maturation.

Modifications post-traductionnelles de la gasdermine-D Une étude récente a

montré que des modifications post-traductionnelles régulent aussi l’activité de la

gasdermine-D. Ainsi, il a été montré que l’oxydation de la gasdermine-D par les ROS faci-

litait son clivage par la caspase-1 [206].

Protéine

modifiée

Modification Localisation Effet Enzyme Référence

ASC

Ubiquitination K174 Activateur TRAF3 [201]

Ubiquitination ? Activateur LUBAC [200]

Ubiquitination ? Inhibiteur ? [173]

Déubiquitination ? Activateur USP50 [202]

Phosphorylation PYD ? ? [60]

Phosphorylation Y146 Activateur SYK/JNK [203]

Caspase-1
Ubiquitination CARD Activateur cIAP-2 [204]

S-

glutathionylation

C362 et C397

(p10)

Inhibiteur ? [140]

Pro-IL-1β Ubiquitination K133 Inhibiteur A20 [205]

GSDMD Oxydation C38, C56,

C268 and

C467

Activateur ? [206]

Tableau 1.8 – Modifications post-traductionnelles des principales protéines impliquées dans

l’inflammasome NLRP3.

Une étude récente a montré que les déubiquitinases USP7 et USP47 étaient néces-

saires pour une activation optimale de l’inflammasome. Cependant, la protéine ciblée

par ces enzymes n’a pas été décrite [207].

1.5.5 L’inflammasome NLRP3 dans les autres types cellulaires

NLRP3 est principalement exprimé dans les cellules hématopoïétiques mais égale-

ment dans certaines cellules épithéliales [208]. L’activation de l’inflammasome NLRP3 est

principalement étudiée dans les macrophages. Cependant, les voies de signalisation dé-

pendent souvent du type cellulaire dans lequel elles sont mises en place. En effet, l’acti-

vation de l’inflammasome NLRP3 dans différents types cellulaires montre des différences

avec les macrophages.
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Ainsi, dans les monocytes humains il est observé que la stimulation par la LPS est

suffisante pour déclencher la sécrétion d’IL-1β. Des études ont proposé un mécanisme

qui passerait par une sécrétion d’ATP autocrine se produisant après le signal de priming

et qui permettrait donc de fournir le signal d’activation à ces cellules[209]. Cependant,

la sécrétion d’ATP n’est pas indispensable pour conduire à la sécrétion d’IL-1β même si

elle en accélère l’abondance et la cinétique [209]. Plus récemment, la voie d’activation

de l’inflammasome en réponse à ce signal de priming a été décrite dans les monocytes

humains suite au traitement au LPS [150]. Cette voie est appelée voie alternative en op-

position à la voie d’activation canonique et n’est pas présente dans les macrophages ni

dans les monocytes murins. Cette voie est déclenchée suite au signal de priming. Elle est

dépendante de l’adaptateur TRIF mobilisé en aval du LPS, et des protéines FADD (Fas-

associated protein with death domain), RIPK1, et la caspase-8. Elle permet l’activation de

la caspase-1 sans former de specks d’ASC. Cette activation conduit à la maturation des cy-

tokines pro-inflammatoires mais ne conduit pas au déclenchement de la pyroptose [150].

La comparaison de cette voie avec la voie canonique d’activation de l’inflammasome est

détaillée dans le tableau 1.9.

Voie canonique (ex :

les macrophages mu-

rins)

Voie alternative (ex : les

monocytes humains)

Signaux priming (ex : TLR4

agonistes) + activation

priming (ex : TLR4 ago-

nistes)

Adaptateur TRIF ou MyD88 TRIF

Autres protéines RIPK1, FADD, Caspase-8

Efflux de potas-

sium

Nécessaire Pas nécessaire

Formation des

specks d’ASC

Oui Non

Sécrétion des

cytokines pro-

inflammatoires

Oui Oui

Pyroptose Oui Non

Tableau 1.9 – Comparaison des voies d’activation canonique et alternative de l’inflammasome

NLRP3.

Deux études ont montré que les neutrophiles étaient largement impliqués dans la

sécrétion d’IL-1β en réponse à des infections bactériennes avec des Staphylocoques

[210, 211]. L’inflammasome NLRP3 est activé dans les neutrophiles seulement en réponse

aux signaux d’activation solubles mais pas aux signaux particulaires comme les cristaux

[212]. Enfin, l’activation de l’inflammasome NLRC4 dans ces cellules n’entraîne pas l’ac-

tivation de la pyroptose mais seulement la sécrétion d’IL-1β. Il serait ainsi intéressant de

tester ceci pour l’inflammasome NLRP3 [101].

Les cellules épithéliales peuvent aussi activer l’inflammasome NLRP3 [213].
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1.6 Les maladies liées à l’inflammasome NLRP3

La partie précédente a détaillé les mécanismes connus de contrôle de l’activation de

l’inflammasome NLRP3. Ces mécanismes sont essentiels, comme en attestent le déve-

loppement de maladies auto-inflammatoires qui se développent lorsque l’activation des

inflammasomes est dérégulée. Nous détaillerons dans cette partie les maladies liées aux

dérégulations de l’inflammasome NLRP3.

1.6.1 Les Cryopyrin-associated periodic syndrome (CAPS)

Description de la pathologie

Ces maladies sont des maladies auto-inflammatoires [214]. Ce sont également des

maladies rares affectant un à deux individus pour un million de personnes au Etats-Unis,

un individu sur 360 000 en France [215]. Les hommes et les femmes sont atteints de ma-

nière égale. Dans la plupart des cas, l’apparition de la maladie se fait tôt durant l’enfance.

Néanmoins, le diagnostic peut être fait tardivement à cause de la rareté de la maladie et

des symptômes qui peuvent être légers.

Les CAPS se déclinent en trois phénotypes cliniques dont les caractéristiques sont dé-

crites dans le tableau 1.10 [216]. Cependant, il existe un spectre continu de phénotypes

cliniques pour ces maladies.

Phénotype clinique Symptômes

FCAS (Familial cold autoinflamma-

tory syndrome)

Rougeurs, fièvre et douleurs articu-

laires induites par le froid

MWS (Muckle-Wells syndrome) Urticaire, fièvre, surdité, arthrite non

reliés à l’exposition au froid

NOMID/CINCA (Neonatal onset mul-

tisystem inflammatory disorder, Chro-

nic infantile neurological cutaneous

and articular syndrome)

Fièvre, urticaire, sur-croissance de

l’épiphyse des os longs, méningites

stériles chroniques

Tableau 1.10 – Symptômes associés aux trois phénotypes cliniques des CAPS : FCAS, MWS et

NMOID/CINCA, du moins sévère au plus sévère.

Les symptômes peuvent être séparés en deux groupes. Le premier comprend ceux qui

sont présents lors des crises : éruptions cutanées ressemblant à de l’urticaire, fièvre, maux

de tête et de ventre, fatigue, conjonctivite, symptômes musculaires et squelettiques tels

que de l’arthralgie, arthrite, myalgie. Le second groupe de symptômes comprend ceux dus

à une inflammation chronique et apparaissent sur le long terme : surdité, perte de la vue,

problèmes cognitifs, dommages dans le système nerveux central, retards de croissance,

déformation des os et des articulations, ostéoporose, amylose AA (dépôts de protéines

insolubles dans les tissus, ici des substance amyloïdes dérivées de la protéine amyloïde

sérique A) et problèmes rénaux [217].
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Les causes de la maladie

Ces maladies sont directement liées à des mutations gain de fonction sur la pro-

téine NLRP3, autrement appelée cryopyrine, entraînant alors une perte de contrôle de

son activation. Ce lien entre NLRP3 et ces maladies a été fait en 2001 [218]. Ces muta-

tions sont à transmission autosomale dominante, ce qui implique que l’histoire familiale

aide au diagnostic. Aujourd’hui, 210 variants de la séquence de NLRP3 ont été décrits,

dont 97 sont pathogéniques ou probablement pathogéniques (base de données Infevers,

https://infevers.umai-montpellier.fr/web/search.php?n=4). Cependant, l’asso-

ciation entre la présence d’une mutation et le phénotype ne peut pas toujours être faite

[217]. Ceci s’explique d’une part par le fait que ces maladies ont une pénétrance incom-

plète : certains individus sont porteurs d’une mutation à l’état hétérozygote mais ne pré-

sentent aucun symptômes. De plus, des patients porteurs de la même mutation peuvent

avoir des phénotypes différents, ce qui montre l’importance de facteurs génétiques et en-

vironnementaux dans le développement de la maladie [219]. D’autre part, une étude a

montré que chez certains patients, les mutations de NLRP3 ne sont pas présentes dans

toutes les cellules, on parle alors d’individus mosaïques. Or, la présence de mutations

dans NLRP3 n’est pas détectée par les moyens utilisés de façon classique dans ces cas-

là [220]. Ainsi, le séquençage du gène NLRP3 peut permettre de confirmer le diagnostic,

même si dans 10 % des FCAS, 25 % des MWS et environ la moitié des patients porteurs de

CINCA/NOMID, aucune mutation n’est trouvée [221–223].

La plupart de ces mutations sont des mutations ponctuelles faux-sens localisées prin-

cipalement dans le domaine NACHT de NLRP3, et presque exclusivement dans l’exon 3

[224]. Les mutations de novo qui apparaissent sont souvent les mêmes que celles déjà

existantes parmi les patients porteurs de CAPS [225]. Chez ces patients, l’activation de

l’inflammasome est indépendante de la présence du signal d’activation [226]. Les mé-

canismes permettant à ces mutations d’entraîner un gain de fonction de la protéine ne

sont pas clairs, même si des hypothèses proposent une oligomérisation spontanée des

mutants NLRP3 [225]. Afin de mieux comprendre ces pathologies, des souris portant les

mutations Nlrp3L351P, Nlrp3R258W, Nlrp3A350V ont été créées [227, 228]. Cependant, cer-

taines de ces mutations se sont révélées létales pour la souris [227] ce qui souligne des

différences de réponses entre la souris et l’homme et complexifie ces études.

Les traitements

Comme expliqué précédemment, le diagnostic des CAPS peut mettre plusieurs an-

nées avant d’être posé. Généralement, plus le phénotype est sévère et plus le diagnos-

tic est établi rapidement. La plupart des symptômes disparaissent si les traitements sont

donnés suffisamment tôt [229].

Avant l’apparition des traitements utilisés aujourd’hui, ces maladies étaient traitées

par la prise de médicaments anti-inflammatoires et l’évitement du froid [229]. Aujour-
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d’hui, les traitements existants pour les patients CAPS ciblent principalement l’IL-1. Ils

sont efficaces pour les trois phénotypes décrits précédemment, quelle que soit la sévérité

des symptômes [230–232]. Il existe trois agents bloquant la signalisation de l’IL-1 utilisés :

l’Anakinra, le Rilonacept et le Canakinumab [229, 233]. L’Anakinra correspond au récep-

teur recombinant IL-1Ra, antagoniste du récepteur de l’IL-1 (figure 1.2). Il permet donc

d’empêcher l’action à la fois de l’IL-1β et de l’IL-1α. La courte demi-vie de ce traitement

impose des injections sous-cutanées quotidiennes. Il permet de traiter tous les patients

porteur de CAPS de plus de 8 mois [234]. Le Rilonacept consiste en un leurre soluble du

récepteur de l’IL-1. Il bloque également à la fois les actions de l’IL-1β et de l’IL-1α. La

demi-vie, plus longue que pour l’Anakinra, permet une prise du médicament une fois

par semaine. Il est utilisé dans le traitement des patients porteurs de FCAS et de MWS

de plus de 12 ans [235]. Les patients CAPS ont une réponse incomplète à ces deux traite-

ments [231, 236]. Enfin, le Canakinumab est un anticorps monoclonal humain de haute

affinité dirigé contre l’IL-1β. Du fait de sa longue demi-vie, il est administré toutes les huit

semaines via une injection sous-cutanée. Il permet de traiter toutes les formes de CAPS

chez des patients de plus de 2 ans [237].

Le développement des CAPS est dû à des mutations gain de fonction dans NLRP3

aboutissant à son activation incontrôlée. Les traitements de ces maladies ne ciblent que

l’IL-1β. Or cette cytokine n’est pas la seule conséquence de l’activation de l’inflamma-

some NLRP3. En effet, nous avons vu dans la partie précédente que la pyroptose (per-

mettant le relargage de DAMP) et la sécrétion d’IL-18 étaient également associés à l’acti-

vation de l’inflammasome NLRP3. Ces évènements peuvent participer au développement

des symptômes [238–240]. De plus, l’IL-1β n’est pas uniquement produite par l’inflam-

masome NLRP3. Ainsi, le blocage de sa signalisation peut avoir des effets immunosup-

presseurs plus larges que ceux liés à NLRP3 [233]. C’est pourquoi, des traitements ciblant

l’activation de NLRP3 pourraient être plus appropriés.

1.6.2 Les maladies multifactorielles

En plus de ces implications dans les maladies auto-inflammatoires, l’inflammasome

NLRP3, et plus généralement les inflammasomes, sont liés au développement de mala-

dies multifactorielles dont les maladies neurodégénératives (sclérose en plaques, mala-

dies de Parkinson et d’Alzheimer), les maladies métaboliques (athérosclérose, diabète de

type 2, obésité) et les cancers [241, 242]. L’inflammasome contribue soit au déclenche-

ment de ces maladies, soit à leur développement [243].

Les maladies métaboliques

L’obésité est associée à des altérations métaboliques et inflammatoires chroniques de

plusieurs organes (le pancréas, le tissu adipeux, le foie, le coeur et les muscles). Ces alté-

rations sont regroupées sous le nom de syndrome métabolique, qui inclut la résistance
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à l’insuline, le dysfonctionnement des cellules β du pancréas, la stéatose hépatique non

alcoolique ou l’athérosclérose. Le développement et les complications de ces maladies

sont liés à la présence d’IL-1β et d’IL-18 [244, 245].

L’inflammasome NLRP3 et l’obésité L’obésité est caractérisée par une expansion du

tissu adipeux, due à l’hypertrophie des adipocytes et à son infiltration par des cellules

immunitaires [246]. L’inflammation associée entraîne des dysfonctionnements des adi-

pocytes et la production d’acides gras libres et d’accumulations lipidiques [247]. De plus,

à cause de l’expansion limitée du tissu adipeux, le surplus de gras peut se retrouver dans

la circulation ou dans d’autres organes [248]. Ainsi, les acides gras saturés et les céramides

peuvent servir de signal de priming pour NLRP3 [249, 250]. Cependant, le rôle des acides

gras saturés dans le priming reste controversé et semble être dépendant de la flore micro-

bienne [251, 252]. L’expression de NLRP3, d’ASC et de la caspase-1 est augmentée dans

les cellules adipeuses des individus obèses [253, 254]. L’obésité peut ensuite entraîner des

maladies métaboliques, comme l’athérosclérose ou le diabète de type 2, discutés plus bas.

L’inflammasome NLRP3 et l’athérosclérose L’athérosclérose conduit au rétrécisse-

ment progressif des vaisseaux sanguins suite à un métabolisme lipidique déséquilibré.

Les cristaux de cholestérol et les cellules immunitaires du sang s’accumulent au niveau de

la paroi des artères, limitant l’afflux sanguin aux organes [255]. En conséquence, des com-

plications comme des attaques cardiaques ou cérébrales peuvent survenir et être mor-

telles. L’IL-18 ainsi que l’IL-18R sont anormalement abondantes dans les plaques d’athé-

rome [243] et l’expression de NLRP3 est augmentée dans les artères et les monocytes des

patients [256]. Ces deux caractéristiques sont positivement corrélées avec la sévérité des

symptômes [257]. Le rôle de l’IL-1β dans le développement des plaques est controversé

[243, 258, 259]. De plus, les modèles murins qui développent de l’athérosclérose spon-

tanément ont des symptômes réduits si leurs cellules de moelle osseuse sont Nlrp3−/−,

Il1r−/− ou Asc−/− [260]. La présence de LDL (low density lipoprotein) oxydées permet de

donner à la fois le signal de priming via les TLR et le signal d’activation via la formation de

cristaux de cholestérol intracellulaires, permettant ainsi l’activation de l’inflammasome

[260, 261]. D’autre part, le TNF synthétisé au niveau des plaques d’athérome en réponse

à l’inflammation qui s’y produit permet également le priming de NLRP3 [112, 252]. Enfin,

d’autres lipides, dont les acides gras saturés (acides palmitiques ou stéariques), peuvent

activer l’inflammasome NLRP3 [261].

L’inflammasome NLRP3 et le diabète de type 2 Le diabète de type 2 se développe

suite à l’apparition d’une résistance à l’insuline. C’est une maladie auto-inflammatoire

chronique avec une circulation élevée de TNF, d’interleukines et d’adipokines, des pro-

téines libérées par le tissu adipeux et ayant des fonctions similaires aux cytokines [246].

Le rôle de l’IL-1β dans cette maladie est établi : il entraîne une résistance à l’insuline
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[262] ainsi que le dysfonctionnement et la mort des cellules β pancréatiques [263]. De

plus, des études cliniques bloquant la signalisation IL-1 ont montré une amélioration du

contrôle de la glycémie et du fonctionnement des cellules β pancréatiques chez les pa-

tients [264–266]. Des souris déficientes en Nlrp3, Asc ou caspase-1 ont une meilleure to-

lérance au glucose et une meilleure sensibilité à l’insuline que les souris sauvages (WT,

wild type) en réponse à un régime gras (high fat diet, HFD) [267–270]. Chez les patients,

l’hormone IAPP (islet amyloid polypeptide) est sécrétée en même temps que l’insuline par

les cellules β pancréatiques et peut former des fibrilles amyloïdes dans les îlots du pan-

créas [271]. Ces fibrilles sont un signal d’activation de l’inflammasome agissant selon le

même mécanisme que celui déclenché par les cristaux [272]. De plus, les acides gras sa-

turés (acide palmitique et céramides) qui sont présents en cas d’alimentation grasse ac-

tivent également l’inflammasome NLRP3 [262, 268]. En effet, l’acide palmitique entraîne

une augmentation de la production de ROS mitochondriaux dans les cellules en pertur-

bant le processus d’autophagie [262]. Une alimentation comprenant des acides gras poly-

insaturés empêche l’apparition d’une résistance à l’insuline dans les modèles de souris

où le diabète de type 2 est induit par un régime gras (HFD) [273]. Enfin, les céramides

permettent l’activation de la voie NF-κB et le priming de NLRP3 [249, 252].

L’inflammasome NLRP3 et la goutte Lors de cette maladie, des taux d’acides

uriques sanguins élevés sont détectés même si ce n’est pas une condition suffisante au

développement de la maladie. Elle se caractérise par des douleurs articulaires dues à des

réactions inflammatoires dirigées contre les cristaux de MSU au niveau des articulations

qui entraînent l’activation de NLRP3 [87].

Les maladies neurodégénératives

Les protéines mal repliées peuvent permettre une activation de l’inflammasome en

donnant le signal de priming ou le signal d’activation [252].

L’inflammasome NLRP3 et la maladie d’Alzheimer L’accumulation de plaques de

protéines β-amyloïde dans le cerveau est une caractéristique des patients atteints de la

maladie d’Alzheimer. Elle provient du mauvais repliement de protéines β-amyloïde suite

au clivage du précurseur amyloïde. Les fibrilles de protéines β-amyloïde entraînent l’ac-

tivation de l’inflammasome NLRP3 et la production d’IL-1β par la voie d’activation repo-

sant sur la rupture des lysosomes et le relargage de la cathepsine-B dans le cytosol [274].

Le lien entre l’activation de l’inflammasome NLRP3 et la pathogenèse a été établi. En ef-

fet, des modèles de souris développant spontanément la maladie montrent une diminu-

tion de la sécrétion chronique de protéine β-amyloïde, de l’inflammation neuronale et

des problèmes cognitifs si elles sont également déficientes en NLRP3 et caspase-1 [275].

De plus, les patients ont une augmentation de l’activation de la caspase-1 dans le cer-

veau [275]. L’administration d’inhibiteurs de la cathepsine-B dans les modèles de souris
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développant spontanément la maladie montre une amélioration de la mémoire et une

diminution des plaques β-amyloïde, ce qui indique que l’inflammasome NLRP3 pourrait

être une cible thérapeutique pour cette maladie [276].

L’inflammasome NLRP3 et la maladie de Parkinson La maladie de Parkinson est

causée par la mort des neurones de la substance noire produisant la dopamine ainsi que

par des agrégats composés principalement d’α-synucléine dans les neurones [277]. Ces

agrégats peuvent former des fibrilles et être déposés dans le milieu extracellulaire, ce qui

entraîne la sécrétion d’IL-1β par les astrocytes et les cellules microgliales [278, 279], cyto-

kine associée à la progression de la maladie. L’α-synucléine fibrillaire permet l’activation

de l’inflammasome NLRP3 via la phagocytose, la cathepsine B et les ROS [280]. De ma-

nière similaire à la maladie d’Alzheimer, un lien entre l’inflammasome NLRP3 et la pro-

gression de la maladie a été établi in vivo. Des souris chez lesquelles cette maladie est

induite par l’injection de substances neurotoxiques deviennent résistantes à son déve-

loppement en l’absence de la protéine NLRP3 [191]. Comme expliqué dans la partie 1.5.4,

la dopamine est un signal inhibiteur de l’activation de l’inflammasome NLRP3 via l’AMPc

qui entraîne une ubiquitination par l’ubiquitine ligase MARCH7 et une dégradation de

NLRP3 [191].

L’inflammasome NLRP3 et la sclérose en plaques La sclérose en plaques est une

maladie auto-immune déclenchée par la production de lymphocytes T CD4+ dirigés

contre la myéline. Ces cellules infiltrent le système nerveux central, attaquent les oligo-

dendrocytes, et entraînent une démyélinisation [281]. Les souris utilisées comme mo-

dèles de cette maladie deviennent résistantes à son développement dans les cas où la

caspase-1, l’IL-1α, l’IL-1β ou l’IL-18 sont absents [282–284]. De plus, les souris ne pro-

duisant pas de protéine NLRP3 sont plus résistantes à la démyélinisation et à la perte

des oligodendrocytes que les souris sauvages lors de l’induction de la maladie [285]. Ce-

pendant, le rôle de NLRP3 dans la sclérose en plaques est controversé et non établi dans

toutes les situations induisant la maladie. Ainsi, toutes les scléroses en plaques ne seraient

pas dépendantes de NLRP3 et la sécrétion d’IL-1β observée serait le reflet de l’activation

d’autres inflammasomes [243].
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1.7 Objectifs des travaux

Malgré les avancées récentes sur le sujet, les mécanismes moléculaires d’activation de

l’inflammasome NLRP3 sont encore mal compris. Or, cet inflammasome est mis en cause

dans le développement de nombreuses maladies multifactorielles fréquentes dans la po-

pulation (diabète de type 2, athérosclérose, maladies neurodégénératives...). De plus, des

mutations gains de fonction dans la protéine NLRP3 entraînent le développement d’un

syndrome auto-inflammatoire rare, désigné par l’acronyme CAPS. Les traitements exis-

tants pour les patients atteints de CAPS ne sont pas efficaces pour traiter ces maladies

multifactorielles, ce qui montre l’importance de la recherche de nouveaux inhibiteurs

spécifiques de l’activation de l’inflammasome NLRP3. Pour ce faire, il est d’abord néces-

saire d’arriver à une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires d’activation

de l’inflammasome NLRP3.

Il a été montré que les modifications post-traductionnelles de NLRP3 étaient impor-

tantes pour contrôler l’activation de l’inflammasome. Ainsi, nos travaux se sont intéressés

à préciser et à compléter le rôle des modifications post-traductionnelles de NLRP3. Pour

ceci, nous avons :

1. localisé les sites de NLRP3 porteurs de modifications post-traductionnelles ;

2. étudié l’impact de ces modifications post-traductionnelles sur l’activation de l’in-

flammasome ;

3. essayé de comprendre par quels mécanismes moléculaires ces modifications post-

traductionnelles permettent de réguler l’activation de l’inflammasome.

Notes :

1. Les histogrammes présentés correspondent à la moyenne des valeurs obtenues pour chaque réplicat

d’une expérience et la barre d’erreur correspond à l’écart-type.

2. La numérotation des résidus des séquences correspond à la numérotation utilisée par la base de

données https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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2.1 Clonages et plasmides

La séquence WT de NLRP3 a été clonée dans le vecteur pENTRTM1A (Invitrogen,

A10462). Ce vecteur a ensuite été utilisé comme base pour la mutagenèse dirigée afin

d’obtenir des mutations ponctuelles dans NLRP3 avec le kit QuickChangeTM II (Agilent

Technologies, 200524). Les recommandations du fournisseur ont été suivies, à l’exception

près des amorces utilisées (purification « salt free », synthesis scale 0,01 µM, commandées

chez Eurofin Genomics, séquences détaillées dans la table A.1). Les séquences de NLRP3

obtenues dans le vecteur pENTRTM1A ont ensuite été transférées dans le plasmide pIndu-

cer21 (addgene #46948) via la technique de clonage GatewayTM (kit GatewayTM pENTRTM

1A Dual Selection Vector, Invitrogen, A10462) en suivant les recommandations du fournis-

seur.

Le plasmide pCR3-V62-MetFlag-hNACHT, contenant la séquence du domaine

NACHT de NLRP3 humain étiquetée d’un Flag, a été gracieusement fournie par le Dr. Jürg

Tschopp et le Dr. Fabio Martinon (Université de Lausanne, Suisse). Le kit QuickChangeTM

II, en combinaison avec les amorces détaillées dans la table A.1, a été utilisé pour obtenir

les mutants K377R et K377E du domaine NACHT.

Le plasmide pDEST-myc-A20 a été amplifié à partir d’un stock provenant du Dr. Wal-

den Harper (Harvard Medical School, Boston). Enfin, le vecteur codant pour Flag-RIPK1 a

été gracieusement fourni par le laboratoire du Pr. Junying Yuan (Harvard Medical School,

Boston).

2.2 Bactéries

2.2.1 Cultures bactériennes

Les bactéries Echerichia coli (souches DH5α et J53) et Staphyloccocus aureus ont été

cultivées en milieu LB (lysogeny broth, liquide ou agar) à 37 °C.

Les bactéries Francisella tularensis novicida, souche Utah (U112) et le mutant isogé-

nique pour lequel les gènes de l’îlot de pathogénicité sont manquants (∆FPI) ont été culti-

vées en milieu tryptic soy broth à 0,1 % de cystéine à 37 °C.

2.2.2 Transformations bactériennes

Les bactéries compétentes Echerichia coli DH5α préparées au laboratoire ont été uti-

lisées pour amplifier les plasmides. Elles ont été cultivées sur milieu LB. Les transforma-

tions ont été réalisées par la méthode du choc thermique. 50 µL de bactéries ont été in-

cubées sur glace 30 min avec 1 µL de plasmide. Elles ont ensuite subi le choc thermique

à 42 °C pendant 45 sec puis ont été replacées sur glace pendant 2 min. Afin de permettre

l’expression des gènes et plus particulièrement des gènes de résistance nouvellement ac-

quis par la bactérie, celles-ci ont été cultivées 1h à 37 °C sur milieu LB liquide et sous
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agitation. Suite à cette étape, les bactéries ont été sélectionnées sur boîtes LB contenant

l’antibiotique approprié : ampicilline 100 µg/mL, (Euromedex, EU0400-D) ou kanamy-

cine 50 µg/mL (Sigma-Aldrich, K4000).

2.3 Cellules

2.3.1 Cultures cellulaires

Toutes les cellules utilisées dans les expériences ont été cultivées à une température

de 37 °C et dans une atmosphère à 5 % de CO2.

Les cellules appartenant à la lignée U937, lignée de monocytes humains, ont été culti-

vées en milieu RPMI (Roswell park memorial institute) 1640 GlutaMAXTM-I (Gibco, 61870-

010) additionné de 10 % de SVF (serum de veau fœtal). Ces cellules ont été gracieusement

données par le laboratoire du Dr. Thomas Henry (Centre International de Recherche en

Infectiologie, Lyon). Après l’ensemencement de ces cellules en vue d’une expérience, elles

ont été différenciées en macrophages via l’addition de PMA (phorbol myristate acetate, In-

vivogen, tlrl-pma) à 50 ng/mL pendant 16h.

Les cellules appartenant à la lignée de macrophages de souris immortalisés (appe-

lées iBMDM pour immortalized bone marrow derived macrophages) ont été cultivées en

milieu DMEM (Dulbecco modified eagle medium) GlutaMAXTM-I (Gibco, 61965-026) ad-

ditionné de 10 % de SVF. Ces cellules ont été gracieusement offertes par le laboratoire du

Dr. Emad Alnemri (Thomas Jefferson University, Philadelphia).

Les lignées cellulaires HEK293T Lenti-XTM (cellules HEK293T, human embryonic

kidney, optimisées pour la production de lentivirus, Takara, 632180) et HEK293 ont

été cultivées en milieu DMEM GlutaMAXTM-I additionné de 10 % de SVF. Elles ont été

respectivement offertes par le Dr. Philippe Mangeot (Centre International de Recherche

en Infectiologie, Lyon) et le laboratoire du Dr. Junying Yuan.

Les macrophages primaires murins ou BMDM ont été différenciés à partir de cellules

de mœlle osseuse de souris cultivées en milieu de différenciation DMEM GlutaMAXTM-

I complété de 10 % de M-CSF (macrophage colony-stimulating factor), 50 mM d’Hepes

(Gibco, 15630-056), 5 mM de sodium pyruvate (Gibco, 11360-070). Au jour J0, la mœlle

osseuse contenue dans les tibias et fémurs des souris a été rincée par du milieu de culture

afin d’en récupérer les cellules et de les mettre en culture à une concentration de 0,5×106

précurseurs/mL (dans des boîtes Dutscher, 430591). Au jour J3, les précurseurs sont nour-

ris en rajoutant 40 % en volume de milieu de différenciation par rapport au volume déjà

contenu dans la boîte. Enfin, au jour J6, les cellules sont prêtes à être utilisées pour les ex-

périences. Elles sont décollées de la boîte après rinçage au DPBS (Dulbecco’s phosphate-

buffered saline sans calcium ni magnésium, Gibco, 14190-144) et addition de DPBS puis
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placement à 4 °C le temps qu’elles n’adhèrent plus. Sauf indications contraires, ces cel-

lules sont ensemencées à une densité de 0,5×106 cellules/mL dans les expériences.

2.3.2 Génération de lignées cellulaires

Les lignées cellulaires U937 NLRP3 KO [286] et iBMDM NLRP3 KO [287] ont été gra-

cieusement fournies par les laboratoires des Dr. Thomas Henry et Emad Alnemri, respec-

tivement.

La génération de lignées cellulaires NLRP3 KI a été élaborée de la façon suivante. Les

cellules HEK293T Lenti-X ont été mises en culture en flasque T175 à J0 puis à J1 chaque

flasque a été transfectée au polyethylenimine (2 µM) avec 30 ng de plasmide pCMVR8.74

(Addgen #22036), 10 ng de plasmide pMD2.G (Addgen #12259) et 40 ng de plasmide

pInducer21-NLRP3 KI dans 15mL d’Opti-MEM. Le milieu de culture a été remplacé par

du DMEM complet 4h après la transfection. Le lendemain, à J2, le milieu de culture a été

de nouveau changé. A J3, le milieu de culture a été collecté, filtré avec des filtres 0,45 µm

(Dutscher, SLHV033RS), et placé à 4 °C et les cellules ont été remises en culture. A J4, l’opé-

ration effectuée à J3 est répétée. Les surnageants filtrés contenant les virus ont ensuite

été ultracentrifugés sur coussin de sucrose (20 %) pendant 1,5h à 30 krpm, 4 °C. Le culot

contenant les virus a été resuspendu en milieu de culture approprié aux cellules à trans-

duire pendant 1h. Les cellules NLRP3 KO ont été infectées avec les virus, puis centrifugées

1h à 37 °C et 1500 rpm et remises en culture. 96h plus tard, les cellules positives pour la

GFP (green fluorescent protein) ont été triées et amplifiées avant de pouvoir être utilisées.

Dans ces cellules, le gène NLRP3 KI est placé sous contrôle d’un promoteur inductible à

la doxycycline.

2.4 Génération des souris knock-in Nlrp3K568R/K568R

La création de souris knock-in sur Nlrp3 a été approuvée par le comité d’éthique

(APAFIS#12355-2017102611052779 v5).

2.4.1 Validation des guides

Le site http://crispr.mit.edu/job/4376805238714947 a été utilisé pour trouver

la séquence de différents ARN guides pouvant être utilisés afin d’obtenir une cassure

double brin de l’ADN autour du site A1703 de NLRP3. Deux guides ont été retenus pour

leur score élevé, le peu de cibles secondaires non voulues qui pourraient être reconnues,

notamment placées dans des gènes, et la faible distance par rapport au site PAM. Ces ca-

ractéristiques sont récapitulées dans le tableau 2.1.

Les guides A et C ont été clonés dans le vecteur pSpCas9(BB)-2A-GFP (pX458, Addgene

#48138). Ces plasmides ont ensuite été électroporés individuellement dans des iBMDM
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Guide Score Cibles secon-

daires (dont

dans des gènes)

Distance

du site

PAM

Séquence 5’ - 3’

A 77 91 (3) 27 ACTTGCCGTAATTTTCTAGT

B 70 229 (27) 47 CCTCTTTGGCCTTGTAAACC

C 69 175 (11) 33 TTTGTTGTCCGATTCCTCTT

D 66 216 (26) 30 CCTGGTTTACAAGGCCAAAG

E 64 233 (11) 0 AATTACGGCAAGTTTGAAAA

F 54 245 (15) 15 AAGGTCCTACTAGAAAATTA

Tableau 2.1 – Caractéristiques des différents ARN guides pouvant être utilisés pour générer une

cassure double brins autour du site A1703 de NLRP3. Six guides peuvent potentiellement être

utilisés. Leur score, nombre de cibles secondaires non voulues, leur distance par rapport au site

PAM ainsi que leur séquence sont résumés. Les deux guides en gras sont ceux qui ont été retenus

et dont l’efficacité a été testée par la suite.

par le système de transfection Neon®, Invitrogen. Pour cela, les cellules ont été resus-

pendues dans le tampon R (fourni dans le kit de transfection) et mélangées à l’ADN

(1,5 µg/µL) à éléctroporer (volume de 10 % par rapport au volume de resuspension des

cellules). Ce mélange a été aspiré dans la seringue Neon en évitant de faire des bulles et

l’électroporation a été réalisée avec le programme suivant : 1720 V, 20 ms, 1 pulse. Les cel-

lules ont ensuite été remises en culture en milieu DMEM GlutaMAXTM-I à 20 % de SVF.

Selon l’état des cellules, 24h à 72h après l’électroporation, les cellules positives pour la

GFP ont été triées et clonées (elles sont isolées en puits de plaques 96 puits). Lorsque

les clones se sont multipliés, leur ADN génomique a été extrait grâce au kit Nucleos-

pin®Tissue (Macherey-Nagel, 740952.50), et la région autour de la mutation a été am-

plifiée par PCR (amorce sens mNLRP3K568R_F et amorce anti-sens mNLRP3K568R_R, cf.

A.2) et séquencée.

2.4.2 Injection des embryons

Cette partie a été effectuée par le Plateau de Biologie Expérimentale de la Sou-

ris (PBES) à l’ENS de Lyon. La protéine Cas9 provenant de Streptococcus pyogenes

(PNABio, CP02) et le tracrARN (TriLink, purification PAGE et HPLC) ont été four-

nis par cette plateforme. Le crARN de séquence 5’ ACUUGCCGUAAUUUUCUAGU-

GUUUUAGAGCUAUGCUGUUUUG 3’ a été commandé chez Eurogentec (purification

HPLC). Le tracrARN et le crARN portent chacun deux modifications chimiques (2’-O-

methyl et 3’-phosphorothioate) sur les nucléotides en postion 69 à 71 et 1 à 3 respec-

tivement. L’oligodésoxynucléotide simple brin d’une longueur de 112 paires de bases

(5’ GGAGGTTGTTCAGATCTTCTGAACCGAGACGTGAAGGTCTTACTAGAAAATTACGGC-

AAGTTTGAAAGAGGATATCTGATTTTTGTTGTCCGATTCCTCTTTGGCCTTGTAA 3’) a été

commandé chez Integrated DNA Technologies (IDT, qualité PAGE Ultramer®DNA Oligo).

Cette matrice, utilisée par la cellule comme modèle lors de la réparation, contient 3 mu-
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tations par rapport à la séquence WT de Nlrp3 : C1675T (mutation silencieuse permet-

tant l’invalidation du site PAM), A1703G (mutation permettant d’obtenir la mutation

voulue K568R sur NLRP3) et C1707A (mutation silencieuse permettant l’insertion d’un

site de restriction EcoRV utilisé pour le génotypage). Les embryons de souches de souris

C57BL6/J ont été éléctroporés dans une solution à 500 ng/µL de Cas9, 200 ng/µL d’ARN

guide (tracrARN et crARN hybridés) et 200 ng/µL de ssODN [288]. Pour les zygotes micro-

injectés, le capillaire contenait une solution à 50 ng/µL de Cas9, 25 ng/µL d’ARN guide

(tracrARN et crARN hybridés) et 10 ng/µL de ssODN.

2.4.3 Génotypage des souris

Après récupération de tissus provenant des souris (généralement un doigt provenant

de souris âgées de deux semaines), l’ADN est extrait en incubant le tissu 30 min à 95 °C

dans 75 µL de tampon de lyse alkaline (0,3 µg/µL de protéinase K, 25 mM NaOH, 0,2 mM

EDTA, pH 12), puis placé 5 min à 4 °C avant de rajouter 75 µL de tampon de neutralisation

(40 mM Tris-HCl, pH 5).

Deux PCR ont ensuite été réalisées en utilisant à chaque fois 1 µL de la solution

d’ADN précédemment préparée avec l’enzyme GoTaq G2 DNA polymérase (Promega,

M7841) à 5 U/µL. L’amorce sens mNLRP3K568R_F, en combinaison avec l’amorce anti-

sens mNLRP3K568wt_R ou mNLRP3K568Rki_R (A.2) ont été utilisées pour réaliser deux

PCR par animal permettant d’amplifier les séquences de Nlrp3 WT ou mutées respective-

ment. Le programme PCR utilisé est le suivant : 95 °C 2 min, 30 cycles (95 °C 30 sec, 56 °C

30 sec, 72 °C 30 sec), 72 °C 5 min, 4 °C ∞.

Une autre PCR est réalisée avec les amorces sens mNLRP3K568R_F et antisens

mNLRP3K568R_R (A.2), 1 µL d’ADN précédemment préparé et l’enzyme GoTaq G2 DNA

polymérase à 5 U/µL avec le programme PCR suivant : 95 °C 2 min, 30 cycles (95 °C 30 sec,

55,5 °C 30 sec, 72 °C 30 sec), 72 °C 5 min, 4 °C ∞. Le produit de cette PCR (5 µL) est en-

suite digéré par l’enzyme de restriction EcoRV (0,2 U/µL, New England Biolabs, RO195S)

30 min à 37 °C en tampon NEBuffer3.1 (New England Biolabs, B7203S).

2.4.4 Séquençage des souris

Extraction d’ARN

Les BMDM ont été traités au LPS à 50 ng/mL pendant 8h afin d’augmenter la trans-

cription du gène Nlrp3. Ils ont ensuite été rincés au DPBS puis lysés 5 min à température

ambiante dans du TRIzol (Life Technologies, 15596018), 1 mL par puits (de plaque 6 puits)

et placés à -20 °C. Le lendemain, 200 µL de chloroforme a été ajouté et les tubes ont été

vortexés pendant 15 sec, puis incubés 2 à 3 min à température ambiante et centrifugés à

12000 g pendant 15 min à 4 °C. La phase aqueuse obtenue a ensuite été récupérée et les

ARN ont été précipités par addition de 500 µL d’isopropanol. Après 10 min d’incubation

55



CHAPITRE 2. MATÉRIEL ET MÉTHODES

à température ambiante, le mélange a été centrifugé à 12000 g pendant 10 min à 4 °C.

Le culot a alors été resuspendu dans 1 mL d’éthanol à 75 %, vortexé, puis centrifugé à

15000 g, 15 min, 4 °C. Après avoir fait sécher le culot contenant les ARN, ceux-ci ont été

resuspendus par 10 min d’incubation à 60 °C dans 100 µL d’eau sans RNases.

Les ARN ont ensuite été purifiés en suivant les instructions du kit NucleoSpin®RNA

Clean up (Macherey-Nagel, 740948).

Reverse-transcription et amplification par PCR

Les ARN ont ensuite été rétro-transcrits en suivant les recommandations du kit

ImProm-IITM Reverse Transcription System (Promega, A38000).

Les primers mNLRP3_4F_Not1 et mNLRP3_3103R_BamHI (A.2) ont été utilisés pour

réaliser une PCR (programme : 98 °C 30 sec, 35 cycles (98 °C 10 sec, 64 °C 30 sec, 72 °C 1

min), 72 °C 5 min, 4 °C ∞) avec la Phusion polymérase (ThermoFisher, F-530L).

Séquençage

Les produits de PCR ont ensuite été amplifiés par la Taq-polymérase (72 °C 10 min)

afin de pouvoir poursuivre par un clonage TOPO (TOPOTM TA CloningTM kit, Invitrogen,

450641) en suivant les recommandations du constructeur. Plusieurs clones obtenus ont

ensuite été envoyés au séquençage (Eurofin Genomics).

2.4.5 Souris utilisées dans les expériences

Les souris ont été élevées en animalerie « Specific Pathogen Free » (SPF). Les souris

Nlrp3K568R/K568R ont été croisées au minimum deux fois avec des souris WT C56BL6/J

avant d’avoir été utilisées dans les expériences in vitro. Les BMDM ont été extraits de

souris âgées de 7 à 10 semaines. A chaque fois que cela a été possible, les souris WT et

Nlrp3K568R/K568R utilisées dans une même expérience provenaient de la même portée et

étaient de même sexe.

2.5 Activation de l’inflammasome canonique

Le lendemain de la mise en culture des BMDM, ceux-ci ont été traités avec 5 ng/mL de

LPS pendant 8h au total pour donner le signal de priming. Des incubations plus longues

ou des doses différentes seront indiquées dans les légendes des figures concernées. Les

différents signaux de priming utilisés et leurs conditions d’utilisation sont indiqués dans

la table 2.2.

Le HKSA (heat killed Staphyllococcus aureus) a été préparé au laboratoire après avoir

mis en culture en milieu LB une souche de Staphyllococcus aureus provenant d’un patient

hospitalisé à Lyon, puis avoir fait bouillir celle-ci pendant 30 min à 100 °C en DPBS. La
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Premier signal Dose Temps d’in-

cubation

Fournisseur, Référence

LPS (E. coli O111 :B4) 5 ng/mL (0,1-2000 ng/mL) 8h (10 min -

24h)

Sigma-Aldrich, L3024

Pam3CSK4 3-300 ng/mL 8-24h Invivogen, tlrl-pms

Flagelline FLA-ST 5 µg/mL 8-24h Invivogen, tlrl-stfla

Poly(I :C) HMW 0,5-1 µg/mL 8-24h Invivogen, tlrl-pic

Poly(I :C) LMW 0,5-50 µg/mL 8-24h Invivogen, tlrl-picw

HKLM 2,5×107-108 bactéries/mL 8-24h Invivogen, tlrl-hklm

HKSA 2,25×108 bactéries/mL 8-24h Préparé au laboratoire

Imiquimod (R837) 50 µg/mL 8-24h Invivogen, tlrl-imq

FSL-1 50-100 ng/mL 8-24h Invivogen, tlrl-fsl

ssRNA40/LyoVecTM 0,25-2,5 µg/mL 8-24h Invivogen, tlrl-lrna40

ODN1826 20 µM 8-24h Invivogen, tlrl-1826

PMA 5-500 ng/mL 8-24h Invivogen, tlrl-pma

TNF 5-500 ng/mL 8-24h Peprotech 315-01A

Tableau 2.2 – Signaux de priming. Nom, concentrations, temps d’incubation, fournisseur et réfé-

rence.

mort de la souche a été vérifiée par une culture sur boîte LB n’ayant donné aucune

colonie.

Les seconds signaux ou signaux d’activation ont été délivrés aux cellules selon les

temps et les dosages indiqués dans la table 2.3. Pour les signaux ayant un temps d’in-

cubation supérieur à 2h, ceux-ci ont été ajoutés au bout de 6h de priming et laissés sur

les cellules le temps indiqué (ce qui fait que le temps total de priming est augmenté étant

donné que ce signal n’a pas été retiré du milieu).

Second signal Dose Temps d’incubation Fournisseur, Référence

ATP 2 mM 30 min Sigma-Aldrich, A2383-25G

HLLOMe 0,2-1 mM 1h Invivogen, tlrl-pms

Imiquimod (R837) 5-20 µg/mL 2h Invivogen, tlrl-imq

MSU 0,05-0,2 mg/mL 16h Invivogen, tlrl-msu-25

Nigéricine 20 µg/mL 1h Invivogen, tlrl-nig-5

Silice 20 µg/mL 16h Préparée au laboratoire

Tableau 2.3 – Signaux d’activation. Nom, concentrations, temps d’incubation, fournisseur et ré-

férence.

2.6 Infections bactériennes

2.6.1 Francisella tularensis novicida

Les cellules ont été traitées avec l’IFN-γ à 100 U/ml (11343534, Immunotools) 16h

avant l’infection. Puis, la quantité de bactérie indiquée dans les figures a été ajoutée aux

cellules. Les plaques ont ensuite été centrifugées 15 min à 1000 g, puis incubées 1h à 37 °C
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et 5 % de CO2. Passé ce délai, les cellules ont été rincées, puis du nouveau milieu conte-

nant en plus 10 µg/ml de gentamicine (15750060, ThermoFisher) est ajouté aux cellules.

Le temps d’incubation ensuite suivi correspond au temps d’infection indiqué sur les fi-

gures.

2.6.2 Escherichia coli

La quantité de bactérie (souche J53) indiquée dans les figures a été ajoutée aux cel-

lules. Les plaques ont ensuite été centrifugées 15 min à 1000 g, puis incubées 1h à 37 °C

et 5 % de CO2. Passé ce délai, les cellules ont été rincées, puis du nouveau milieu conte-

nant en plus 10 µg/ml de gentamicine (15750060, ThermoFisher) est ajouté aux cellules.

Le surnageant des cellules est ensuite récupéré le lendemain matin de l’infection (environ

16h plus tard) puis analysé par test ELISA.

2.7 Inhibition de l’efflux de potassium lors de l’activation

de l’inflammasome

Une solution de KCl à 1 M diluée dans de l’eau distillée et filtrée à l’aide d’un filtre

à 0,45 µm (Dutcher, 146561) est préparée et la quantité nécessaire pour obtenir une

concentration finale de 10-50 mM de KCl dans le milieu est ajoutée sur les cellules. L’ac-

tivation de l’inflammasome canonique se fait ensuite comme expliqué précédemment.

2.8 Utilisation des inhibiteurs de l’inflammasome

Différents inhibiteurs de l’inflammasome ont été testés sur les BMDM. La table 2.4

récapitule les conditions d’utilisation de ces composés.
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ComposéDose

(µM)

Incubation avec

premier signal

Incubation avec

premier et second

signaux

Réfé-

rence

Fournisseur, réfé-

rence

Bay

11-

7082

0,5-1 15 min avant le

premier signal

15 min avant le se-

cond signal

[289] Santa Cruz Bio-

technology, sc-

200615

CAS

509093-

47-4

0,5-

10

En même temps

que le premier si-

gnal

En même temps

que le premier si-

gnal

[118,

290]

Tocris, 5665

Colchi-

cine

0,5-

10

30 min avant le

premier signal

30 min avant le se-

cond signal

[162] Sigma-Aldrich,

C9754

CRT

0066101

0,1-1 1h avant le pre-

mier signal

1h avant le second

signal

[168] Tocris, 4975/10

CY-09 10-

30

30 min avant le

premier signal

30 min avant le se-

cond signal

[78] Tocris, 6436

Forskolin10-

50

15 min avant le

premier signal

15 min avant le se-

cond signal

[135] Sigma-Aldrich,

F6886-10MG

G5 0,1-1 15 min avant le

premier signal

15 min avant le se-

cond signal

[184] Millipore, 662125-

10MG

MCC950 0,1-1 15 min avant le

premier signal

15 min avant le se-

cond signal

[186,

291]

Sigma-Aldrich,

PZ0280-25MG

Mito-

TEMPO

100-

500

10 min avant le

premier signal

10 min avant le

premier signal

[76] Sigma-Aldrich,

A7250-5MG

Parthé-

nolide

0,1-1 15 min avant le

premier signal

15 min avant le se-

cond signal

[289] INCONNUE

SP60012510-

50

1h avant le pre-

mier signal

1h avant le pre-

mier signal

[292] Euromedex S1460

Tableau 2.4 – Inhibiteurs. Nom, molécules inhibée, concentrations utilisées, conditions d’incuba-

tion, référence bibliographique et commerciale des inhibiteurs de l’inflammasome utilisés.

2.9 Transfection des siARN

Les siARN (murins) utilisés ont été commandés chez Dharmacon sous forme de

« smart pool » (mélange de 4 siARN différents qui ciblent un même ARN, siGENOME).

Les séquences des siARN et leurs références sont données en table A.3.

Les BMDM ont été mis en culture à des densités de 0,1 ×106 (pour des conditions de

24h de premier signal seul ou avec premier et second signaux) ou 0,2 ×106 cellules/mL

(pour des conditions de 8h de premier signal seul) dans 100 µL en plaque 96 puits. Le len-

demain, 4 pmol ou 16 pmol de siRNA, respectivement à la densité de cellule précédente,

ont été pré-incubées 20 min en présence de 0,15 µL de lipofectamine RNAiMAX (Invitro-

gen, 13778150) dans un volume de 30 µL d’optiMEM (Gibco, 31985-047). Le mélange a

ensuite été ajouté au milieu de culture déjà présent sur les cellules. Le milieu a été changé

6h après. Les cellules ont été stimulées avec les activateurs de l’inflammasome 48h après

transfection.
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2.10 Transfection au CaCl2

Les cellules HEK293 ont été ensemencées à 50-60 % de confluence. Le lendemain, un

volume de solution 1 (contenant le plasmide à 16 µg/mL dans 250 mM de CaCl2) cor-

respondant à 1⁄16 du volume de milieu de culture des cellules à transfecter a été ajouté

goutte à goutte à un volume équivalent de solution 2 (180 mM NaCl, 10 mM KCl, 1,5 mM

Na2HPO42H2O, 12 mM D-glucose, 50 mM Hepes) et incubé 20 min à température am-

biante puis vortexé et déposé goutte à goutte sur les cellules. Le milieu a été changé 4h

après la transfection. Les cellules ont été utilisées (pour immunoprécipitation ou western

blot) généralement 24h après la transfection.

2.11 Précipitation des protéines présentes dans le surna-

geant

Les cellules ont été cultivées dans du milieu Opti-MEM afin de n’avoir ni SVF (pro-

blématique lors des western blot), ni manque de nutriments ou de facteurs de croissance

pouvant conduire à une inhibition de l’activation de l’inflammasome [173] étant donné

la longueur des temps de stimulation. Après la stimulation des cellules, le surnageant a

été récupéré et centrifugé pour enlever les éventuels débris cellulaires et cellules mortes

puis incubé 30 min à 4 °C en présence de 10 % d’acide trichloroacétique (Sigma-Aldrich,

T0699). Il a ensuite été centrifugé 15 min à 13 krpm, 4 °C, puis rincé deux fois à l’acétone

pré-refroidi à -20 °C. Le précipité obtenu a été séché à l’air et resuspendu dans du Sample

Buffer 2X (SB2X :100 mM Tric-HCl pH 6,8, 10 % Glycerol, 4 % β-mercapto-ethanol, bleu

de bromophenol).

2.12 « Pull-down » de protéines

Les cellules ont été décrochées de leur boîte de culture à l’aide d’une raclette (cell scra-

per) puis rincées au DPBS deux fois. Elles ont ensuite été lysées en tampon RIPA (50 mM

Tris-HCl pH 8, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,05 % Sodium deoxycholate, 1 % Triton X-100,

0,1 % SDS, 1 M NaF, 200 mM Na3VO4, 1 mM PMSF, cocktail d’inhibiteurs de protéases

sans EDTA (cOmpleteTM, Roche, 5056489001)) pendant 1h à 4 °C. Le lysat obtenu a été

centrifugé à 13 krpm 10 min à 4 °C. Environ 5 % en volume du surnageant a été gardé

pour analyse du lysat total par western blot. Le reste de surnageant a été réparti sur les

billes préalablement équilibrées en tampon RIPA et incubé en rotation toute la nuit à

4 °C. Les immunoprécipitations anti-Flag ont été réalisées à l’aide des billes recouvertes

d’anticorps anti-Flag (Sigma-Aldrich, A220) et les immunoprécipitations anti-NLRP3 ont

été réalisées avec 0,8 µg d’anticorps anti-NLRP3 (Adipogen, AG-20B-0014) incubé avec

des billes Ultralink A/G (Thermo Fisher Scientific, 53133). Concernant les précipitations
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de protéines liant l’ATP, des billes 5’-ATP-agarose (Sigma-Aldrich, A2767) ont été utilisées.

Le lendemain, les billes ont été rincées six fois en tampon RIPA et éluées en SB2X.

2.13 Western Blot

Après la stimulation des cellules, le milieu est enlevé, les cellules sont rincées au DPBS

et lysées en SB2X (sample buffer 2X) à 4 °C. Les échantillons sont ensuite bouillis à 100 °C

pendant 5-10 min et déposés sur gels d’acrylamide (SDS-PAGE). Après la migration, ef-

fectuée à 20-35 mA par gel dans du tampon de migration (186,5 mM glycine, 24,8 mM Tris

base, 0,1 % SDS), les protéines ont été transférées sur membrane PVDF (PolyVinyliDene

Fluoride, polyfluorure de vinylidène) pendant 30 min à 25 V via un transfert semi-sec

(Biorad) dans du tampon de transfert (25 mM Tris base, 192 mM glycine, 20 % ethanol,

pH ajusté à 8,3). Les membranes ont ensuite été bloquées 30 min dans du TBS-T (10 mM

Tri-HCl pH 8, 150 mM NaCl, 0,05 % Tween20) contenant 5 % de lait, de BSA ou de géla-

tine selon l’anticorps primaire utilisé (cf. table A.4). Puis elles ont été transférées dans une

solution d’anticorps primaire dilué dans du TBS-T à 5 % de lait, BSA ou gélatine selon l’an-

ticorps primaire (cf. table A.4) et placé sous agitation toute la nuit à 4 °C. Le lendemain,

les membranes ont été rincées trois fois pendant 10 min dans du TBS-T, puis incubées

avec l’anticorps secondaire dilué dans du TBS-T contenant 2 % de lait pendant 30 min

à température ambiante (cf. table A.5). Les membranes ont ensuite été de nouveau rin-

cées selon le même protocole que précédemment. La révélation a été effectuée à l’aide

d’ECL (enhanced chemiluminescence) mis en contact 1min avec la membrane (ECL pré-

paré au laboratoire : mélange équi-volumique des solutions suivantes : ECL 1 (2,5 mM

luminol (Sigma-Aldrich-Aldrich, A-8511), 0,4 mM acide p-coumaric (Sigma-Aldrich C-

9008), 100 mM Tris-HCl pH 8,6) et ECL 2 (0,02 % H2O2, 100 mM Tris-HCl pH 8,6) ou ECL

commercial (ECL Prime, GE Healthcare) selon les anticorps, cf. table A.4). Les images ont

été prises avec un Chemidoc (Biorad).

2.14 Test ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

Les test ELISA utilisés pour la détection de l’IL-1β, l’IL-1α et du TNF murins ou hu-

mains proviennent de R&D Systems (DY401, DY400-05, DY410 respectivement). Les tests

ont été réalisés comme expliqué ci-après. Les plaques ELISA (Sarstedt, 85.1581200) sont

« coatées », c’est-à-dire recouvertes de 50 µL d’anticorps de capture dilué dans du tampon

borate (0,1 M d’acide borique, 25 mM de sodium tetraborate decahydrate, pH 8,2) et pla-

cées toute la nuit à 4 °C. Le lendemain, chaque puits est rincé quatre fois avec 300µL de

tampon de lavage (DPBS additionné de 0,05 % de Tween20), puis bloqué avec 100 µL de

tampon de blocage (DPBS additionné de 1 % de BSA) durant 1h, et rincé comme précé-

demment. Les échantillons, si besoin préalablement dilués en tampon de dilution (0,1 %
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BSA, 0,05 % Tween 20, dilués en DPBS), ont été déposés dans la plaque et incubés toute la

nuit à 4 °C. Le lendemain, les puits ont été rincés, puis incubés 2h à température ambiante

avec 50 µL d’anticorps secondaire. Après rinçages, les puits ont été incubés 20 min avec

de la streptavidine-HRP et ont été rincés de nouveau avant d’être révélés grâce à 100 µL

de substrat TMB (BD Biosciences, 555214). La réaction est stoppée via l’addition de 50 µL

de solution stop (2 M acide sulfurique). L’absorbance à 450 nm et 570 nm des puits est

ensuite lue.

Pour les tests ELISA ayant servi à détecter l’IL-18 murine et l’HMGB1, des kits parti-

culiers ont été utilisés (Invitrogen BMS618/3TEN et Antibodies online, ABIN5523372 res-

pectivement), et les tests ont été réalisés en suivant les indications du fournisseur.

2.15 Détection du LDH

La détection du LDH a été réalisée avec le kit « Cytotoxicity Detection KitPLUS (LDH) »

(Roche, 04744926001). A la fin de la stimulation des cellules, 50 µL de surnageant a été in-

cubé à l’abri de la lumière avec 50 µL de tampon de réaction (fraîchement préparé à partir

des instructions fournies par le kit) jusqu’à ce que la coloration des puits change (avec un

plafond de 30 min maximum). Puis, 25 µL de solution stop a été ajoutée et l’absorbance a

été lue à 492 nm et 620 nm.

2.16 Incorporation d’iodure de propidium et de YO-

PROTM-1

Les BMDM utilisés pour ces expériences ont été ensemencés à une densité de 0,3 ×106

cellules/mL dans 100 µL en plaques 96 puits à fonds transparents plats et rebords noirs

(Greiner Bio-One, 6655090). Le lendemain et 1h avant de procéder à la phase de lecture,

les cellules ont été traitées avec les colorants suivants : Hoechst 33342 à 0,2 µg/mL (Im-

munochemistry technologies, 639), iodure de propidium à 1,25 µg/mL (Immunochemis-

try technologies, 638), YO-PROTM-1 Iodide à 1 µM (Invitrogen, Y3603). Les cellules ont été

traitées juste avant la phase de lecture. Les cellules ayant incorporé les colorants ont été

dénombrées à l’aide de photographies (2 champs par puits) prises au microscope High

Content Screening Yokogawa Confocal Quantitative (CQ1) et analysées via le logiciel CQ1.

2.17 Immunofluorescence

Dans les expériences d’immunofluorescence, les cellules ont été ensemencées à

0,3 ×106 cellules/mL en plaques 24 puits dans 500 µL. Au fond de ces puits ont été préa-

lablement déposées des lamelles de verre rincées à l’acétone et séchées à l’air libre. Après

le traitement des cellules, celles-ci ont été rincées au DPBS (avec calcium/magnesium
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et pH ajusté à 7,1 (Gibco, 14040133)) et fixées dans 250 µL de PFA 4 % pendant 20 min.

Après un nouveau rinçage au DPBS, la PFA a été coinchée avec du tampon glycine (0,1 M

Glycine dans du DPBS) pendant 10 min. Les cellules ont été ensuite rincées deux fois en

DPBS, puis perméabilisées au Triton (0,1 % Triton X-100 (Amresco, 0694-1L), 0,2 % BSA en

DPBS) pendant 30 min. Les lamelles ont ensuite été incubées 1h avec l’anticorps anti-ASC

(dilution 1⁄100 en DPBS à 0,5 % BSA, soit 2 µg/mL, Santa Cruz Biotechnology sc-22514-R).

Puis elles ont été lavées quatre fois 5 min en DPBS à 0,2 % BSA et incubées 30 min avec

l’anticorps secondaire dilué 1⁄300 (6,7 µg/mL) en DPBS à BSA 0,5 % (anticorps dirigé contre

l’IgG de Lapin Alexa Fluor 660, Invitrogen, A21074). Les cellules ont ensuite été lavées en

DPBS à 0,2 % BSA 5 min, puis incubées 5 min avec du Hoechst 33342 à 0,2 µg/mL, puis

lavées encore deux fois. Enfin, les lamelles ont été rincées à l’eau distillée, puis séchées et

montées sur lames dans 10 µL de solution de montage (50 % Glycerol, 0,5 M propylgallate

dilués en DPBS) et scellées au vernis. Elles ont été observées à l’aide d’un microscope à

épifluorescence (AxioImager Z1 de Zeiss) et les images ont été analysées à l’aide du logi-

ciel d’ImageJ.
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Objectifs de l’étude

Les modifications post-traductionnelles de NLRP3, et notamment l’ubiquitination et

la phosphorylation, sont impliquées dans la régulation de son activation, aussi bien lors

de la phase de priming que lors de la phase d’activation [293]. Cependant, les sites pré-

cis portant ces modifications ainsi que les enzymes impliquées dans la mise en place ou

dans le retrait de ces modifications ne sont encore que très peu décrits. Les objectifs de

cette partie sont d’identifier de nouveaux sites de modifications post-traductionnelles

de NRLP3 et de décrire leurs rôles dans l’activation de l’inflammasome. Nous espérons

ainsi trouver de nouveaux points de contrôles de l’activation de l’inflammasome, ce qui

à terme pourrait se révéler utile dans l’élaboration de nouvelles thérapies pour les pa-

tients atteints de pathologies dans lesquelles NLRP3 est impliqué, comme notamment les

maladies métaboliques (athéroscléroses, diabètes de types II...), les maladies neurodégé-

nératives (sclérose en plaque, maladie d’Alzheimer, maladie de Parkinson...), les cancers

[242, 243]... De plus, certaines mutations ponctuelles de NLRP3 ont un effet gain de fonc-

tion, entraînant le développement d’une maladie auto-inflammatoire appelée CAPS, via

des processus qui ne sont actuellement pas élucidés. L’identification de sites modifiés

post-traductionnellement sur cette protéine pourrait éclairer la compréhension de ces

mécanismes, notamment si le site en question se situe au niveau des sites mutés chez les

patients CAPS.

Le Dr. Bénédicte Py a réalisé l’expérience décrite en figure 3.1, le Dr. Thomas Henry a

réalisé les expériences décrites en figures 3.3 et 3.4. M.G. a réalisé les expériences décrites

sur toutes les autres figures.

3.1 NLRP3 est phosphorylé et ubiquitiné sur différents

sites

3.1.1 Identification des sites de modifications post-traductionnelles de

NLRP3

Première méthode utilisée et résultats

Cette partie a été réalisée par le Dr. Bénédicte Py, CIRI, Lyon. Afin d’identifier les sites

de modifications post-traductionnelles présents sur la protéine NLRP3, il a tout d’abord

été nécessaire de purifier la protéine en question. Des macrophages murins immortalisés

Nlrp3 KO reconstitués pour sur-exprimer NLRP3-Flag (cellules NG5) ont été utilisés

afin d’obtenir de grandes quantités de la protéine [287]. De plus, comme la recherche

des sites d’ubiquitination était l’intérêt principal porté par cette étude, les cellules ont

été traitées avec un inhibiteur d’isopeptidases, appelé G5 [294, 295], permettant ainsi

d’augmenter la présence des formes ubiquitinées des protéines dans les cellules. Une
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choisies. Le résidu K373 est aussi très fortement conservé, sauf chez la vache, espèce pour

laquelle le résidu correspond à une arginine, acide aminé aux propriétés très similaires à

la lysine, sauf que celui-ci ne peut pas porter de chaînes d’ubiquitine (figure 3.11). Enfin,

le résidu K543 est quant à lui peu conservé : un résidu lysine est présent chez la souris,

le rat et le castor, alors que chez l’homme et le macaque c’est une valine qui est à cette

position, et chez le chien, le cochon, la vache, le cheval et le dauphin c’est une asparagine

qui est présente. Or comme il est décrit dans la figure 3.11, ces acides aminés n’ont pas de

propriétés chimiques communes avec la lysine.

Ainsi, si l’on considère que le degré de conservation d’un résidu protéique entre dif-

férentes espèces reflète l’importance de ce résidu pour la fonction de la protéine, alors

les résidus K285, K426, K506, K568 et dans une moindre mesure les résidus S157 et K373

sont très importants pour le fonctionnement de NLRP3. Cependant, rien n’indique que

ce sont les modifications post-traductionnelles qu’ils portent qui sont essentielles, ni que

ces résidus sont importants dans la régulation de l’activation de l’inflammasome, étant

donné les nombreuses fonctions non canoniques de NLPR3 [305, 306]. A l’inverse, le ré-

sidu K543, très peu conservé, semble être moins important pour le fonctionnement de

NLRP3.
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mant NLRP3 WT. Les résultats de toutes les expériences sont présentés dans les tableaux

3.1 et 3.2. Les variations observées entre les différentes expériences et les différents sti-

muli utilisés montrent que les lignées cellulaires ne semblent pas être un modèle adapté

à l’étude de ces modifications post-traductionnelles de NLRP3.

iBMDM

S157A S157D S685A S685D

LPS

ND ND ND ND

ND ND ND ND

ND ND ND ND

LPS Nigéricine
- - + +

= + + +

LPS ATP
- - + -

= + + +

LPS Imiquimode
- = = ND

= = = =

LPS HLLOMe = + + +

LPS Silice ND ND ND ND

LPS MSU
ND ND ND ND

= + + +

Francisella tularensis novicida X X X X

Escherichia coli

- - - -

= - - -

+ + - +

Tableau 3.1 – Résumé des résultats obtenus lors des expériences menées sur les cellules recons-

tituées avec NLRP3 muté sur les résidus sérines phosphorylés. La table présente la sécrétion

d’IL-1β obtenue dans le surnageant après stimulation des cellules reconstituées avec les mutants

de NLRP3 par rapport à la sécrétion d’IL-1β obtenue suite à la stimulation des cellules reconsti-

tuées avec NLRP3 sauvage. « ND » (non détecté) désigne les expériences qui ont été faites mais qui

n’ont pas permis de détecter de l’IL-1β, « + », « = », « - » indiquent une sécrétion d’IL-1β respecti-

vement supérieure, égale, inférieure à celle des cellules reconstituées avec NLRP3 sauvage. « X »

indique que le stimulus n’a pas été testé.

83



CHAPITRE 3. RÉSULTATS : ETUDE DE L’IMPACT DE PLUSIEURS MODIFICATIONS

POST-TRADUCTIONNELLES DE NLRP3 DANS L’ACTIVATION DE L’INFLAMMASOME

U937 iBMDM

K289R K430R K510R K285R K426R K506R K543R

LPS

ND ND ND ND ND ND ND

ND ND ND ND ND ND ND

ND ND ND ND

LPS Nigéricine

= - - - - - -

= - = = - - +

+ - = +

LPS ATP

X X X ND ND ND ND

- - - +

= - = +

LPS Imiquimode
ND ND ND ND ND ND ND

ND ND ND ND

LPS HLLOMe
ND ND ND ND ND ND ND

= - = +

LPS Silice X X X ND ND ND ND

LPS MSU X X X ND ND ND ND

Francisella tularensis novicida

- - - X X X X

- - =

= = +

Escherichia coli
= = - X X X X

= = =

Tableau 3.2 – Résumé des résultats obtenus lors des expériences menées sur les cellules recons-

tituées avec NLRP3 muté sur les résidus lysines ubiquitinés. La table présente la sécrétion d’IL-

1β obtenue dans le surnageant après stimulation des cellules reconstituées avec les mutants de

NLRP3 par rapport à la sécrétion d’IL-1β obtenue suite à la stimulation des cellules reconstituées

avec NLRP3 sauvage. « ND » (non détecté) désigne les expériences qui ont été faites mais qui n’ont

pas permis de détecter de l’IL-1β, « + », « = », « - » indiquent une sécrétion d’IL-1β respectivement

supérieure, égale, inférieure à celle des cellules reconstituées avec NLRP3 sauvage. « X » indique

que le stimulus n’a pas été testé.
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Abstract

NLRP3 is a cytosolic PRR that forms a multiproteic platform upon activation by PAMPs

or DAMPs. This platform is essential to mediate the inflammatory response through

activation of caspase-1 that controls the secretion of pro-inflammatory cytokines such

as IL-1βand inflammatory cell death named pyroptosis that releases additional DAMPs.

NLRP3-dependent inflammation is involved in various multifactorial conditions and

gain-of-function mutations are associated with CAPS hereditary auto-inflammation.

NLRP3 activation is physiologically tightly controlled and required two signals: a prim-

ing signal given by TLR stimulation and an activation signal given by pore forming

molecules, lysosomal destabilization or mitochondrial damages. The precise molec-

ular mechanisms by which NLRP3 is activated after these signals remain elusive. How-

ever, NLRP3 ubiquitination was shown to regulate its activation. Using mass spectrom-

etry we show that NLRP3 is ubiquitinated on lysine K568 associated to CAPS. We show

that K568 is ubiquitinated upon NLRP3 priming by TLR4 ligand LPS. Using CRISPR/

Cas9 approach, we have generated Nlrp3K568R/K568R knock-in mice impaired for the

ubiquitination of NLRP3 K568 residue. Priming with LPS is sufficient to activate caspa-

se-1 and triggers the secretion of modest but robust amounts of IL-1β in Nlrp3K568R/K568R

primary BMDMs. This IL-1β secretion occurs without neither ASC speck formation

nor pyroptosis. Despite the lack of activation signal, this IL-1β secretion remains de-

pendent on potassium efflux and NLRP3 ATPase activity. Altogether, our study reveals

ubiquitination of NLRP3 on K568 as a new inhibitory checkpoint after priming, block-

ing NLRP3 activation in the absence of further activation signals.
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INTRODUCTION

Inflammation is a part of innate immune response triggered to protect the organism from

infections or tissue damages. This process is activated following the sensing of PAMPs

(pathogen associated molecular patterns) or DAMPs (damage associated molecular pat-

terns) by PRRs (pattern recognition receptors) expressed by innate immune cells. This

leads to the secretion of proinflammatory cytokines which allow infection clearance or

tissue damages repair [1]. NLRP3 (nucleotide-binding domain leucin-rich repeat [LRR]

and pyrin-containing receptor 3) is a cytosolic PRR that assembles a multiproteic platform

named inflammasome upon activation. The inflammasome comprised also an adaptor

protein ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase recruitment

domain [CARD]) and an effector protein pro-caspase-1. The inflammasome assembly in

the cells results in the pro-caspase-1 autoproteolytic cleavage and activation [2]. The ac-

tive caspase-1 produced cleaves its substrates including pro-cytokines produced in the

cytosol, pro-IL(interleukin)-1β and pro-IL-18, and GSDMD (gasdermin-D). The gener-

ated N terminal fragment of GSDMD forms pores accross the plasma membrane, allow-

ing the release of the cleaved cytokines as well as the pro-inflammatory cell death, called

pyroptosis [3–8]. Besides, IL-1β secretion was shown to also occur independently of GS-

DMD, even if less efficient [9]. In line with this, pro-inflammatory cytokines can be re-

leased in absence of pyroptosis [4, 10–12].

NLRP3 inflammasome activation is a process that needs to be tightly controlled. In-

deed, autosomal dominant gain of function mutation in NLRP3, almost always due to

missense mutations, leads to the development of an autoinflammatory disease called

cryopyrin-associated periodic syndromes (CAPS) [13]. Depending on the mutation of

NLRP3 and other factors, this disease has diverse clinical manifestations among which

the appearance of cold-induced urticaria, episodic fever, arthralgia, deafness and central

nervous system impairment [14]. Moreover, inappropriate activation of NLRP3 inflam-

masome is also linked to the severity and the disease progression of many multifacto-

rial diseases, including multiple sclerosis, Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease, can-

cer, type II diabetes, atherosclerosis [15–17]. The anti-IL-1β-based therapies, successful

against CAPS, are not efficient to treat the multifactorial diseases, probably because the

drugs do not target IL-18 and pyroptosis [18]. Thus, the understanding of the molecular

mechanisms of NLRP3 inflammasome activation would be one of the key knowledge for

the discovery of new drugs preventing inflammasome activation.

NLRP3 inflammasome assembles downstream of diverse stimuli as metabolites, pro-

tein aggregates, crystals, extracellular ATP, hyaluronic acid, pore-forming bacterial tox-

ins including nigericin, bacterial and viral nucleic acids [19–22]. This great diversity of

activators excludes the possibility of their direct interaction with NLRP3 but they rather

induce different signalling pathways all converging to NLRP3 activation. NLRP3 activa-

tion stages are not yet fully understood. The current model proposes a two steps process
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for the canonical inflammasome activation. First, a priming signal, typically provided by

LPS (lipopolysaccharide) binding to TLR4 (toll-like receptor 4) that activates the NF-κB

(nuclear factor κB) pathway. This triggers the transcription of pro-inflammatory genes,

among which Nlrp3 itself, pro-il-1b, and Tnf (tumor necrosis factor) [23]. The priming

signal has also transcription independent roles, probably relying on post-translational

modifications [24–27]. However, primed NLRP3 is not active. An activation signal, pro-

vided by nigericin, extracellular ATP or crystals for instance, is required to activate NLRP3.

The mechanisms of action of these activation signals are not elucidated, although potas-

sium efflux, a common feature downstream of most of the activators of NLRP3, is thought

to be central in this process [28, 29]. Several studies have shown that NLRP3 ubiquitina-

tion prevents the inflammasome assembly [27, 30].

In this study we report that NLRP3 K568 is a site of ubiquitination for NLRP3 upon

priming. The impairment of this ubiquitination, by the NLRP3 K568R substitution, leads

to the secretion of IL-1β in small amounts but in a reproducible manner after priming

of BMDMs (murine bone marrow derived macrophages), in the absence of pyroptosis.

This secretion occurs without ASC specks formation, but still requires ASC. Moreover, it

requires also the potassium efflux and the ATPase activity of NLRP3. Altogether, our study

reveals a new control checkpoint of the NLRP3 pathway with NLRP3 K568 ubiquitination

blocking NLRP3-dependent IL-1β secretion following LPS priming.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Constructs Kit QuickChangeIITM (Agilent Technologies, 200524) in combination

with the kit GatewayTM pENTRTM 1A Dual Selection Vector (Invitrogen, A10462) were re-

spectively used to insert point mutations in Nlrp3 gene and to transfer the mutated gene

in pInducer21 (Addgene, 46948) vector under a doxycyclin inducible promoter, according

to manufacturer’s instructions.

Cells U937 cells were cultured in Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI

1640) supplemented with 1X penicillin/streptomycin (P/S) and 10 % Fetal Bovine Serum

(FBS) (Gibco). Immortalized bone marrow derived macrophages (BMDMs) WT, Nlrp3 KO

and Nlrp3 KO reconstituted with NLRP3-Flag (NG5), a kind gift from Dr. Emad Alnemri

(Thomas Jefferson University, Philadelphia) [31], were cultured in Dulbecco’s modified

Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10 % FBS (Gibco) and 1X P/S. Human em-

bryonic kidney (HEK) 293T Lenti-XTM (Takara, 632180) were cultured in DMEM supple-

mented with 10 % FBS (Gibco) and 1X P/S and transfected with both pInducer21-NLRP3,

pCMVR8.74, and pMD2.G, using polyethylenimine (PEI, 2 µM). The lentiviral-containing

supernatant was used to transduce NLRP3 knock out U937 cells (gift from Dr. Thomas

Henry’s lab, Centre international de recherche en infectiologie, Lyon, France) [32]. Pos-

itive cells were FACS-sorted based on GFP fluorescence. BMDMs were obtained after
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flushing the bone marrow and seeding the precursors at 0.5 x 106 cells/ml in DMEM sup-

plemented with 10 % FBS (Gibco), 10 % macrophage colony-stimulating factor (M-CSF), 5

mM Hepes (Gibco) and 5 mM sodium pyruvate for 6 days. For trichloroacetic acid (TCA)-

precipitation assay, the cells were cultured in Eagle’s minimum essential medium (Opti-

MEM, Gibco).

Generation of Nlrp3K568R/K568R knock-in mice Guide design was made using

http://crispr.mit.edu/job/4376805238714947 website. The efficiency of the

proposed guide (5’ ACUUGCCGUAAUUUUCUAGU 3’) was tested after cloning this

sequence in pSpCas9(BB)-2A-GFP (pX458, Addgene 48138) and electroporating the

vector in immortalized BMDMs (transfection Neon, Invitrogen). GFP-positive cells were

then FACS-sorted and cloned in 96-well plates. We then performed DNA-extraction

of the cells (Nucleospin Tissue, Macherey-Nagel, 740952.50), PCR amplification of

the region surrounding the putative mutated site and checked DNA cleavage by

sequencing. C57Bl6/J mice (Charles River) embryos were microinjected with a

solution composed of 50 ng/µL of Cas9 (PNABio, CP02), 25 ng/µL of guide RNA

(mix of tracrRNA (TriLink) and crRNA (5’ ACUUGCCGUAAUUUUCUAGUGUUUUA-

GAGCUAUGCUGUUUUG 3’, Eurogentec) chemically modified with both 2’-O-methyl

and 3’-phosphorotioate on residues 69-71 and 1-3 respectively) and 10 ng/µL of

ssODN (5’ GGAGGTTGTTCAGATCTTCTGAACCGAGACGTGAAGGTCTTACTAGAAAAT-

TACGGCAAGTTTGAAAGAGGATATCTGATTTTTGTTGTCCGATTCCTCTTTGGCCTTGTAA

3’, Integrated DNA Technologies). The pups were then genotyped by specific PCRs

(forward primer 5’ AAGACTGACGTCTCCGCTTTC 3’ and reverse primers 5’ CGGACAA-

CAAAAATCAGATAGCCTT 3’ and 5’ CGGACAACAAAAATCAGATATCCTC 3’) and by EcoRV

(New England Biolabs, RO195S) digestion of the PCR products obtained with primers

forward 5’ AAGACTGACGTCTCCGCTTTC 3’ and reverse 5’ TTGGCCTTGGCTTTCACTTCA

3’. Chimeric mice were then backcrossed for at least 2 generations (in vitro experiments)

or 5 generations (in vivo experiments) with C57Bl6/J mice (Charles River). Mice were

maintained in specific pathogen-free conditions (PBES, ENS Lyon rodent facility) and

used between 7-10 weeks old for the experiments. Husbandery and all studies were

approved of the ethical committee (APAFIS#12355-2017102611052779 v5).

Inflammasome activation U937 were phorbol myristate acetate (PMA)-

differentiated for 16h, then primed with LPS (40 ng/ml) (Sigma-Aldrich, L3024) for

3h, and activated with nigericin (20 µg/ml) (Invivogen, tlrl-nig-5) for another 1h. BMDMs

were primed for 8h with either 5 ng/ml LPS or 300 ng/ml Pam3CSK4 (Invivogen, tlrl-pms)

or 2.5 x 108 bacteria/ml Heat killed Listeria monocytogenes (Invivogen, tlrl-hklm) or 2.25

x 108 bacteria/ml Heat killed Staphylococcus aureus (home prepared) or 100 ng/ml FSL-1

(Invivogen, tlrl-fsl) or 1 µg/ml Poly(I:C) (Invivogen, tlrl-pic and tlrl-picw) or 5 µg/ml

Flagellin (Invivogen, tlrl-stfla) or 2.5 µg/ml ssRNA40 (tlrl-lrna40) or 50 µg/ml imiquimod
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(Invivogen, tlrl-imq) or 20 µM CpG (Invivogen, tlrl-1826). They were then activated with

either 20 µg/ml 1h nigericin or 1 mM 1h HLLOMe (Invivogen, tlrl-pms) or 20 µg/ml

2h imiquimod or 0.2 mg/ml 16h monosodium urate MSU (Invivogen, tlrl-msu-25) or

20 µg/ml 16h silica (home prepared). The inhibitor compounds Bay-7082 (Santa-Cruz

Biotechnology; sc-200615) and CY-09 (Tocris, 5665) were added 15 min and 30 min

respectively prior to LPS. Necrostatin-1 (Abcam, ab221984) was added at the same time

as LPS and used at 90 mM dose.

siRNA siRNA were ordered as SmartPool (Dharmacon). BMDMs were seeded in 96-

well plates using 0.1 or 0.2 x 106 cells/ml and transfected with 4 pmol or 16 pmol of siRNA

respectively and 0.15 µL of Lipofectamin RNAiMAX (Invitrogen, 13778150). The media

was changed after 6h and the cells were used after 48h.

Immunoprecipitation (IP) Cells were lysed using RIPA buffer (50 mM Tris-HCl pH

8, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.05 % Sodium deoxycholate, 1 % Triton X-100, 0.1 %

SDS, 1 M NaF, 200 mM Na3VO4, 1 mM PMSF, protease inhibitors (cOmpleteTM, Roche,

5056489001)). NLRP3 was immunoprecipitated using either anti-Flag beads (Sigma-

Aldrich, A220) or anti-NLRP3 antibody in combination with A/G beads (Thermo Fisher

Scientific, 53133). The beads were then washed six times in RIPA buffer and the proteins

were eluted in sample buffer (100 mM Tric-HCl pH 6.8, 10 % Glycerol, 4 % β-mercapto-

ethanol, bromophenol blue).

Western blot Proteins contained in the supernatant were TCA-precipitated for 30

min and then the pellet obtained was washed twice with ice-cold acetone before elu-

tion in sample buffer. Cells were lysed in sample buffer. Samples were analyzed by SDS-

PAGE and transferred to PVDF membranes. After blocking, membranes were incubated at

4°C overnight with anti-actin (Millipore, MAB1501), anti-ASC (Santa Cruz Biotechnology,

sc-22514-R), anti-caspase-1 (home made by Junying Yuan’s lab, Harvard Medical School,

Boston), anti-caspase-11 (Biolegend, 647201), anti-GSDMD (Abcam, ab209845), anti-IL-

1β (R&D Systems, MAB4011), anti-lamin (Santa Cruz biotechnology, sc-374015), anti-

NEK7 (Abcam, ab133514), anti-NLRP3 (Adipogen, AG-20B-0014), anti-ubiquitin (Cell

Signaling Technology 3933), and revealed with HRP-conjugated secondary antibodies

(Promega and SouthernBiotech).

Mass spectrometry analysis NG5 and Nlrp3 KO iBMDMs were stimulated with G5

(2.5 µM, 2h), Flag-immunoprecipitated and analyzed by Coomassie staining. Bands con-

taining NLRP3 and its modified forms were cut and sent for mass spectrometry analysis

(collaboration with Dr. Steve Gygi, Harvard Medical School).
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Propidium Iodide (PI) and YOPRO-1 incorporation assay Cells were stained with

Hoechst 33342 (0.2 µg/ml, Immunochemistry technologies, 639), PI (1.25 µg/ml, Im-

munochemistry technologies, 638), YO-PRO-1 Iodide (491/509) (1 µM, Invitrogen, Y3603)

and then analyzed with High Content Screening Yokogawa Confocal Quantitative (CQ1)

for monitoring real time incorporation of the dyes.

Immunofluorescence Cells were fixed with paraformaldehyde (4 %, 20 min),

quenched with glycine (0.1 M, 10 min), and permeabilized (0.1 % Triton X-100, 0.2 %

Bovine serum albumin (BSA)) for 30 min. They were then stained with primary antibody

(ASC at 2µg/ml in 5 % BSA, Santa Cruz Biotechnology, sc-22514-R) for 1h and stained with

Alexa Fluor 660 secondary antibody (6.7 µg/ml, Invitrogen, A21074) for 30 min. Finally,

they were incubated with Hoechst 33342 (0.2 µg/ml) for 5 min. The slices were observed

with AxioImager Z1 (Zeiss) and the images were analyzed with ImageJ software.

Lactate dehydrogenase (LDH) assay Cell supernantants were analyzed for LDH

contents with the Cytotoxicity Detection kitPLUS (Roche, 04744926001) according to the

manufacturer’s instructions.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) Cell supernatants were analyzed for

IL-1β (R&D Systems, DY401), IL-1α (R&D Systems, DY400-05) and TNF (R&D Systems,

DY410) contents according to the manufacturer’s instructions.

RESULTS

NLRP3 is ubiquitinated on lysine K568

In order to identify NLRP3 ubiquitination sites, we analyzed by mass spectrometry pu-

rified ubiquitinated NLRP3. Immortalized murine Nlrp3 KO BMDMs reconstituted by

retroviral transduction to express NLRP3-Flag (NG5 clone) [27] were treated with G5 deu-

biquitinases inhibitor to increase NLRP3 ubiquitination level [30], and NLRP3-Flag was

immunoprecipitated (IP). Western blot (WB) analysis of a small fraction of the immuno-

precipitates confirmed that G5 treatment increases NLRP3 ubiquitination observable as

a high molecular weight smear (figure 1 A). The immunoprecipitates were then separated

by SDS-PAGE and stained by coomassie, and the gel cube corresponding to ubiquiti-

nated NLRP3 smear was analyzed by mass spectrometry (Drs. S. Gygi and R. Tomaino,

Taplin facility, Harvard Medical School, Boston, MA) (figure 1 B). This analysis identi-

fied lysine K568 (corresponding to K570 in human) as ubiquitinated. K568 is located

in a domain referred as NAD, between the NACHT and the leucin rich repeat (LRR) do-

mains in NLRP3 sequence, and is highly conserved among Mammalian species (figure

1 C). Notably, K570N substitution has been identified in a cryopyrin-associated periodic

syndrome (CAPS) patient [33]. Although this K570N substitution is somatic and only 9,4 %
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plemental figure S1 B) [34]. As opposite, U937 reconstituted with NLRP3 K570R secrete

IL-1β only after coordinated priming with LPS and activation with nigericin, similarly to

cells expressing WT. LPS-dependent TNF secretion was similar in all the U937 lines (sup-

plemental figure S1 B), indicating no defect in NF-κB pathway in those cells. Altogether,

our results indicate that K570 is a site of ubiquitination in NLRP3. The K570N polymor-

phism is associated with CAPS. However, substitution of K570 to N leads to a stronger

gain of function than the substitution to R blocking ubiquitination and therefore absence

of ubiquitination on K570 is not responsible for the entire the gain of function of the CAPS

associated K570N.

Nlrp3K568R/K568R BMDMs secrete IL-1β and activate caspase-1 in response to LPS prim-

ing.

To circumvent loss of fine-tuned regulation pathways and derivation issues inherent to

cell lines, we next generated C57BL6/J Nlrp3 knock-in mice expressing the NLRP3 K568R

allele by CRISPR/Cas9 technology. Three base substitions were inserted in the genome

of the mice (numbered according to the NCBI Nlrp3 genomic reference): a1703g codes

for the missense mutation K568R, the silent mutation c1675t invalidates the PAM site tar-

geted by the crRNA and avoids several rounds of DNA breaks and the silent mutation

c1707a adds an EcoRV restriction site used for genotyping (supplemental figure S2 A).

ssODN, crRNA and tracrRNA were in paralelle microinjected and electroporated in zy-

gotes for protocol set up in our facility (supplemental figure S2 B). Mice genotyping was

realized by two methods in order to avoid errors. First, a specific PCR using oligos that

specifically anneal with the WT or a1703g mutated (KI) locus. Second, PCR amplification

of the region surrounding the mutation site followed by EcoRV digestion (supplemental

figure S2 C). In addition, PCR amplification products of the latter PCR were sequenced

by Sanger after Topo cloning for the positive F0 chimeric mice and F1 mice to exclude

additional mutations. The chimeric mutant mice obtained were then backcrossed with

C57BL6/J mice for five generations in order to suppress any off-target mutations on other

gene and cDNA of Nlrp3 was fully sequenced to exclude additional mutations in the gene

of interest (supplemental figure S2 A). Heterozygous Nlrp3+/K568R are vial and fertile. The

mutated allele spread through generations following a Mendelian transmission, suggest-

ing no associated lethality (supplemental figure S2 D). Finally, NLRP3 K568R mice do not

display any spontaneous inflammatory phenotype (data not shown).

We then used primary BMDMs from these mice to investigate the impact of NLRP3

K568R mutation. In BMDMs, NLRP3 K568R is expressed at same basal level as NLRP3 WT

and induced similarly by LPS when detected by WB (supplemental figure S2 E). Low doses

of LPS (1-10 ng/ml) were sufficient to trigger modest but robust and reproducible secre-

tion of IL-1β in Nlrp3K568R/K568R BMDMs, but not in WT BMDMs in which secretion of IL-

1β depends on an additional activation signal as expected (figure 2 A). LPS-induced TNF
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secretion were indistinguishable in Nlrp3K568R/K568R and WT BMDMs, excluding a defect

in the regulation of the NF-κB pathway (figure 2 A). While, LPS-induced IL-1β secretion

by Nlrp3K568R/K568R BMDMs was detectable by ELISA as early as 6h post treatment (data

not shown), levels of IL-1β in the cell media increased during the 24h and stabilized up to

48h of LPS treatment (figure 2 B). Heterozygous Nlrp3+/K568R BMDMs showed an interme-

diate phenotype, confirming that K568R is a gain-of-function mutation. 17 kDa mature

IL-1β was detected by WB in the supernatant of LPS-treated Nlrp3K568R/K568R BMDMs,

while 33 kDa pro-IL-1β was induced similarly in Nlrp3K568R/K568R BMDMs as compared

to WT (figure 2 C). In addition, cleaved caspase-1 was detected in lysates of LPS-treated

Nlrp3K568R/K568R BMDMs, and in a lesser amount in Nlrp3+/K568R BMDMs but not in WT

BMDMs (figure 2 D). Altogether, these results show that LPS-mediated priming of NLRP3

K568R is sufficient to activate caspase-1 and trigger mature IL-1β secretion.

Nlrp3K568R/K568R BMDMs do not undergo pyroptosis nor plasma membrane permeabi-

lization in response to LPS

We then tested if Nlrp3K568R/K568R BMDMs treated with LPS underwent pyroptosis while

secreting IL-1β. Similarly to WT BMDMs, Nlrp3K568R/K568R BMDMs did not release LDH

upon priming with LPS for 8h or even 24h, but required additional activation with

nigericin (figure 3 A, and supplemental figure S3). As several studies recently reported IL-

1β secretion upon plasma membrane permeabilization but without pyroptosis, we next

measured propidium iodide and Yopro dies uptake [4, 10–12]. Surprisingly, LPS priming

do not cause plasma membrane permeabilization in Nlrp3K568R/K568R BMDMs, similarly

as in WT BMDMs (figure 3 B). As a positive control, further addition of nigericin led to the

permeabilization of more than 60 % of the cells (figure 3 C). Altogether, these results in-

dicate that LPS does not trigger neither pyrotosis nor plasma membrane permeabilizaton

in Nlrp3K568R/K568R BMDMs. Surprisingly, the alarmin IL-1α was released by LPS-treated

Nlrp3K568R/K568R BMDMs, questioning the current dogma that alarmins are released pas-

sively following cell membrane permeabilization (figure 3 D).

Secretion of IL-1β by LPS-treated Nlrp3K568R/K568R BMDMs requires inflammasome

components, but occurs in the absence of speck formation

As expected, LPS-induced IL-1β secretion in Nlrp3K568R/K568R BMDMs was totally im-

paired by the knock-down (KD) of Nlrp3 expression with siRNA (figure 4 A). Con-

sistent with the coordinated release of mature IL-1β and cleavage of caspase-1 in

Nlrp3K568R/K568R BMDMs (figure 2), secretion of IL-1β was significantly reduced by

caspase-1 KD, indicating that IL-1β release depended on caspase-1 activation (figure 4

A). Residual IL-1β release in the LPS-treated caspase-1 KD Nlrp3K568R/K568R BMDMs may

be caused by incomplete KD efficiency (supplemental figure S4). As controls, both Nlrp3

and caspase-1 expression KD has no impact on inflammasome independent LPS-induced
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TNF secretion, but inhibited inflammasome-dependent IL-1β release in BMDMs treated

with LPS and nigericin (figure 4 A). We next investigated whether secretion of IL-1β by

LPS-treated Nlrp3K568R/K568R BMDMs was dependent on the known components of the

NLRP3 inflammasome. Indeed, KD of the expression of the adaptor Asc or Nek7 lead to

a significant decrease in IL-1β secretion by LPS-treated Nlrp3K568R/K568R BMDMs (figure

4 A). As controls, both Asc and Nek7 expression KD has no impact on inflammasome in-

dependent LPS-induced TNF secretion, but inhibited inflammasome-dependent IL-1β

release in BMDMs treated with LPS and nigericin (figure 4 A), and siRNA efficiency was

assessed by WB (supplemental figure S4). As expected, KD of the expression of caspase-

11 did not inhibit IL-1β secretion by LPS-treated Nlrp3K568R/K568R BMDMs (figure 4 A).

Altogether, these results supported that IL-1β secretion by LPS-treated Nlrp3K568R/K568R

BMDMs relies on the NLRP3 inflammasome components, independently of LPS sens-

ing by the caspase-11 within the non-canonical inflammasome. NLRP3 inflammasome

activation usually leads to ASC multimerization in specks visible by microscopy [35]. Un-

expectedly, no ASC speck could be observed in Nlrp3K568R/K568R BMDMs treated with LPS

for 8h or 24h, while as controls LPS and nigericin induced robust formation of specks in

both WT and Nlrp3K568R/K568R BMDMs (figure 4 B). Therefore, although IL-1β secretion

by LPS-treated Nlrp3K568R/K568R BMDMs depends on the NLRP3 inflammasome compo-

nents, it occurs in the absence of ASC specks.

Secretion of IL-1β by LPS-treated Nlrp3K568R/K568R BMDMs is probably independent of

RIPK1/FADD/caspase-8 signaling, but depends on RIPK3

LPS-triggered NLRP3-dependent secretion of IL-1β by live cells without ASC speck for-

mation was reminiscent of the alternative NLRP3 inflammasome pathway described in

human monocytes [36]. We therefore tested whether, similarly to the alternative pathway,

IL-1β secretion by LPS-treated Nlrp3K568R/K568R BMDMs depended on the RIPK1/FADD/

caspase-8 signaling axis. KD of caspase-8 expression increased IL-1β release by LPS-

treated Nlrp3K568R/K568R BMDMs and WT BMDMs (figure 5 A). Because LPS-triggered

TNF induces necroptosis in BMDMs in the absence of protective caspase-8 expression

[37], we hypothesized that this increase was a consequence of the cell membrane per-

meabilization acting as an activation signal for NLRP3. Indeed, caspase-8 KD had no

impact in the presence of the RIPK1 inhibitor Nec-1 (Necrostatin-1) blocking necrop-

tosis (figure 5 B). Therefore, our results do not support a role for caspase-8 in the sig-

naling of IL-1β release by LPS-treated Nlrp3K568R/K568R BMDMs, but these results should

be interpreted with caution as the efficiency of caspase-8 KD may be incomplete. We

then tested the impact of Ripk1 and Fadd expression. Our preliminary results showed

that Ripk1 and Fadd KD increased IL-1β release by LPS-treated Nlrp3K568R/K568R and WT

BMDMs (figure 5 C). Although the effect of Fadd KD could be interpreted by the induc-

tion of necroptosis and additional controls in the presence of Nec-1 should be performed,
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the effect of Ripk1 KD excluded the requirement of the same RIPK1/FADD/caspase-8 sig-

naling axis as described in the alternative inflammasome pathway in human monocytes

[36]. Finally, we tested the effect of related RIPK3. Ripk3 KD strongly impaired IL-1β

release by LPS-treated Nlrp3K568R/K568R (figure 5 D). RIPK3 is critical in necroptosis sig-

naling. However, we could exclude a role of necroptosis in IL-1β release by LPS-treated

Nlrp3K568R/K568R BMDM because cells are not permeabilized in these conditions (figure

3), IL-1β release is not inhibited by Nec-1 (figure 5 B), and finally KD of the expression of

Mlkl that forms the necroptosis-associated pores had no impact on IL-1β release by LPS-

treated Nlrp3K568R/K568R BMDM (figure 5 E). Therefore, we concluded that RIPK3 con-

troled IL-1β release by LPS-treated Nlrp3K568R/K568R by a pathway that remained to be

established.

Secretion of IL-1β by LPS-treated Nlrp3K568R/K568R BMDMs requires cytosolic K+ efflux

Potassium efflux from the cytosol is a common trigger for NLRP3 inflammasome activa-

tion by a wide range of activators including membrane permeabilizators such as nigericin,

and particulate matters [28, 29]. No impact has been described upon LPS priming and the

LPS-induced alternative inflammasome pathway in monocytes is independent of K+ ef-

flux [36]. Unexpectedly, IL-1β secretion by Nlrp3K568R/K568R BMDMs treated with LPS was

blocked by increased extracellular K+ used to prevent K+ efflux (figure 6 A). As controls,

LPS-triggered TNF secretion was not impacted by increased extracellular K+, while secre-

tion of IL-1β by LPS priming followed by activation with nigericin was abolished (figure

6 A). Noteworthy, higher concentration of extracellular K+ are required to inhibit IL-1β

by LPS priming followed by activation with nigericin in Nlrp3K568R/K568R BMDMs as com-

pared to WT BMDMs.

Secretion of IL-1β by LPS-treated Nlrp3K568R/K568R BMDMs requires NLRP3 ATPase ac-

tivity

NLRP3 ATPase activity is critical for NLRP3 inflammasome assembly in BMDMs primed

with LPS and activated by second signals [38]. Bay11-7082 and CY-09 NLRP3 ATPase ac-

tivity inhibitors [39, 40] both reduced specifically the release of IL-1β but not TNF by LPS-

treated Nlrp3K568R/K568R BMDMs, suggesting that NLRP3 ATPase activity was required for

the activation of NLRP3 K568R by LPS (figure 6 B and C).

Secretion of IL-1β by Nlrp3K568R/K568R BMDMs is restricted to priming with LPS (and

maybe flagellin) and requires IRAK4

In addition to the classically used LPS, NLRP3 can be primed in BMDMs by the a number

of agonists of PRRs including TLRs, RAGE, NOD2 agonists, as well as by cytokines TNF,

IL-1 and proteins of the complement system C3a and C5a [23, 41–47]. In our settings,
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treatments with LPS (TLR4 agonist), heat killed Staphyloccocus aureus (TLR2 agonist), im-

iquimod (TLR7/8 agonist), flagellin (TLR5 agonist), Pam3CSK4 (TRL1/2 agonist) and heat

killed Listeria monocytogenes (TLR2 agonist) induced pro-il-1b expression in BMDMs, but

not Poly(I:C) (TLR3 agonist), FSL-1 (TLR2/6 agonist), ssRNA40 (TLR7 agonist), PMA (PKC

activator) (figure 7 A). Among those which induced pro-il-1b, all of them primed NLRP3

inflammasome in BMDMs that secreted mature IL-1β if treated with nigericin as the ac-

tivation signal (supplemental figure S5 A). On the opposite, only LPS and flagellin trig-

gered IL-1β release from Nlrp3K568R/K568R BMDMs after 8h and 24h (figure 7 A, and data

not shown). However, results obtained with flagellin need to be interpreted with caution

as it could result from flagellin contamination with LPS. Additional experiments using

[Nlrp3K568R/K568R; Tlr4-/-] BMDMs will be performed to test the specificity.

We then investigated the signaling pathway downstream of LPS that controlled the se-

cretion of IL-1β by Nlrp3K568R/K568R BMDMs. As expected, Tlr4 KD reduced IL-1β release

from LPS-treated Nlrp3K568R/K568R BMDMs (figure 7 B). However, TLR4 is required for the

induction of NF-κB-dependent transcription as monitored by TNF secretion (figure 7 B),

including pro-IL-1β. Thus, this experience could not be conclusive on the role of TLR4 in

NLRP3 K568R activation by LPS. Further experiments will be conducted using secretion

substrates consistutively expressed including IL-1α and IL-18. As TLR4 signals through

both the MyD88 and TRIF adaptors, we then tested their implication. KD of either Myd88

or Trif partially reduced IL-1β release from LPS-treated Nlrp3K568R/K568R BMDMs (figure

7 C). However, both contributed to NF-κB activation downstream of LPS, as monitored by

LPS-induced TNF secretion and IL-1β release in BMDMs treated with LPS and nigericin

as an activation signal (figure 7 C), as described [27]. Therefore their separated KD most

likely partially reduced pro-IL-1β synthesis in these settings. Since siRNA-mediated KD

efficiency is incomplete, these results could not discriminate if partial inhibition of IL-

1β released was caused by incomplete KD or contribution of both MyD88 and TRIF to

NLRP3 K568R activation. Additional experiments using [Nlrp3K568R/K568R; Myd88-/-] and

[Nlrp3K568R/K568R; Trif-/-] BMDMs will be shortly performed to address this point.

Second, IRAK1 and IRAK4 are proteins downstream of MyD88 and TRIF pathways and

were shown to be required during the priming phase of inflammasome activation [25, 26].

Moreover, a recent study has shown a negative role for IRAK1 in inflammasome activation

[48]. Thus, the roles of IRAK1 during inflammasome activation are not yet fully under-

stood and still controversial. KD of Irak4 lead to a decrease in IL-1β secretion following

LPS treatment of Nlrp3K568R/K568R cells, involving this protein in the signaling events re-

quired for the NLRP3 K568R activation (figure 7 D). Moreover, KD of Irak1 lead to a slight

increase in IL-1β secretion (figure 7 D), in line with the study of Humphries et al. How-

ever, 24h of LPS stimulation of the Irak1 and Irak4 knockdowned cells did not reveal any

IL-1β secretion impairment, probably meaning that different pathways are activated at

those late time points and could be redundant (supplemental figure S5 B). Finally, LPS

and nigericin treatments of the cells showed that Irak4 KD, but not Irak1, impaired IL-1β
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secretion in Nlrp3+/+ and Nlrp3K568R/K568R BMDMs (figure 7 D). Altogether, theses pre-

liminary results indicate that TRIF and IRAK4 are required for IL-1β secretion mediated

by LPS treatment of NLRP3 K568R. However, MyD88 and IRAK1 are less important, with

IRAK1 showing a slight inhibitory effect.

NLRP3 K568 is a site of ubiquitination following priming signal

Several studies have highlighted the requirement of NLRP3 deubiquitination for its ac-

tivation [27, 30]. More precisely, couples of studies have shown that NLRP3 is ubiquiti-

nated in response to priming, and then deubiquitinated in response to activation signal

[48, 49]. However, these findings are still controversial [27, 50]. Both NLRP3 NACHT and

LRR domains are ubiquitinated [30], meaning that there are several ubiquitination sites

on NLRP3. Thus, we wanted to better understand the roles played by ubiquitination in

NLRP3 activation and to link NLRP3 K568R atypical activation with K568 deubiquitina-

tion. First, we noticed that LPS treatment leads to an increase in the ubiquitination level

of NLRP3 WT and K568R (figure 8 A). However, the increase observed is much more im-

portant in NLRP3 WT compared to NLRP3 K568R, confirming that K568 is indeed a site

of ubiquitination (figure 8 A). Moreover, these results indicate that this site is probably

polyubiquitinated. Finally, because the level of NRLP3 ubiquitination was low and similar

in untreated condition and because NLRP3 K568R is not active at steady state, we hypoth-

esized that NLRP3 K568 is not a site of ubiquitination important for keeping the unprimed

NLRP3 inactive. These results indicate that NLRP3 K568 ubiquitination could be a mech-

anism triggered after LPS treatment in WT BMDMs to prevent an uncontrolled activation

of the inflammasome in absence of all required signals. However, due to the levels of IL-1β

secreted by the primed mutant cells, this modification is not the only mechanism keeping

NLRP3 primed inactive.

We then wondered which ubiquitin ligase is involved in NLRP3 K568 ubiquitination.

First, we screened several ubiquitin ligases, known to be involved in inflammasome ac-

tivation, for their ability to prevent IL-1β secretion following LPS stimulation. Most of

them, including TRIM31 [48, 49], FBXL2 [51], ARIH2 [52], MARCH7 [53] and CBL-B [54],

were identified to directly ubiquitinate NLRP3. However, for the others, A20 [55, 56] and

Pellino2 [48], the link with NLRP3 inflammasome activity was established, but no direct

NLRP3 ubiquitination was found. We have first knockdowned these proteins one by one

in Nlrp3+/+ BMDMs and followed IL-1β secretion after LPS priming. Tnfaip3 (gene cod-

ing for A20) knockout was already known to lead to IL-1β secretion following LPS stimula-

tion [55], and siTnfaip3 confirmed this result (figure 8 B). However, none of the other KD

has triggered IL-1β secretion (figure 8 B), rejecting the hypothesis of the involvement of

these different ubiquitin ligases in K568 ubiquitination. Finally, because the phenotype

described after A20 knockdown was similar to the phenotype observed after mutating

K568 in NLRP3, we wanted to test in vitro the ubiquitination of NLRP3 K568 by this ubiq-
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DISCUSSION

In this study we identified K568 (K570 in human) as a new lysine residue modified by

ubiquitination on NLRP3. Interestingly, this is a site of polymorphism found in CAPS pa-

tients (K570N) but not in the alleles of the general population [33, 58]. One of the pa-

tients described carries the mutation at the heterozygous state [58]; the other one has a

CINCA/NOMID syndrome, the most severe one among CAPS, but carries this mutation

in only 10 % of his leukocytes [33]. This highlights the fact that the activation of NLRP3

K570N is very highly dysregulated. Linking the ubiquitination of K568 found in mouse

cells with the patients, our hypothesis was then that the ubiquitination of this lysine is a

key mechanism to control NLRP3 activation. To test this hypothesis, we have constructed

a NLRP3 mutant in which the lysine residue is replaced by an arginine residue to mimic

the constitutive deubiquitination of this site. This mutant was then used to reconstitute

NLRP3 knock-out cell lines and to generate knock-in mice. The study of mutant cell lines

has revealed that NLRP3 K570N but not NLRP3 K570R secrete IL-1β after LPS priming.

These results mean that the development of CAPS in NLRP3 K570N patient is not merely

due to the impairment in the ubiquitination of this residue, but could also be explained

by a change in the protein structure. This hypothesis is also in line with the fact that the

two CAPS patients described associated to this site carry the same mutation K570N. This

could be a coincidence and could mean that other mutations at this site are not yet de-

scribed or this could mean that other mutations at this site are not pathogenic. Using

Nlrp3K568R/K568R BMDMs, we could detect low levels of IL-1β secretion after LPS priming.

These different results indicate the limits of using cell lines when moderated phenotypes

are studied. Finally, we tried unsuccessfully to monitor IL-18 secretion after LPS priming

of Nlrp3K568R/K568R BMDMs. If IL-18 is indeed secreted by the mutant, the amounts could

be below the detection limit of the ELISA test. A mean to detect IL-18, if present, would be

to concentrate the proteins found in the supernatants before analyzing by ELISA. These

additional experiments are currently performed in our laboratory.

NLPR3 mutations leading to CAPS are mostly found at the heterozygous state in

patients [13, 59]. Indeed, the mutations are autosomal dominants. In our study,

Nlrp3+/K568R BMDMs display an intermediate phenotype in terms of IL-1β secretion be-

tween Nlrp3+/+ and Nlrp3K568R/K568R BMDMs. However, at extra-late time points (24h

of LPS stimulation), Nlrp3+/K568R and Nlrp3K568R/K568R display almost the same pheno-

type. These observations could be explained by the fact that a strong CAPS mutation, like

K570N, would lead to such a high NLRP3 activation that the presence of one mutated al-

lele would be sufficient to trigger a maximal IL-1β secretion. This secretion could be lim-

ited by the quantity of pro-IL-1β produced in the cytosol, by the regulation through IL-10

autocrine secretion [60], or by other unknown mechanisms. Looking at very early time

points of LPS priming in CAPS mutated NLRP3 cells would maybe reveal differences be-

tween heterozygous and homozygous cells for the mutations. Concerning NLRP3 K568R,
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the mutation leads to a slightly dysregulated state, and not fully active state, which could

explain the differences of IL-1β secretion between the heterozygous and homozygous

BMDMs. Strikingly, CAPS also display an incomplete penetrance. Indeed, some individu-

als carry a NLRP3 CAPS-associated mutation without developing the disease. This could

be explained by unknown environmental and genetic factors that interfere with NLRP3

activation [61]. Our experiments were performed on syngenic mice and every mutated

mouse used had the same phenotype. However, the use of other mice strains or other

animal facility would then maybe lead to different results.

The IL-1β secretion by Nlrp3K568R/K568R BMDMs is observed after 6h minimum of LPS

priming. This could mean that the early and intermediate priming pathways previously

described [25, 26] do not lead to NLRP3 K568R activation, on the contrary to the late path-

way. Moreover, IRAK4, but not IRAK1 was also shown to be involved in the late pathway,

which is consistent with the results obtained with siRNA experiments. However, pro-IL-

1β is synthesised into the cytosol after few hours of priming and IL-1β secretion cannot be

used as a readout to follow the early and intermediate pathways. Besides, the time needed

to detect IL-1β secretion is longer than the time needed for IL-1β synthesis, which could

reflect a late activation of NLRP3 K568R or the time necessary to reach a level of IL-1β

detectable by ELISA. Monitoring IL-18 or IL-1α secretion would allow us to follow the rel-

evance of these pathways for NLRP3 K568R activation.

Priming was initially thought to act through transcription, and thus to only increase

the quantity of NLRP3 and pro-IL-1β into the cytosol of the cells [23]. However, it was

later evidenced that the priming also triggers transcription-independent pathways, which

probably involve post-translational modifications [24–26]. NLRP3 K568R activation after

priming could lead to the hypothesis that the increase of NLRP3 K568R amounts into the

cytosol is sufficient to trigger its oligomerisation and activation, independently of post-

translational modifications. The oligomerisation status of NLRP3 K568R after priming

will thus have to be deciphered.

In our study, NLRP3 K568R activated by LPS triggers neither pyroptosis nor membrane

permeabilization after LPS priming. Recent observation by others also reported IL-1β

secretion in the absence of pyroptosis, describing a state in macrophages called hyper-

activation during which IL-1β is secreted by living cells [4, 10–12]. However, during the

hyperactivation state, macrophages secrete IL-1β continuously for at least 96h [12], re-

vealing increasing amounts over time. Here, we described an IL-1β secretion that reaches

a plateau at 24h after LPS challenge, probably indicating that NLRP3 K568R activation

is distinct from hyperactivation and is still responsive to some inhibitory regulation pre-

venting a continuous IL-1β secretion after 24h. This leads to the question of how caspase-

1 activation could trigger pro-IL-1β cleavage and secretion without triggering pyroptosis.

Firstly, it would be very informative to test if the GSDMD is cleaved upon LPS priming

of Nlrp3K568R/K568R BMDMs and if IL-1β is secreted through a GSDMD-dependent path-

way or through microvesicles [4, 62]. The fact that we were not able to detect membrane
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permeabilization after LPS priming in Nlrp3K568R/K568R BMDMs suggest a mechanism in-

dependent of GSDMD. We have tried to knockdown Gsdmd in Nlrp3K568R/K568R BMDMs

but cannot find efficient siRNAs. Thus, these questions would be answered with the use

of [Gsdmd−/−; Nlrp3K568R/K568R] BMDMs (breeding in progress). Secondly, Dick et al.

have described that, downstream of NLRC4 inflammasome, IL-1β secretion requires high

amounts of activated caspase-1 and ASC specks formation while to trigger pyroptosis, low

levels of cleaved caspase-1 are enough and ASC speck formation is dispensable [63, 64].

These findings are not in line with our results, in which IL-1β secretion is observed with-

out ASC specks formation but pyroptosis is not detected, highlighting the complexity and

variability of the pathways involved in inflammasome activation. However, we could hy-

pothesize that high amounts of active caspase-1 are able to trigger both IL-1β secretion

and pyroptosis but on the contrary low levels of active caspase-1 are not able to trigger

pyroptosis but only IL-1β secretion. Thirdly, an additional checkpoint could control py-

roptosis at the level of GSDMD. A recent study has highlighted the fact that GSDMD cleav-

age occurs after ROS release, which oxidize GSDMD, allowing the protein to be efficiently

cleaved by caspase-1 [65]. Thus, it would be informative to assess the release of ROS after

LPS priming in Nlrp3K568R/K568R BMDMs to try to explain the absence of pyroptosis de-

spite caspase-1 cleavage. Fourthly, another hypothesis would be that the absence of ac-

tivation signal prevents the activation of an unknown lytic substrate of caspase-1 which

would be necessary to trigger pyroptosis [66].

IL-1β secretion occurring in the absence of pyroptosis has also been described in other

cell types, as murine neutrophils [66], and human monocytes [36]. Neutrophils are re-

sistant to pyroptosis, however, monocytes and macrophages are not. Gaidt et al. have

shown that the inflammasome in human monocytes after LPS treatment is not an "all-or-

nothing" response, but instead an alternative inflammasome is formed, which leads to a

10 times less abundant secretion of IL-1β than after LPS and nigericin [36]. This alterna-

tive inflammasome pathway is absent in murine macrophages and murine monocytes.

The alternative inflammasome activation share common features with the activation of

NLRP3 K568R: low-levels of IL-1β secretion, absence of pyroptosis and absence of ASC

specks formation. Here we have shown that ASC and NEK7 are still required for NLRP3

K568R activation after priming, even though the interactions between those proteins re-

main to be investigated. Moreover, the alternative inflammasome is activated through

caspase-8, FADD and RIPK1, a pathway that does not seem to be required for NLRP3

K568R activation. Moreover, the alternative inflammasome activation is independent of

potassium efflux on the contrary to NLRP3 K568R activation. Indeed, our study highlights

for the first time that the potassium efflux could be an event triggered during the LPS

priming, independently of the activation step, while it is usually thought that it is a signal

occurring after the activation step [28, 29]. Thus, we can hypothesize that low intracellu-

lar potassium concentration is not linked to the activation phase but more generally it is a

signal required upstream of NLRP3 activation, but not sufficient. Moreover, recent papers
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have described that the chloride efflux is an event triggered before potassium efflux and

necessary for inflammasome activation [67, 68]. Besides, Green at al. have demonstrated

that chloride efflux allows the formation of reversible ASC specks, and that potassium ef-

flux then recruits NLRP3 to these specks and fully activate NLRP3 inflammasome [69].

Thus, the necessity of chloride efflux during NLRP3 K568R activation under LPS priming

has to be investigated. The inhibition of NLRP3 K568R activation by the use of MCC950

(data not shown), an inhibitor of chloride efflux [40], is an argument in favor of this re-

quirement. However, the mechanisms of action of MCC950 are not so clear and other

effects of this compound have been described, as an inhibition of ASC oligomerisation

[70] and an inhibition of K63 ubiquitination of NLRP3 triggered after priming [48]. Thus,

our findings have revealed a new pathway, different from the alternative inflammasome,

and which activation is prevented by NLRP3 K568 ubiquitination. However, the activa-

tion of this pathway in other cell types able to activate an inflammasome, as dendritic

cells, peritoneal macrophages, neutrophils, mast cells or monocytes [66, 71] worth to be

studied for knowing if NLRP3 K568 deubiquitination also intervenes in the regulation of

the inflammasome activation in other myeloid cells.

Our study depicts for the first time the ubiquitination of the lysine residue K568 on

NLRP3. For now, only another site K689 has been identified to be ubiquitinated on NLRP3

[51, 72]. The ubiquitination of the lysine K689, mediated by the E3 ubiquitin ligase FBXL2,

had been described as a signal for NLRP3 proteasomal degradation, preventing its acti-

vation [51]. LPS treatment of the cells lead to a decrease in NLRP3 ubiquitination and

thus a decrease in NLRP3 degradation, leading to its activation [27, 50, 51]. However, our

study and others [48, 73] have shown that LPS priming induces NLRP3 ubiquitination.

The apparent contradiction can be explained by the use of different cell types in these

studies: U937 (immortalized and human cells) and immortalized BMDMs in one hand

and BMDMs (primary and mouse cells) in the other. Thus, the relevance of NLRP3 K568

ubiquitination in human cells remains to be explored. In our study, we have only investi-

gated the ubiquitination level of NLRP3 after 8h of priming. However, in order to collect

more information about the pathways involved, it would be interesting to decipher if the

ubiquitination of NLRP3 K568 after priming occurs at shorter time points. Humphries et

al have shown that the ubiquitination appears after 1.5h of LPS priming. However, they

did not considered time points longer than 3h. Then, a time course study of ubiquitina-

tion of NLRP3 WT and K568R would be informative to understand when precisely K568

ubiquitination occurs and when it is important.

The important difference of ubiquitination levels between NLRP3 WT and NLRP3

K568R after LPS priming indicates several things. First, it could reveal that K568 is polyu-

biquitinated. Second, it could also mean that the ubiquitination of K568 triggers and con-

trols the ubiquitination of several other sites. Besides, Humphries at al. showed that only

K63 polyubiquitination occurs after LPS priming. In our study, we have not investigated

which type of ubiquitin chains is added on NLRP3 K568, but this will be realised shortly.
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Furthermore, the fact that NLRP3 K568R is more ubiquitinated after LPS priming as com-

pared with untreated condition reveals that K568 is not the only lysine residue of NLRP3

that is ubiquitinated after LPS priming. Finally, several E3 ubiquitin ligases were revealed

to be important in the course of NLRP3 inflammasome activation. Some of them were

shown to directly ubiquitinate NLRP3, including TRIM31 [49], FBXL2 [51], ARIH2 [52],

MARCH7 [53] and CBL-B [54]. However, for others including A20 [55, 56] and Pellino2

[48], despite the established link with NLRP3 inflammasome activity, no direct NLRP3

ubiquitination was demonstrated. Our study failed to reveal any involvement of any of

these E3 ubiquitin ligases on targeting NLRP3 K568. However, the use of E3 ubiquitin

ligase knock-out instead of knock-down could give clearer results. Given the evidence

that the human genome encodes between 600 and 1,000 E3 ligases [74], a wide screen

using siRNA would have to be performed to find which ones are responsible for targeting

NLRP3 K568. Functionnal redundancies between E3s could be a problem for this kind of

approach. Moreover, exploring the autoinflammatory diseases caused by an E3 ubiquitin

ligase loss of function, as was realized concerning A20 [55, 56], could also be helpful in

finding a potential candidate.

Our study was exclusively based on in vitro experimentations conducted on primary

BMDMs. Moreover, Nlrp3K568R/K568R mice do not display any spontaneous inflammation

(data not shown), in contrast with the phenotype observed in NLRP3 CAPS mouse models

(hair loss, skin rash, abnormal skeletal development, delayed growth, lethality...) [75–77].

More precise in vivo studies will soon be performed. First, blood cells numeration (total

WBC, RBC, platelets, monocytes, lymphocytes, neutrophils), serum levels of inflamma-

tory cytokines and markers (IL-1β, IL-18, SAA, IFN-γ, HMGB1, IL-1α, TNF, IL-6, G-CSF),

body weight and longevity follow-up will be investigated. Second, in order to try to trigger

inflammation in those mice, we could place them in a colder environment [78] or place

the mice in a non "specific pathogen free" animal facility and follow the development of

CAPS symptoms. Third, the survival of Nlrp3K568R/K568R mice compared to Nlrp3+/+ mice

to the endotoxic shock will be monitored. This challenge is provoked by LPS intraperi-

toneal injection known to mimic sepsis observed in patients [79–82]. Here we expect that

Nlrp3K568R/K568R mice would die more than WT mice. Forth, because NLRP3 K568R is

more active than NLRP3 WT, at least in vitro, we could hypothesize that bacterial clear-

ance following infection would be more efficient in Nlrp3K568R/K568R mice compared to

WT mice. Thus, mice could be challenge for bacterial or parasital infection with bacte-

ria or parasites known to activate NLRP3 inflammasome (Toxoplasma gondii [83], Listeria

monocytogenes [84], Klebsiella pneumoniae [85]...) and then the bacterial or parasital load

could be quantified to test the hypothesis. Fifth, as NLRP3 was described to be involved

in a lot of multifactorial diseases, the impact of NLRP3 K568R in those diseases could

be evaluated through NLRP3 knock-in mice. Indeed, following low-grade inflammation

(metabolic inflammation, glucose tolerance, thymic involution, cognitive decline in aging

mice...), in Nlrp3K568R/K568R mice could be performed [86].
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In conclusion, the work presented here highlights NLRP3 K568 ubiquitination as a new

inhibitory checkpoint that prevents NLRP3 activation following priming in the absence of

further activation signal.
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Objectifs de l’étude

L’étude menée pour identifier les sites de modifications post-traductionnelles de

NLRP3 a mis en évidence plusieurs sites de phosphorylation et plusieurs sites d’ubiquiti-

nation, dont deux sites pour lesquels des variants CAPS existent, K373 et K568 (cf chapitre

3). L’examen des sites de phosphorylation n’a apporté aucun résultat quant à une régula-

tion de l’activation de l’inflammasome par ces modifications (cf chapitre 3). En revanche,

l’exploration des conséquences de la déubiquitination du résidu lysine K568 a permis ré-

véler un mécanisme nouveau de régulation de l’inflammasome, au cours duquel l’ubiqui-

tination de ce résidu lors du priming empêcherait une faible activation de la caspase-1,

activation qui conduit au clivage et à la sécrétion de la cytokine pro-inflammatoire IL-1β

sans déclencher la pyroptose (cf chapitre 4). Dans cette partie, nous nous intéressons à

l’impact de l’ubiquitination du second résidu lysine de NLRP3 identifié, K373, dans la ré-

gulation de l’activation de l’inflammasome. Une patiente dont le syndrome CAPS a été

associé à la mutation de cette lysine (NLRP3 K377E) a été recensée [316]. Nous pouvons

donc formuler la même hypothèse que précédemment concernant la lysine K568, à sa-

voir que l’ubiquitination du résidu K377 permet de contrôler l’activation de l’inflamma-

some et d’empêcher une suractivation de NLRP3. C’est à partir de cette hypothèse que les

travaux présentés ci-après ont été réalisés. Il est cependant important de noter ici que la

mère de la patiente porte également la mutation K377E à l’état hétérozygote, sans montrer

de symptômes auto-inflammatoires [316]. D’autre part, comme exposé en partie 3.1.3, le

résidu K373 (murin) est conservé dans toutes les espèces testées, excepté chez la vache,

pour lequel il est remplacé par une arginine, acide aminé aux propriétés chimiques très

proches de la lysine sauf qu’il ne peut pas porter de chaînes d’ubiquitines. Ces deux der-

nières observations ne sont pas en faveur de l’hypothèse proposée, au contraire. Toutes

ces données semblent indiquer que l’ubiquitination du résidu K373 pourrait être impor-

tante dans le contrôle de l’activation de l’inflammasome sans être essentielle dans tous les

cas, contrôle qui pourrait dépendre également d’autres facteurs génétiques et environne-

mentaux. Afin d’éclaircir tous ces points, nous avons étudié dans cette partie l’activation

du mutant NLRP3 K373R, mutant mimant une déubiquitination constitutive de ce résidu.

La lignée de souris NLRP3 knock-in étudiée dans cette partie a été préalablement réa-

lisée au laboratoire (figure 5.2). La structure du domaine NACHT de NLRP3 présentée en

figure 5.6 a été réalisée par le Dr. Olivier Walker et le Dr. Maggy Hologne. M.G. a réalisé les

expériences présentées dans les autre figures.
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5.1 Le mutant NRLP3 K377R ne montre pas de phénotype

d’activation significativement différent de NLRP3 WT

en lignées cellulaires

Nous avons d’abord étudié le phénotype d’activation du mutant NLRP3 K373R dans

des lignées cellulaires. Les cellules U937 (lignées de monocytes humains immortalisés)

NLRP3 KO ont été reconstituées lentiviralement avec NLRP3 sauvage ou mutant placé

sous le contrôle d’un promoteur inductible par la doxycycline. Le mutant K377R utilisé

permet d’étudier l’effet de la déubiquitination de ce résidu de NLRP3. D’autre part, des

mutants correspondant à des variants CAPS ont été inclus dans ces expériences : NLRP3

K377E et NLRP3 D305N. En comparant les mutants K377R et K377E, nous espérons pou-

voir séparer les effets dus à l’ubiquitination de ce résidu de ceux non liés à cette modifi-

cation post-traductionnelle (changements de structure dus à la mutation...). La mutation

NLRP3 D305N entraîne une maladie CAPS (MWS ou CINCA/NOMID selon les patients)

détaillée dans la littérature [222, 317–319] et servira de contrôle positif pour le phénotype

CAPS in vitro.

L’expression de NLRP3 dans les lignées cellulaires générées a été vérifiée par western

blot (figure 5.1 A). Toutes les lignées synthétisent des quantités similaires de protéines

NLRP3 suite à l’induction de l’expression de NLRP3 par la doxycycline, quantité qui aug-

mente avec la dose de doxycycline utilisée (figure 5.1 A). Enfin, à une dose de 0,5 µg/ml de

doxycycline, la quantité de NLRP3 synthétisée est proche de celle induite suite au traite-

ment au LPS des cellules U937 non reconstituées (figure 5.1 A). C’est donc à cette dose là

que seront traitées les cellules par la suite afin d’étudier l’activation de l’inflammasome.

Le traitement au LPS des cellules exprimant NLRP3 K377R ou NLRP3 K377E n’induit au-

cune sécrétion d’IL-1β, contrairement aux cellules exprimant NLRP3 D305N (figure 5.1 B,

panel du haut). Le traitement au LPS et à la nigéricine n’entraîne pas de sécrétion d’IL-1β

par les cellules NLRP3 KO, ce qui confirme que la sécrétion d’IL-1β observée est due à l’ac-

tivation spécifique de l’inflammasome NLRP3 par les signaux LPS et nigéricine (figure 5.1

B, panel du haut). Par contre, le traitement au LPS et à la nigéricine entraine une sécrétion

d’IL-1β similaire dans les différentes lignées (figure 5.1 B, panel du haut). La sécrétion de

TNF suite au traitement au LPS est également similaire entre les lignées, ne montrant pas

de dérégulation de la voie NF-κB dans les cellules, et confirmant l’efficacité du signal de

priming pour toutes les cellules (figure 5.1 B, panel du bas).

En conclusion, l’étude phénotypique des lignées U937 exprimant le mutant NLRP3

K377R n’a pas permis de révéler une dérégulation des mécanismes d’activation de l’in-

flammasome chez ce mutant.
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5.2 Construction et génotypage des souris Nlrp3K373R/K373R

Des souris Nlrp3K373R/K373R ont été préalablement générées via la technique de

CRISPR/Cas9 au laboratoire selon une méthode similaire à celle utilisée lors de la créa-

tion des souris Nlrp3K568R/K568R. L’utilisation d’une matrice erronée comme modèle lors

de la réparation des cassures de l’ADN faite par l’enzyme Cas9 a permis l’insertion de

plusieurs mutations : C1071A, mutation silencieuse (L357L) mais permettant une invali-

dation du premier site PAM; A1118G, conduisant à la mutation faux sens K373R; G1122A,

mutation silencieuse (R374R) permettant à la fois une invalidation d’un deuxième site

PAM et l’insertion d’un site de restriction MboII, utilisé lors du génotypage.

De la même façon que lors de la création des souris Nlrp3K568R/K568R, l’efficacité des

ARN guides utilisés et le génotypage ont été validés avant la construction des souris. Les

ARN guides ont été choisis à l’aide site http://crispr.mit.edu/. Ils ont ensuite été clo-

nés dans le vecteur px458, qui contient en outre la séquence codant pour la GFP et la pro-

téine Cas9. Ce vecteur a été introduit par électroporation dans des BMDM immortalisés

(iBMDM). Les cellules effectivement électroporées ont ensuite été triées (cellules posi-

tives pour la GFP) puis cultivées individuellement. L’ADN de chaque clone a ensuite été

extrait et séquencé autour du site d’intérêt, c’est-à-dire autour du site où l’on cherche à in-

troduire les mutations. Les PCR utilisées pour le génotypage (détails ci-après) ont été vali-

dées in vitro grâce à l’utilisation de BMDM immortalisés Nlrp3 KO qui ont été reconstitués

rétroviralement avec Nlrp3 sauvage ou Nlrp3 contenant les mutations C1071A, A1118G et

G1122A. L’ADN de ces cellules a ensuite été extrait et les PCR utilisées lors du génotypage

ont été mises au point.

Les souris ont été génotypées par deux méthodes différentes, afin de limiter les er-

reurs. Une première méthode consiste en la réalisation de deux PCR dites spécifiques.

Elles permettent d’amplifier de manière spécifique soit la séquence d’ADN sauvage, soit

celle contenant la mutation. Ici, nous avons utilisé une amorce anti-sens commune pour

les deux PCR. A l’inverse, l’amorce sens sera complémentaire soit de la séquence sau-

vage, soit de la séquence mutée, ce qui permettra l’amplification de l’une ou de l’autre

séquence (figure 5.2 A, panel de gauche). Une deuxième méthode utilisée en complé-

ment est aussi basée sur la réalisation d’une PCR. Cette PCR permet d’amplifier la région

d’ADN autour des mutations insérées, grâce à l’utilisation d’amorces complémentaires

de séquences situées de part et d’autre des mutations. De plus, le site de restriction MboII

ajouté lors de l’invalidation du site PAM n’est pas présent dans la séquence d’ADN sau-

vage amplifiée par cette PCR. Ainsi, la digestion par MboII du produit de PCR permet

d’identifier les séquences sauvages ou mutées (figure 5.2 A, panel de droite).

Les embryons de souris de souche C57BL6/J ont été micro-injectés avec les ARN

guides, la matrice d’ADN erronée et l’ARN messager de la protéine Cas9, puis implantés

dans une mère porteuse. Parmi les treize souriceaux nés, un seul était chimérique (figure

5.2 B). Cette souris chimérique a été croisée avec une souris C57BL6/J sauvage. Les souris
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hétérozygotes obtenues ont été croisées de nouveau avec des souris C57BL6/J sauvages

et ainsi de suite pendant 2 et 5 générations avant de pouvoir être croisées entre elles pour

obtenir des souris homozygotes pour la mutation utilisées dans les expériences in vitro

et in vivo respectivement. Ceci permet d’éliminer toutes les mutations non voulues qui

auraient pu apparaître en même temps que les mutations voulues. Les croisements des

souris ont révélé une transmission de l’allèle muté au fil des générations suivant les lois

de Mendel (figure 5.2 C). De plus, les souris homozygotes pour la mutation ne montrent

pas de phénotype auto-inflammatoire spontané, ni de létalité particulière par rapport aux

souris sauvages.

5.3 Etude du phénotype inflammatoire des BMDM

Nlrp3K373R/K373R

5.3.1 Etude de la sécrétion d’IL-1β

La première étape dans la caractérisation du phénotype associé à la mutation NLRP3

K373R a consisté à analyser la réponse des BMDM mutés suite à leur exposition à diffé-

rents stimuli. Les BMDM Nlrp3+/+ ou Nlrp3K373R/K373R synthétisent la protéine NLRP3 en

quantité similaire suite à l’exposition au LPS (figure 5.3 A). De plus, le traitement au LPS

pendant 8h des BMDM Nlrp3K373R/K373R entraîne une faible mais reproductible sécrétion

d’IL-1β (Figure 5.3 B). Les BMDMNlrp3+/K373R affichent quant à eux un phénotype in-

termédiaire de sécrétion d’IL-1β (Figure 5.3 B). Ces résultats sont très similaires à ceux

observés dans les BMDM Nlrp3K568R/K568R.

D’autre part, une expérience très préliminaire et qui nécessite d’être répétée a montré

que des temps d’incubation avec le LPS plus long (24h ou 48h) permettaient d’augmenter

la quantité d’IL-1β sécrétée par les BMDM Nlrp3K373R/K373R (figure 5.3 C). Ici, contraire-

ment aux BMDM Nlrp3K568R/K568R, la sécrétion d’IL-1β continue d’augmenter à 48h par

rapport à 24h de temps de priming (figure 5.3 C).

Enfin, les cellules ont été traitées avec les deux signaux d’activation de l’inflamma-

some. Là encore, les résultats présentés sont préliminaires et nécessitent d’être confirmés.

Aucune différence de sécrétion d’IL-1β n’a pu être mise en évidence suite au traitement

des cellules avec du LPS, suivi d’un traitement avec de la nigéricine, de l’ATP ou du HL-

LOMe (figure 5.3 D). Par contre, il semble qu’il y ait une sécrétion d’IL-1β deux à trois

fois plus importante dans les BMDM Nlrp3K373R/K373R par rapport aux BMDM Nlrp3+/+

lorsque ceux-ci sont activés avec les cristaux de MSU ou de silice (figure 5.3 D).

5.3.2 Etude de la pyroptose

L’activation de l’inflammasome par le premier et second signal permet le clivage des

pro-cytokines cytosoliques ainsi que de la gasdermine-D, dont le fragment N terminal gé-
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NLRP3 suite au priming. Les modèles structuraux suggèrent que l’ubiquitination de K377

pourrait empêcher l’accès de l’ATP à son site de liaison sur NLRP3 mais nous n’avons pas

encore réussi à vérifier cette hypothèse expérimentalement.
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6.1 Identification et étude des modifications post-

traductionnelles de NLRP3 en lignées cellulaires

6.1.1 Identification des résidus modifiés post-traductionnellement sur

NLRP3

Les travaux menés ont permis d’identifier par spectrométrie de masse de nouveaux

sites de modifications post-traductionnelles sur NLRP3 murin : six résidus lysines ont

ainsi été détectés comme porteurs d’ubiquitination (K285, K373, K426, K506, K543, K568)

et deux résidus sérines porteurs de phosphorylation (S157, S685). A part la lysine K543 et

la sérine S685, ces résidus sont conservés entre la souris et l’homme.

Deux méthodes différentes ont été utilisées pour détecter les modifications post-

traductionnelles portées par NLRP3. Une première méthode a utilisé des BMDM immor-

talisés Nlrp3 KO reconstitués lentiviralement avec NLRP3-Flag. Dans ce système, NLRP3-

Flag est surexprimé, ce qui permet d’obtenir de grandes quantités de protéines, essen-

tielles pour l’analyse par spectrométrie de masse. En revanche, la présence de l’étiquette

Flag, l’utilisation de cellules immortalisées et la surexpression de la protéine sont autant

de biais qui pourraient induire des modifications post-traductionnelles non présentes

dans des conditions physiologiques ou à l’inverse qui pourraient réduire la quantité de

modifications présentes en conditions physiologiques. La deuxième méthode a égale-

ment utilisé des BMDM immortalisés, ce qui maintient le biais de l’utilisation de lignées

cellulaires. Néanmoins, ces cellules expriment Nlrp3 endogène ce qui élimine les éven-

tuels artefacts de surexpression et d’étiquetage de la protéine NLRP3.

Lors de la mise en place de cette deuxième méthode, les modifications du statut d’ubi-

quitination des protéines induites suite à l’activation de l’immunité cytosolique par une

infection bactérienne ont été recherchées. Ainsi, l’ubiquitome des BMDM immortalisés a

été analysé après infection de ces cellules par la bactérie Francisella tularensis novicida,

de souche WT U112 ou de souche ∆FPI. La souche WT s’échappe du phagosome et entre

dans le cytosol après la phagocytose. Elle peut ainsi activer l’immunité cytosolique. Au

contraire, la souche ∆FPI reste dans le phagosome [296, 297]. Quatre résidus lysines de

NLRP3 ont été détectés comme porteurs d’ubiquitine(s) lors de ces études. L’ubiquitina-

tion des résidus lysine K285 et K543 ne semble pas être corrélée avec l’infection par U112

ou ∆FPI. Ces résultats indiqueraient que la mise en place de la réponse immunitaire cy-

tosolique n’implique pas un changement d’ubiquitination de ces résidus. Cependant, le

fait que ces résidus lysines aient été identifiés comme étant porteur d’une ubiquitination

reste un résultat intéressant, c’est pourquoi nous avons quand même cherché à étudier

l’impact de la modification de ces résidus par la suite. En effet, selon la voie de signali-

sation utilisée pour activer l’inflammasome, des modifications post-traductionnelles dif-

férentes peuvent être impliquées. Ainsi, la modification de ces résidus pourrait être im-

portante dans une autre voie que celle déclenchée lors d’une infection bactérienne. Le
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résidu lysine K426 a été trouvé ubiquitiné dans le cas de l’infection par ∆FPI mais pas

par U112. Ces résultats indiquent que l’entrée dans le cytosol de la bactérie entraîne une

déubiquitination de ce résidu. Ceci appuie notre hypothèse selon laquelle l’activation de

NLRP3 nécessite sa déubiquitination. A l’inverse, le résidu K506 est ubiquitiné lors de l’in-

fection par la souche U112 mais déubiquitiné lors de l’infection par la souche ∆FPI. Ces

résultats sont en apparente contradiction avec notre hypothèse. Cependant, l’activation

de l’inflammasome est un phénomène complexe, qui peut certes impliquer une déubi-

quitination globale de la protéine [76, 118, 184, 186, 187, 192] mais une ubiquitination sur

certains résidus ne peut pas être exclue.

D’autre part, Francisella tularensis novicida n’active pas l’inflammasome NLRP3 dans

les cellules murines [309]. Or, l’analyse par spectrométrie de masse a permis de révéler

des différences d’ubiquitination de NLRP3 entre une infection par la souche U112 (WT)

et la souche ∆FPI (prisonnière du phagosome) dans des BMDM immortalisés, cellules

murines. Ceci indique que même si l’inflammasome NLRP3 n’est pas activé par la bacté-

rie, NLRP3 est quand même modifié. C’est donc soit un senseur potentiel de la présence

de la bactérie, soit une cible collatérale de l’activation de l’immunité cytosolique.

Exceptés les résidus lysines K373 et K568, les autres sites détectés comme étant por-

teurs de modifications post-traductionnelles ne correspondent pas à des sites mutés chez

les patients CAPS recensés actuellement (https://infevers.umai-montpellier.fr/

web/search.php?n=4). Cependant, ceci n’implique pas que ces sites ne seraient pas im-

portants pour la régulation de l’activation de NLRP3 ni que leur mutation n’entraînerait

pas une pathologie CAPS. En effet, toutes les mutations responsables du développement

de pathologie CAPS ne sont pas connues et de nouveaux variants sont régulièrement dé-

couverts. De plus, des mutations localisées sur des résidus essentiels au contrôle de l’acti-

vation de NLRP3 peuvent être létales et ne seront donc pas visibles dans la base de donnée

des variants CAPS. Enfin, certaines mutations CAPS sont localisées à proximité de résidus

importants pour la régulation de l’activité de NLRP3 et non directement sur ces résidus, ce

qui suffit à perturber l’activation de la protéine. C’est l’hypothèse qui a été proposée pour

expliquer les mécanismes de suractivation des mutants de NLRP3 D305G et M301V, mu-

tants responsables du développement de la pathologie CAPS. Ces mutations sont situées

à proximité du résidu S295. Ce résidu contrôle l’activation de NLRP3 par phosphorylation

et ne fait pas partie des variants CAPS. En effet, la sérine 295 de NLRP3 est phosphory-

lée par la PKA suite à l’activation de l’AMPc ce qui inhibe l’activation de NLRP3 via une

inhibition de son activité ATPase [195].

Pour finir, nous avons également recherché si NLRP3 était modifié par SUMOylation.

Aucune SUMOylation de NLRP3 n’a pu être détectée suite au priming des BMDM par le

LPS. Il serait intéressant de rechercher la SUMOylation de NLRP3 dans les macrophages

au repos (sans traitement) ainsi que suite au signal d’activation. En effet, il est impossible

de savoir ici si le traitement au LPS induit la déSUMOylation de NLRP3 ou si NLRP3 n’est

en fait jamais SUMOylé ou si inversement le traitement par les signaux activateurs de
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NLRP3 entraîne sa SUMOylation. Contrairement à nos observations, une publication ré-

cente a montré que l’activation de NLRP3 entraîne sa déSUMOylation [193]. Cette étude

a utilisé des BMDM immortalisés (lignée cellulaire) exprimant NLRP3-Flag et des cellules

HEK293T transfectées avec NLRP3-Flag alors que nous avons utilisé des iBMDM et pu-

rifié NLRP3 endogène. Ceci pourrait expliquer ces résultats contradictoires. Comme lors

de l’étude de Barry et al., un anticorps détectant SUMO2 et 3 a été utilisé [193]. En effet,

SUMO2 est le SUMO le plus abondant dans les cellules [299]. L’utilisation d’un anticorps

détectant SUMO1 pourrait préciser ces résultats.

6.1.2 Etude des lignées cellulaires exprimant NLRP3 muté

Afin d’étudier l’impact de ces modifications post-traductionnelles sur le fonctionne-

ment de NLRP3, des cellules NLRP3 KO humaines et murines ont été reconstituées avec

différents mutants de NLRP3 à l’aide de vecteurs lentiviraux. Les sites modifiés ont été

remplacés par des résidus d’acides aminés aux propriétés proches afin de ne pas modi-

fier la structure de la protéine. Ainsi, les lysines ont été remplacées par des arginines ce

qui empêche leur ubiquitination, et les sérines ont été mutées en alanine ou en acide

aspartique pour mimer respectivement une déphosphorylation ou une phosphorylation

constitutive. La phosphorylation constitutive aurait aussi pu être mimée par une muta-

tion du résidu sérine en acide glutamique. Ainsi, concernant l’ubiquitination, seul l’état

déubiquitiné peut être mimé par mutagenèse. Une solution pour pouvoir étudier l’état

ubiquitiné d’un résidu de protéine est d’utiliser un outil appelé « click chemistry ». Cette

technique permet d’ubiquitiner in vitro un résidu lysine spécifique de manière irréver-

sible [322].

L’expression de NLRP3 dans ces cellules est sous le contrôle d’un promoteur induc-

tible par la doxycycline. Ceci permet de contrôler les niveaux d’expression du gène et

d’éviter ainsi une surexpression. En effet, la surexpression de NLRP3 permet de s’affran-

chir du signal de priming [115, 116, 289], autorisant ainsi le signal d’activation d’être suf-

fisant pour activer l’inflammasome. Or, nous voulons ici étudier le rôle des modifications

post-traductionnelles de NLRP3 dans les phases de priming et d’activation. La quantité

de protéine NLRP3 produite dans le système utilisé est semblable à celle induite par un

traitement des cellules WT au LPS ce qui confirme que nous sommes dans des conditions

permettant l’étude du priming et de l’activation.

Les résultats obtenus en stimulant les différentes lignées cellulaires exprimant les

mutants de NLRP3 avec des composés activateurs de l’inflammasome ou avec plusieurs

bactéries n’ont pas permis de détecter une sécrétion d’IL-1β significativement différente

entre les cellules exprimant les mutants de NLRP3 et les cellules exprimant NLRP3 WT.

Cependant, les quantités d’IL-1β sécrétées par les lignées cellulaires, et notamment les

BMDM immortalisés, sont environ dix fois plus faibles que celles sécrétées par les cel-

lules primaires (BMDM). Ainsi, si un faible phénotype d’activation existe dans les mutants
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suite au traitement au LPS seul celui-ci peut être masqué, notamment s’il est situé sous le

seuil de détection du test ELISA. Les lignées cellulaires sont donc plutôt un outil permet-

tant d’étudier des phénotypes forts, comme il a été fait dans la section 5.1 où des mutants

CAPS (comme D305N par exemple) sont utilisés comme contrôles positifs, mais limitant

pour l’étude de phénotypes plus modérés. Enfin, l’étude présentée a recherché un phé-

notype en s’intéressant uniquement à la sécrétion d’IL-1β. Or une autre conséquence im-

portante de l’activation de l’inflammasome est le déclenchement de la pyroptose. Bien

que ces deux phénomènes soient souvent co-induits lors de l’activation de l’inflamma-

some, des études récentes mettent en avant leur découplage possible [147, 148, 151, 323].

Des données concernant le déclenchement de la pyroptose dans les cellules exprimant

les formes mutantes de NLRP3 auraient pu enrichir l’étude phénotypique menée.

Les recherches menées à partir des lignées cellulaires permettent d’obtenir des don-

nées rapidement puisqu’un mois environ est nécessaire pour construire des lignées cellu-

laires mutantes. Elles permettent donc de savoir rapidement quel mutant de NLRP3 a un

phénotype et si celui-ci est suffisamment prononcé avant de générer des souris knock-

in, processus long (six mois à un an), coûteux, et éthiquement discutable. Cependant,

les cellules transduites ne sont soumises à aucune pression de sélection. Ainsi, elles ont

tendance à exprimer de moins en moins les gènes transduits au fur et à mesure des pas-

sages. Ceci peut s’expliquer par une perte des gènes transduits ou par une sélection au fil

des passages des cellules n’ayant pas été transduites (celles-ci étant forcément présentes

suite aux erreurs de tri cellulaire) si celles-ci se multiplient plus vite ou ont moins ten-

dance à mourir que les cellules qui ont été transduites. Afin d’éliminer ce problème, il

pourrait être utile de rajouter une résistance à un antibiotique (puromycine, G418...) lors

de la transduction afin d’ajouter une pression de sélection. De plus, beaucoup de gènes

et processus cellulaires sont dérégulés dans ces lignées. Notamment, les BMDM immor-

talisés produisent en permanence le virus qui a servi à les immortaliser, qui peut donc ré-

infecter les cellules continuellement et participer fortement à la dérive de celles-ci [324].

Tous ces phénomènes expliquent que les lignées cellulaires produites n’étaient pas très

stables dans le temps (utilisation au maximum pendant 2 semaines), et que les résultats

obtenus pouvaient être variables d’une expérience à une autre.

De nombreuses modifications post-traductionnelles de NLRP3 ont été mises en

évidence par différentes études : ubiquitination, phosphorylation, S-nitrosylation, S-

glutathionylation, ribosylation et SUMOylation [193, 293]. Cependant, la position exacte

des résidus modifiés n’est souvent pas connue. Concernant l’ubiquitination, seul le ré-

sidu K689 a été identifié [187, 192]. L’ubiquitine ligase FBXL2, régulée négativement par le

LPS, a été proposée comme étant à l’origine de cette ubiquitination qui aurait pour consé-

quence la dégradation de NLRP3 par le protéasome [187]. Cependant, le résidu K689 a

aussi été décrit comme étant un site de SUMOylation de NLRP3, SUMOylation inhibant

l’activation de l’inflammasome [193]. Il n’est pas impossible que ce site soit ubiquitiné

ou SUMOylé selon les conditions. D’autre part, quatre résidus porteurs de phosphoryla-
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tion ont été identifiés : la sérine 5, dont la phosphorylation inhibe le recrutement d’ASC

[196] ; la sérine 194 dont la phosphorylation par JNK entraîne l’oligomérisation de NLRP3

[185], la sérine 291 dont la phosphorylation a des effets contradictoires [168, 194, 195] ; et

la phosphorylation de la tyrosine Y861 par PTPN22 qui entraîne la dégradation de NLRP3

par autophagie [198]. La plupart des résidus identifiés par spectrométrie de masse dans

notre étude comme étant ubiquitinés ou phosphorylés sont décrits pour la première fois.

Seul le résidu sérine S157 a déjà été identifié comme porteur d’une phosphorylation [196].

De manière concordante avec nos résultats, l’étude menée par Stutz et al. n’a trouvé au-

cun phénotype aux mutants NLRP3 S157A et S157D.

6.2 Etude de l’activation du mutants NLRP3 K568R dans les

macrophages primaires de souris

Une grande partie de la discussion concernant le mutant NLRP3 K568R est détaillée

dans l’article scientifique (chapitre 4). Nous ne discuterons ici que les aspects non men-

tionnés auparavant.

L’étude des BMDM Nlrp3K568R/K568R a révélé une sur-activation de ce mutant. En effet,

ces cellules ont un taux de perméabilisation de la membrane plasmique plus élevé que les

cellules WT quand elles sont traitées au LPS et avec un signal d’activation. D’autre part, il

semble que certains signaux d’activation, et notamment les signaux cristallins, entraînent

une sécrétion d’IL-1β plus forte par les BMDM exprimant la forme mutée par rapport aux

cellules exprimant la forme WT de NLRP3 (données non montrées et préliminaires). Si

NLRP3 K568R est plus actif que NLRP3 sauvage, il serait intéressant pour la suite de notre

étude de tester la sécrétion d’IL-1β suite à l’activation des cellules par différentes doses

d’activateurs d’une part et après différents temps d’activation d’autre part. En effet, les

durées et les doses de traitements utilisées pour le moment ont été établies afin d’avoir

une activation optimale de l’inflammasome sauvage.

Afin de faire une première étude large sur les voies de signalisations et les mécanismes

moléculaires dans lesquels l’ubiquitination de la lysine K568 de NLRP3 est impliquée,

différents inhibiteurs de l’inflammasome ont été testés. Leur utilisation est intéressante

puisqu’ils permettent la réalisation d’études préliminaires dans la recherche d’un méca-

nisme moléculaire. Cependant, d’autres expériences doivent être réalisées afin de confir-

mer que les effets observés ne sont pas dus à des effets secondaires de ces composés,

mal connus et peu contrôlés. Pour la plupart des inhibiteurs utilisés, nous avons observé

une inhibition de la synthèse de pro-IL-1β dans le cytosol, ce qui empêche de conclure

sur l’inhibition du processus de maturation et sécrétion par le mutant NLRP3 K568R. Afin

de contourner ce problème, la sécrétion de l’IL-18 ou d’IL-1α comme marqueur de l’ac-

tivation du mutant NLRP3 K568R pourrait être utilisée étant donné que la synthèse de

ces deux cytokines n’est pas dépendante du signal de priming. Ce protocole est en cours
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d’optimisation.

Nous avons également recherché la localisation subcellulaire du mutant NLRP3

K568R. En effet, une hypothèse pour expliquer l’activation du mutant serait une localisa-

tion subcellulaire différente de la forme sauvage, localisation importante pour l’activation

de la protéine. Pour étudier cela, nous avons essayé d’optimiser la détection de NLRP3 par

immunofluorescence, sans succès (données non montrées). Nous avons aussi tenté une

méthode biochimique, le fractionnement cellulaire, toujours sans succès (données non

montrées). L’étude de la littérature indique que l’immunofluorescence de NLRP3 dans les

lignées cellulaires THP1 est réalisable. Ainsi, la localisation subcellulaire du mutant pour-

rait être étudiée dans des cellules THP1. D’autre part, l’hypothèse d’une oligomérisation

de la forme mutante de NLRP3 suite au traitement au LPS est également une hypothèse

permettant d’expliquer la suractivation de NLRP3 K568R. Ainsi, l’étude des oligomères de

NLRP3 par migration sur gel non dénaturant pourrait être réalisée.

Enfin, nous avons cherché à déterminer l’implication de l’inflammasome non cano-

nique dans l’activation du mutant NLRP3 K568R (données non montrées). Cependant,

nous faisons face à deux problèmes pratiques : (i) lors de l’activation de l’inflammasome

non canonique, le LPS qui ne serait pas entré dans le cytosol et qui pourrait activer TLR4 ;

et (ii) lors de l’activation de TLR4, le LPS qui au contraire serait rentré dans le cytosol suite

à l’électroporation et qui activerait la voie non canonique. Plusieurs méthodes peuvent

être utilisées afin de contourner ces difficultés. Le suivi de la sécrétion d’IL-1β par des

BMDM de génotype [Casp11-/- ; Nlrp3K568R/K568R] et [Casp11-/- ; Nlrp3+/+] traités au LPS

extracellulaire permettrait de résoudre le premier problème. Inversement, le suivi de la sé-

crétion d’IL-1β par des BMDM de génotype [Tlr4-/- ; Nlrp3K568R/K568R] et [Tlr4-/- ; Nlrp3+/+]

activés par la transfection de LPS permettrait de résoudre le deuxième problème. Les sou-

ris correspondant à ces génotypes sont actuellement en reproduction.

6.3 Etude de l’activation du mutant NLRP3 K373R exprimé

dans les macrophages primaires de souris

L’utilisation de la spectrométrie de masse a montré entre autres l’ubiquitination du

résidu lysine K373 de NLRP3. Or, la mutation K377E (également numérotée K375E dans

la base de données Infevers et correspondant au résidu K373 murin) a été identifiée chez

une patiente CAPS de type FCAS [316]. Chez cette patiente, les symptômes inflamma-

toires ont commencé à l’âge de 9 ans, ce qui est inhabituel pour les patients CAPS chez

lesquels la maladie se déclare généralement dans les premiers mois de la vie. Les symp-

tômes de cette patiente sont des épisodes d’urticaire et des attaques d’arthralgie, accom-

pagnés d’une légère augmentation de la concentration en protéine C réactive (CRP) et en

protéine amyloïde A (SAA) ainsi que d’une neutrophilie. Le traitement de la patiente par

l’Anakinra (antagoniste du récepteur à l’IL-1) a montré une diminution des symptômes
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inflammatoires. Le traitement au Canakinumab (anticorps neutralisant anti-IL-1β) a per-

mis une disparition complète des symptômes ainsi qu’une normalisation des taux de SAA.

Plusieurs arguments permettent de pencher en faveur d’un diagnostic CAPS : i) la muta-

tion K377E ne fait pas partie des variants de NLRP3 retrouvés dans la population générale ;

ii) cette mutation est localisée dans le domaine NACHT de NLRP3, où se situent la plupart

des mutations CAPS ; iii) la patiente répond au traitement à l’Anakinra ou au Canakinu-

mab; iv) le résidu K377 est évolutivement conservé. Cependant, il est important de noter

que la mère de la patiente porte la même mutation K377E à l’état hétérozygote également

mais ne présente aucun symptôme hormis un taux de SAA légèrement augmenté. Ceci

montre que les CAPS sont des maladies dont le phénotype est à pénétrance incomplète

et montre aussi l’interconnexion de facteurs génétiques et environnementaux dans le dé-

veloppement de la maladie [325].

L’étude, encore préliminaire, de l’activation de NLRP3 K373R a permis de révéler de

nombreux points communs avec le phénotype d’activation du mutant NLRP3 K568R.

Premièrement, le priming par le LPS des BMDM Nlrp3K373R/K373R provoque une faible

sécrétion d’IL-1β. Celle-ci est similaire en terme de quantité, de cinétique et de dose

de LPS utilisées pour une sécrétion optimale à celle détectée suite au priming des

BMDM Nlrp3K568R/K568R. Deuxièmement, une augmentation de la sécrétion d’IL-1β par

les BMDM Nlrp3K373R/K373R par rapport aux BMDM sauvages a été observée lors de l’uti-

lisation de certains seconds signaux, et notamment les cristaux (MSU et silice). Troisiè-

mement, aucune perméabilisation des BMDM Nlrp3K373R/K373R n’a été détectée suite au

priming. Il ne nous a pas semblé nécessaire de poursuivre l’étude sur la détection de la

pyroptose pour deux raisons. D’une part ce processus n’a pas lieu sans la formation des

pores [89, 149, 153, 155]. D’autre part nous avons rencontré des difficultés lors de la dé-

tection de la pyroptose par le test LDH, trop peu sensible, dans l’étude du mutant NLRP3

K568R. Il est probable qu’un tel problème se pose de nouveau avec le mutant NLRP3

K373R.

Cependant, contrairement aux BMDM Nlrp3K568R/K568R, les BMDM Nlrp3K373R/K373R

sécrètent de l’IL-1β en quantité croissante après 8h, 24h, ou 48h de stimulation au LPS,

ce qui semblerait indiquer que NLRP3 K373R ne serait pas sensible à un contrôle négatif

de son activation. Il serait donc très intéressant de répéter cette expérience, d’une part

pour confirmer ces résultats, mais aussi pour y inclure des temps de priming plus longs,

allant jusqu’à 96h pour voir si la sécrétion d’IL-1β continue encore d’augmenter, comme

observé quand les macrophages sont dans un état d’hyperactivation [151].

Enfin, nous avons pu montrer que la liaison de l’ATP ne semblait pas être impactée par

l’ubiquitination du résidu NLRP3 K373. Cependant, dans ces expériences, nous n’avons

pas vérifié qu’une proportion significative de domaines NACHT sauvages était effecti-

vement ubiquitinée sur la lysine K373. De plus, nous n’avons pas ici testé si l’hydrolyse

de l’ATP était impactée par l’ubiquitination du résidu K377. En effet, le motif Walker B

(responsable de l’hydrolyse de l’ATP) est plus proche du site K377 que le motif Walker A
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(responsable de la fixation de l’ATP) et donc potentiellement plus impacté par l’ubiqui-

tination de ce résidu. Il serait ainsi intéressant d’utiliser un test d’hydrolyse de l’ATP par

exemple par suivi du relarguage de PO4 suite à l’incubation de NLRP3 avec du [γ-32P] ATP

ou par un test ATP-Glo.

L’étude du mutant NLRP3 K373R sera poursuivie avec les mêmes questions que celles

concernant l’activation du mutant NLRP3 K568R, tout au moins au début. Tout d’abord,

il serait intéressant de confirmer que l’IL-1β détecté dans le surnageant suite au signal

de priming correspond effectivement à la forme clivée de la cytokine. La recherche du

clivage de la caspase-1 et de la formation de specks d’ASC suite au priming est aussi à pré-

voir pour la suite. Afin de confirmer l’implication de l’ubiquitination du site K377 dans

le phénotype observé du mutant, l’ubiquitination de NLRP3 dans les cellules devra être

quantifiée par western blot. Ensuite, il serait aussi intéressant de rechercher les molé-

cules impliquées dans la voie d’activation du mutant suite au priming afin d’éclaircir les

mécanismes moléculaires de l’activation de l’inflammasome. Enfin, l’implication de la

gasdermine-D dans la sécrétion d’IL-1β suite au priming et la voie de sécrétion de l’IL-1β

empruntée seront analysées. Des études in vivo d’activation de l’inflammasome seront

aussi réalisées sur les souris knock-in (survie suite au choc endotoxique, aux infections,

étude de l’inflammation lors des désordres métaboliques...).

6.4 Discussion générale et conclusion

Le priming est un signal qui agit via une voie dépendante de la transcription mais

également via une voie indépendante de la transcription, reposant sur des modifications

post-traductionnelles de protéines. En effet, des études en lignées cellulaires ont permis

de montrer que le signal de priming permettait la synthèse de NLRP3 [112, 115]. D’autre

part, il a été montré que la surexpression de NLRP3 permettait l’activation de l’inflamma-

some seulement suite au signal d’activation, sans passer par le signal de priming [76, 116].

C’est pourquoi le rôle du priming était initialement restreint à un rôle transcriptionnel. Il

serait donc pertinent de tester si l’activation des mutants par le priming ne serait pas due

qu’à un effet transcriptionnel ou s’il reste encore un effet indépendant de la transcription.

En d’autres termes, il serait intéressant de tester si la surexpression de NLRP3 K568R ou

NLRP3 K373R ne serait pas suffisante pour induire la sécrétion d’IL-1β. Nous nous atten-

dons cependant à ce que l’effet indépendant de la transcription soit encore présent chez

les mutants car NLRP3 n’est sans doute pas la seule protéine modifiée suite au priming et

le résidu K568R n’est pas le seul résidu de NLRP3 modifié suite au priming. Néanmoins,

nous ne pouvons pas utiliser de lignées cellulaires pour tester cette hypothèse. Une trans-

fection ou une transduction de macrophages primaires Nlrp3 KO avec un vecteur per-

mettant l’expression des formes mutantes de NLRP3 serait peut-être une solution. En lien

avec les problématiques de quantité de protéine, plusieurs études ont montré que, dans

certains cas, la déubiquitination de NLRP3 permettait d’augmenter la stabilité de la pro-
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téine [187] alors que son ubiquitination entraînait sa dégradation [191, 199]. L’augmen-

tation de la quantité de protéine NLRP3 est ensuite responsable d’une augmentation de

l’activité de l’inflammasome. Il serait ainsi informatif d’étudier la stabilité des protéines

mutantes (K373R et K568R) par rapport à la protéine sauvage pour tester si l’activité ob-

servée suite au signal de priming pourrait être reliée à une augmentation de la quantité

de protéine NLRP3.

Les deux mutants NLRP3 K373R et NLRP3 K568R, dont l’ubiquitination des résidus

mutés ne peux plus être réalisée, ont un phénotype similaire : déclenchement de la sécré-

tion d’IL-1β après signal de priming sans déclenchement de la pyroptose. Une étude plus

poussée du mutant NLRP3 K373R nous permettra de préciser si les mécanismes d’activa-

tion sont communs pour les deux mutants. En attendant, ces observations peuvent nous

conduire à l’hypothèse selon laquelle le degré d’ubiquitination de la protéine NLRP3,

plutôt que le site précis de son ubiquitination, contrôle son activation. L’ubiquitina-

tion de NLRP3, augmentée suite au priming, empêche la sécrétion des cytokines pro-

inflammatoires. Cependant, le contrôle du déclenchement de la pyroptose ne semble pas

être lié à l’ubiquitination de NLRP3. Afin de tester cette hypothèse, nous pourrions géné-

rer une nouvelle lignée de souris portant les deux mutations K373R et K568R sur NLRP3.

Pour cela, la technique de CRISPR/Cas9, déjà réalisée auparavant pour construire les sou-

ris simple knock-in Nlrp3K568R/K568R, serait de nouveau mise à contribution sur les sou-

ris Nlrp3K373R/K373R ou inversement. En effet, les deux mutations sont trop proches pour

pouvoir simplement réaliser des croisements entre les deux lignées de souris que nous

avons déjà construites. Le rôle de l’ubiquitination de NLRP3 au cours des étapes de son

activation dans différents types cellulaires est résumé dans la figure 6.1.

Pour finir, les études phénotypiques des mutants, et notamment du mutant NLRP3

K568R, ont été freinées par des difficultés techniques. En effet, le phénotype d’activation

de mutant déclenché par le priming est faible (deux ordres de grandeur en dessous d’un

phénotype d’activation des cellules sauvages suite à leur priming et leur activation). Par

exemple, pour réussir à détecter le clivage de la pro-caspase-1 ou de la pro-IL-1β par wes-

tern blot il a fallu utiliser de grandes quantités de cellules (cinq à dix fois plus que pour des

études plus classiques). De plus, beaucoup d’expériences ne sont pas réalisables parce

que nous sommes sous le seuil de détection des kits utilisés, comme le test de détection de

la pyroptose (test LDH). Il est donc difficile d’énoncer avec certitude que la non-détection

d’un phénotype est effectivement due à son absence. Ainsi, si le double mutant NLRP3

K373R K568R a un phénotype plus prononcé que celui des simples mutants, les expé-

riences effectuées auront des résultats plus nets, ce qui facilitera ces études. Cependant,

des lignées cellulaires exprimant le double mutant NLRP3 K373R K568R ont été créées

mais là encore l’activation de l’inflammasome dans ces cellules n’était pas significative-

ment différent des cellules sauvages (données non montrées).
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médecine/sciences NLRP3, 
un inflammasome 
sous contrôle
Marine Groslambert1-5, Bénédicte F. Py1-5,*

> La réponse immunitaire innée protège l’orga-
nisme par la détection rapide des agents patho-
gènes et des lésions via des récepteurs spéciali-
sés, dont NLRP3. Celui-ci assemble un inflamma-
some, un complexe cytosolique de signalisation 
qui active la caspase-1, contrôle la libération 
de cytokines et de facteurs inflammatoires pro-
duits dans le cytosol comme les interleukines 
1 / . Les pathologies inflammatoires associées 
à NLRP3, dont la goutte, révèlent la nécessité 
d’un contrôle étroit de son activité. Cette revue 
présente les avancées sur la signalisation du 
priming (ou amorçage) du complexe puis de son 
activation avec une attention particulière sur le 
rôle des modifications post-traductionnelles de 
NLRP3. <

cytokines et d’autres facteurs intracellulaires pro-inflammatoires dont 
l’IL-1 La mort par pyroptose de cellules infectées permet d’éliminer 
en parallèle les niches de réplication des pathogènes intracellulaires.
La structure des inflammasomes dits non-canoniques, associés à la 
caspase-11, ou 4 et 5 chez l’homme, reste mal connue. Les inflam-
masomes canoniques, qui sont eux, associés à la caspase-1, sont 
assemblés par des récepteurs cytosoliques de la famille des NLR 
(nucleotide-binding domain leucin-rich repeat) ou ALR (Aim2-like 

receptors). Ces récepteurs s’oligomérisent pour former une plateforme 
de nucléation pour des filaments formés par la protéine adaptatrice 
ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD 

domain, aussi appelé PYCARD, CARD5, TMS1, Q9ULZ3), dont la surface 
permet, à son tour, la nucléation de filaments de pro-caspase-1 [4]. 
Ces inflammasomes forment des specks (ou structures ponctiformes) 
d’une taille de l’ordre du micron, visibles en microscopie, et qui sont 
uniques pour une cellule.
NLRP3 (nucleotide-binding domain leucin-rich repeat [LRR] and 

pyrin-containing receptor 3, nommé également cryopyrin, CIAS1 [cold 

autoinflammatory syndrome 1 protein] ou NALP3 [NACHT, LRR and 

PYD domains-containing protein 3]) a été initialement décrit pour 
son association génétique avec des syndromes auto-inflammatoires 
héréditaires monogéniques dominants, nommés CAPS (cryopyrin-asso-

ciated periodic syndrome) ou cryopyrinopathies [5]. Depuis, NLRP3 a 
été impliqué dans de nombreuses pathologies multifactorielles à com-
posante inflammatoire, dont l’arthrite goutteuse, l’athérosclérose, 
le diabète de type 2 et la stéatose hépatique non-alcoolique [6, 7]. 
Il est également impliqué dans plusieurs maladies neurodégénéra-
tives, dont la sclérose en plaques et les maladies d’Alzheimer et de 
Parkinson, ainsi que dans les pathologies associées au vieillissement 
[6-9]. NLRP3 est aussi important au cours des infections par diffé-
rents pathogènes. Il intervient en effet dans la reconnaissance de 
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Les inflammasomes sont des pla-
teformes de signalisation mul-
tiprotéiques assemblées par 
des récepteurs cytosoliques qui 
détectent les agents pathogènes, 
ou les dommages subis par la cellule [1] (➜).
Leur formation aboutit à l’activation des caspases 
inflammatoires (les caspases-1 et 11 chez la souris, les 
caspases-1, 4 et 5 chez l’homme). Ces protéases sont à 
l’origine de la pyroptose, une forme de mort cellulaire 
pro-inflammatoire, en induisant 
le clivage d’une protéine cytoso-
lique, appelée Gasdermine-D [2, 3] 
(➜) dont le domaine N-terminal, 
alors libéré, s’oligomérise pour former des pores cyto-
lytiques qui s’insèrent dans la membrane plasmique. 
La caspase-1 contrôle également la maturation, par 
un clivage direct, de pro-cytokines cytosoliques, dont 
l’IL(interleukine)-1  et l’IL-18. Un mécanisme de sécré-
tion non conventionnelle contrôlé par la caspase-1, 
et surtout la rupture de la membrane plasmique due à 
la pyroptose, permettent ensuite la libération de ces 

(➜) Voir la Synthèse 
de Y. Jamilloux 
et T. Henry, m/s n° 11, 
novembre 2013, 
page 975

(➜) Voir la Synthèse 
de L. Cabon et al., m/s 
n° 12, décembre 2013, 
page 1117
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les récepteurs du TNF (tumor necrosis factor), des 
IL-1, et les récepteurs des anaphylatoxines C3a et C5a 
du système du complément [15, 16]. Une production 
excessive d’espèces réactives de l’oxygène (ou ROS, 
reactive oxygen species) permet également le priming de 
NLRP3. Plusieurs voies de priming sont successivement 
activées lors de l’engagement des TLR. La première à 
avoir été décrite est celle qui implique l’activation de la 
transcription induite par ces récepteurs et la synthèse 
protéique de novo qui en résulte [15]. Ce priming, dit 
transcriptionnel, est effectif plusieurs heures après l’en-
gagement des récepteurs. Il dépend de MyD88 (myeloid 

differentiation primary response 88), TRIF (TIR domain-

containing adapter-inducing interferon-b), FADD (Fas 

associated protein with death domain) et caspase-8, 
ainsi que des ROS, qui activent le facteur NF- B (nuclear 

factor-kappa B) [17, 18]. L’expression de NLRP3, alors 
fortement augmentée, suffit à se substituer au priming. 
Il a donc été suggéré que le niveau basal de NLRP3 serait 
insuffisant pour l’assemblage de l’inflammasome et que 
le priming reposerait alors sur l’augmentation de son 
expression. Ce priming transcriptionnel est nécessaire 
pour l’expression de certains substrats de l’inflamma-
some, dont la pro-IL-1 . Par contre, les expressions 
d’ASC, de pro-caspase-1 et d’autres substrats de NLRP3, 
comme la pro-IL-18, sont constitutives et ne sont en 
revanche pas affectées par ce priming.
À côté du priming transcriptionnel, l’engagement des 
TLR et du récepteur des IL-1 (IL-1R), mais pas des 
récepteurs du TNF (TNFR), permet très précocement et 
transitoirement, un priming de NLRP3, indépendamment 
de la transcription et de la synthèse protéique [19]. Le 
niveau basal de NLRP3 suffirait donc à l’assemblage de 
l’inflammasome, ce qui suggère que le priming trans-
criptionnel repose sur l’expression d’autres facteurs 
qui restent à définir. Les mécanismes de priming sont 
donc multiples. À des étapes précoces, ils reposent uni-
quement sur des modifications post-traductionnelles. 
Ce priming non-transcriptionnel est opérationnel très 
rapidement (dès 10 à 30 min après l’engagement des 
TLR, par exemple) via la voie MyD88/IRAK1/4 (IL-1 

receptor-associated kinase 1/4), après activation de 
TLR4 et de TLR2, et/ou légèrement plus tardivement 
(entre 30 min et 1 h), par la voie de signalisation TRIF/
IRAK1/FADD/caspase-8/RIP1 (receptor-interacting 

protein 1), initiée par l’activation de TLR4 et de TLR3. 
Il dépend également des ROS mitochondriales qui suf-
fisent à se substituer à l’engagement des TLR [19-21]. 
Dans les phases tardives (entre 12 et 24 h), l’engage-
ment de TLR4, mais pas des TNFR ou de TLR2, produit 
une désensibilisation de NLRP3 vis-à-vis des signaux 
d’activation. Deux mécanismes de  désensibilisation, 

divers pathogènes comme certaines amibes, des protozoaires, dont 
 Plasmodium, des champignons, comme Candida albicans ou Saccha-

romyces cerevisiae, des bactéries parmi lesquelles Staphylococcus 

aureus et Listeria monocytogenes, et de divers virus tels que le virus de 
la grippe (influenza), le virus Sendaï, et des adénovirus [10]. L’impact 
de NLRP3 dans la réponse à ces pathogènes reste partiel, en raison de 
la redondance des récepteurs de l’immunité innée.
NLRP3 est une protéine de 115 kDa constituée (1) d’un domaine LRR 
(leucin-rich repeat) C-terminal, dont la fonction régulatrice est mal 
comprise, (2) d’un domaine central d’oligomérisation (NOD, nucleo-

tide-binding and oligomerization domain ou NACHT) qui présente une 
activité ATPase, et (3) d’un domaine N-terminal effecteur PYD (pyrin 

domain) capable de recruter l’adaptateur ASC. De nombreux motifs 
moléculaires (les PAMP ou les DAMP, pour pathogen ou damage-asso-

ciated molecular pattern) qui sont associés aux pathogènes ou aux 
réponses pathologiques de la cellule, activent NLRP3. On peut citer, 
par exemple, l’hyperglycémie, les céramides, 
certains acides gras, des agrégats protéiques 
(amyloïde- , IAPP [islet amyloid polypeptide]), 
des cristaux (de cholestérol, d’urate de sodium, 
d’amiante [11] (➜), de silice, de pyrophosphate 
de calcium, d’alun), l’ATP extracellulaire, l’acide hyaluronique, les 
toxines bactériennes formant des pores, certains acides nucléiques 
bactériens et viraux, ou encore l’hémozoïne (pigment malarique) 
produit lors de l’infection par Plasmodium [12]. Comme le suggère la 
grande diversité structurale de ces activateurs, NLRP3 n’est donc pas 
un récepteur stricto sensu qui lie des PAMP ou des DAMP. Il s’agit plus 
d’un senseur de stress cytosolique. Dans cette revue, nous présentons 
les avancées récentes de la compréhension des voies de signalisation 
qui contrôlent l’activation de NLRP3. Une attention particulière est 
portée au rôle clé des modifications post-traductionnelles de NLRP3 
pour l’assemblage de l’inflammasome.

Les voies de signalisation qui contrôlent l’assemblage 
de l’inflammasome NLRP3

Dans les macrophages, l’assemblage de l’inflammasome NLRP3 néces-
site deux signaux, dits de priming (ou amorçage, signal 1) et d’acti-
vation (signal 2) (Figure 1). Les signaux de priming peuvent être des 
cytokines ou des PAMP/DAMP qui sont reconnus par des récepteurs 
qui initient la transcription de nombreux gènes. Les signaux d’acti-
vation correspondent, quant à eux, à différents stress cellulaires. Des 
conditions identiques semblent exister pour l’assemblage de l’inflam-
masome NLRP3 dans d’autres types cellulaires, moins étudiés que les 
macrophages, dont les monocytes, les mastocytes ou les neutrophiles. 
Néanmoins, dans les monocytes humains, le signal de priming peut 
suffire à l’assemblage de l’inflammasome, dans certaines conditions 
[13, 14].
Le priming de NLRP3 se produit à la suite de l’activation par leurs ligands 
de récepteurs, dont les TLR (Toll-like receptors), NOD2 (nucleotide-

binding oligomerization domain 2), ou RAGE (receptor for advanced 

glycation end products), pour les PAMP/DAMP, ou, pour les cytokines, 

(➜) Voir la Nouvelle 
de C. Dostert et V. 
Pétrilli, m/s n° 11, 
novembre 2013, 
page 975
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À la suite du priming, NLRP3 devient compétent pour 
être activé. Différents signaux d’activation, classés 
selon le type de stress cellulaire qu’ils induisent, ont 
été décrits. Les premiers provoquent l’ouverture de 
pores dans la membrane plasmique. C’est le cas de 
certaines toxines bactériennes, dont la nigéricine (pro-
duite par Streptomyces hygroscopicus), la forme clivée 
de la Gasdermine-D, qui contrôle l’activation de NLRP3 
en aval de la caspase-11, ou le complexe d’attaque 
membranaire du complément [23]. L’ATP, libéré dans 
le milieu par les cellules nécrosées, permet également 

au moins, ont été documentés : l’induction de la protéine p62 (ou 
sequestosome 1) et la dégradation de NLRP3 par autophagie, et/ou la 
sécrétion d’IFN-I (interféron de type I, IFN ) qui initie la produc-
tion d’oxyde nitrique (NO) et inhibe NLRP3 [16, 22]. La combinaison 
de différentes voies de signalisation, en aval de TLR4, permet ainsi 
successivement, un priming non-transcriptionnel, puis transcriptionnel 
et, finalement, une désensibilisation de NLRP3. Bien que peu étudié, ce 
déroulé semble être différent lors de l’engagement d’autres récepteurs 
de priming, comme les TNFR. L’impact respectif de ces différentes voies 

in vivo en contexte infectieux ou auto-inflammatoire, reste cependant 
encore mal compris.
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Figure 1. Voies de signalisation contrôlant l’assemblage de l’inflammasome. Le priming de NLRP3 (nucleotide-binding, LRR and PYD domains-

containing protein 3) dépend de l’activation d’autres récepteurs de l’immunité innée ou de récepteurs de cytokines. Son activation est le résultat 

de différents stress cellulaires ciblant, entre autres, la perméabilité ionique de la membrane plasmique, les lysosomes ou les fonctions mito-

chondriales, qui perturbent l’homéostasie ionique du cytoplasme. Reçus de façon coordonnée, ces deux signaux conduisent à des modifications 

post-traductionnelles de NLRP3 permettant l’assemblage de l’inflammasome, l’activation de la caspase-1, le clivage de la Gasdermine-D et la 

pyroptose, ainsi que la maturation et la sécrétion de cytokines. TNF : tumor necrosis factor ; TNFR : tumor necrosis factor receptor ; IL1 : interleu-

kin-1 ; IL1R : interleukin-1 receptor ; IL-18 : interleukin-18 ; LPS : lipopolysaccharide ; TLR : Toll-like receptor ; NF- B : nuclear factor-kappa B ; 

ROS : reactive oxygen species ; ATP : adenosine triphosphate ; P2X7R : purinergic receptor P2X 7 ; AMPc : cyclic adenosine monophosphate ; ASC : 

apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD domain.
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pour origine les voies de signalisation impliquant MyD88 
et/ou TRIF, et sa cinétique peut être reliée au priming 
de NLRP3 par ces voies [33]. Cette phosphorylation 
induit une déubiquitination de NLRP3, et semble favo-
riser son oligomérisation. Un polymorphisme de NLRP3 
interférant avec le processus de phosphorylation de la 
sérine (S198N) a été identifié chez un patient présen-
tant un CAPS. Néanmoins, ce patient était également 
porteur d’une autre mutation, bien caractérisée dans 
ce syndrome (Y570C), et sans doute responsable de 
la pathologie [34]. Ces résultats sont cohérents avec 
l’observation plus ancienne d’une déubiquitination de 
NLRP3 dépendant des ROS mitochondriales produites 
lors du priming non-transcriptionnel induit par un 
bref engagement de TLR4 [20]. Cependant aucune E3 
ubiquitine ligase ou déubiquitinase, impliquée dans ce 
priming court, n’a été identifiée. Les chaperonnes SGT1/
HSP90 (suppressor of the G2 allele of skp1/heat shock 

protein 90), qui sont associées, à l’état basal, à NLRP3 
et possèdent une activité E3 ligase, pourraient partici-
per au processus [35]. L’augmentation de la quantité 
de protéine NLRP3 lors du priming transcriptionnel, 
repose également en partie, sur la répression de l’E3 
ligase  SCFFBXL2 (Skp-cullin-F box L2) responsable de 
l’ubiquitination de NLRP3 sur la lysine K689 qui conduit 
à sa dégradation par le protéasome. L’expression de l’E3 
ligase SCFFBXO3 est induite lors du priming transcription-
nel. Elle réprime SCFFBXL2 par ubiquitination et dégrada-
tion [36]. À noter qu’au cours du priming transcription-
nel, la pro-IL-1  est également ubiquitinée sur la lysine 
K133 par des enzymes qui restent cependant à identi-
fier. Cette ubiquitination semble favoriser le clivage de 
la cytokine par la caspase-1 [37]. Aucune modification 
similaire n’a été rapportée à notre connaissance pour 
les autres substrats de l’inflammasome, comme la pro-
IL-18 ou la Gasdermine-D, et l’ubiquitination ne semble 
pas être un mécanisme commun d’adressage des subs-
trats vers l’inflammasome.
L’étape d’activation de l’inflammasome repose aussi 
sur des modifications post-traductionnelles de NLRP3. 
L’assemblage de l’inflammasome nécessite en effet la 
déubiquitination de NLRP3 par la déubiquitinase BRCC3 
(BRCA1/BRCA2-containing complex subunit 3) en aval 
de tous les activateurs qui ont été testés [38]. Cette 
déubiquitination semble donc constituer un élément 
clé de l’activation de l’inflammasome. Contrairement à 
celle impliquée dans le priming, elle est indépendante 
des ROS mitochondriales. Elle repose donc sur des voies 
de signalisation différentes [20]. Les domaines NACHT 
et LRR peuvent être ubiquitinés, et NLRP3 présente 
un mélange de chaînes d’ubiquitines de type K48 et 
K63 [38]. BRCC3, spécifique des chaînes K63, cible le 

l’ouverture de pores via le récepteur P2X7 (purinergic receptor P2X 7) 
[24]. La deuxième catégorie de signaux correspond à des structures 
particulaires comme l’amiante, la silice, les cristaux de cholestérol, 
l’amyloïde-  et les liposomes qui, en s’accumulant dans les lysosomes 
après avoir été phagocytées, entraînent leur rupture et la libéra-
tion de cathepsines et de Ca2+ dans le cytosol [25]. Les specks, qui 
contiennent l’inflammasome, sont également libérés dans le milieu 
extracellulaire par les cellules pyroptotiques ; ils sont ensuite pha-
gocytés par les macrophages, leur ingestion provoquant l’activation 
de l’inflammasome, par la déstabilisation des lysosomes, et celle de 
la caspase-1, par un recrutement direct, ce qui amplifie la réponse 
des cellules [26, 27]. Les perturbateurs des fonctions mitochondriales 
forment une troisième catégorie de signaux. Ils comprennent les stress 
métaboliques et les inhibiteurs de la chaîne respiratoire mitochon-
driale ou de la mitophagie1 [28]. De nombreux autres signaux acti-
vateurs de NLRP3 n’entrent dans aucune de ces catégories, comme les 
rayons ultra-violets ou l’activation par le calcium extracellulaire de 
récepteurs couplés aux protéines G [29]. Ces stimulus sont à l’origine 
de différentes signalisations qui activent NLRP3 [12]. Bien qu’aucun 
élément de convergence absolu ne permette, encore, d’établir un 
consensus, certaines voies apparaissent communes à de nombreux 
activateurs comme (1) la mise en place d’un efflux de potassium, qui 
produit un changement conformationnel des oligomères NLRP3 ; (2) 
une augmentation du calcium cytosolique, via l’ouverture des canaux 
ioniques TRP (transient receptor potential) ou la signalisation PLC/
IP3R (phospholipase C/inositol 3 phosphate receptor), qui favoriserait 
directement le recrutement d’ASC par NLRP3 et/ou qui diminuerait la 
production d’AMPc, inhibiteur de l’inflammasome ; (3) les dommages 
mitochondriaux – qui peuvent être consécutifs à l’entrée du calcium 
dans les mitochondries - conduisant à la production de ROS, à la 
libération d’ADN mitochondrial et à l’exposition de cardiolipides à la 
membrane externe des mitochondries [29, 30]. Ces deux derniers ont 
été proposés comme des activateurs interagissant directement avec 
NLRP3 [31, 32].
L’assemblage de l’inflammasome NLRP3 est donc finement contrôlé 
par la coordination des étapes de priming et d’activation. Les voies 
de signalisation et les mécanismes moléculaires impliqués sont encore 
mal caractérisés. Toutefois, plusieurs travaux récents révèlent l’impor-
tance des modifications post-traductionnelles de NLRP3 dans ce pro-
cessus (Figure 2).

Modifications post-traductionnelles de l’inflammasome 
NLRP3 et contrôle de son assemblage

Le priming de NLRP3 est donc en partie indépendant de la transcrip-
tion. Très récemment, un rôle clé a été révélé pour la phosphorylation 
de la sérine S198 (sérine en position 198) de NLRP3 chez l’homme (qui 
correspond à la sérine S194 chez la souris), par JNK1 (c-Jun N-termi-

nal kinase 1). La phosphorylation de cette sérine est un événement 
commun au priming transcriptionnel et non-transcriptionnel. Elle a 

1 Une forme d’autophagie s’adressant spécifiquement aux mitochondries.
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Figure 2. Modifications post-tra-

ductionnelles de NLRP3 impli-

quées dans la régulation de l’in-

flammasome. NLRP3 est composé 

des domaines PYD, NACHT et LRR 

modifiés par ubiquitination (Ub), 

phosphorylation (P) et nitrosyla-

tion (NO) au cours des phases de 

priming, d’activation et de désen-

sibilisation de NLRP3. Les enzymes 

responsables de ces modifications 

sont représentées en italique. Les 

stimulus et enzymes activateurs 

sont indiqués en rouge. Les stimu-

lus, seconds messagers, enzymes 

et modifications inhibiteurs sont 

indiqués en bleu. NLRP3 : NACHT, 

LRR and PYD domains-containing 

protein 3 ; PYD : pyrin domain ; 

LRR :  leucin-rich repeats  ; 

LPS :lipopolysaccharide ; Pam-

3CSK4, synthetic triacylated lipo-

protein C81H156N10O13S ; Poly(I:C) : 

polyinosinic-polycytidylic acid ; 

R848 : resiquimod ; ODN CpG : oligodéoxynucléotide CpG ; IL1 : interleukine-1 ; IFN-I : interféron de type 1 ; IFN-II : interféron de type 2 ; PGE2 : 

prostaglandine E2 ; ATP : adenosine triphosphate ; TiO2 : dioxyde de titane ; AMPc : cyclic adenosine monophosphate ; DAG : diacyl glycerol ; JNK : 

c-Jun N-terminal kinase ; TRIM31 : tripartite motif containing 31 ; FBXL2 : Skp-cullin-F box L2 ; MARCH7 : membrane-associated ring-CH-type fin-

ger 7 ; PKD : protein kinase D ; PKA : protein kinase A ; BRCC3 : BRCA1/BRCA2-containing complex subunit 3 ; PTPN22 : protein tyrosine phosphatase 

non-receptor type 22.

à son activation, mais leurs rôles dans sa phosphoryla-
tion ne sont pas établis. En particulier NEK7 (NIMA-rela-

ted protein kinase 7), qui se lie à NLRP3, est nécessaire 
à l’assemblage de l’inflammasome auquel elle participe, 
mais son activité kinase n’est pas essentielle [42]. Très 
récemment, il a été montré que la phosphorylation de la 
sérine S295 de NLRP3 par les PKD (protein kinase D) 1-3, 
activées en aval de la PLC et du DAG (diacylglycérol) 
serait nécessaire à l’assemblage de l’inflammasome 
[43]. Les mutants S295A et S295E, qui miment respec-
tivement les états déphosphorylé et phosphorylé de 
cette sérine, sont tous deux inactifs. Ce résultat suggère 
qu’un cycle de déphosphorylation/phosphorylation se 
produirait sur ce résidu. L’analyse de la localisation des 
mutants suggère que la déphosphorylation de la sérine 
S295 permettrait le recrutement initial de NLRP3 dans 
les MAM (mitochondria-associated ER membranes). Sa 
phosphorylation par les PKD1-3 contrôlerait ensuite sa 
relocalisation, des MAM vers le speck cytosolique. Ce 
modèle est cohérent avec des études précédentes qui 
montrent l’inhibition de l’inflammasome par la voie 
dépendant de l’AMPc, qui est activée par les acides 

domaine LRR de NLRP3. Cependant, ni les lysines ubiquitinées, ni les 
conséquences biochimiques et structurales de cette ubiquitination ne 
sont connues. Dans des conditions d’inhibition de BRCC3, l’ubiquiti-
nation de NLRP3 empêche l’assemblage de l’inflammasome ; elle n’est 
cependant pas associée à sa dégradation. Des événements de déphos-
phorylation sont également impliqués dans l’activation de NLRP3. Ainsi, 
la phosphatase PTPN22 (protein tyrosine phosphatase non-receptor 

type 22), qui a été associée à plusieurs pathologies inflammatoires, 
participe à l’activation de NLRP3, en aval d’activateurs de nature 
variée. Elle constitue un autre élément générique du processus. PTPN22 
cible la tyrosine Y861 dans le domaine LRR de NLRP3. Son recrutement 
nécessite ASC. Il est donc probablement consécutif à l’association pré-
alable de NLRP3 et d’ASC [39]. Des substitutions (Y861H et Y861C) au 
sein du domaine LRR ont été identifiées chez certains patients présen-
tant un CAPS, suggérant l’importance de ces résidus dans le contrôle de 
l’activation de NLRP3 [40]. L’assemblage de l’inflammasome nécessite 
également la déphosphorylation de la sérine S5 du domaine PYD, qui 
permet le recrutement d’ASC. Cette déphosphorylation pourrait être 
réalisée par PP2A (protein phosphatase 2 A) mais savoir si elle se 
produit lors du priming ou lors de l’activation n’est pas défini [41]. La 
phosphorylation de NLRP3 pourrait également réguler l’étape d’activa-
tion. Plusieurs kinases interagissent en effet avec NLRP3 et participent 
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les mécanismes d’assemblage de l’inflammasome et, 
nous l’espérons, d’identifier de nouvelles cibles théra-
peutiques. ‡

SUMMARY
Regulation of the NLRP3 inflammasome
The innate immunity constitutes an efficient barrier 
by rapidly detecting pathogens and tissue damages 
through pattern recognition receptors including NLRP3. 
Moreover, inappropriate NLRP3 activation causes 
deleterious inflammation and contributes to various 
conditions including atherosclerosis, diabetes, gout 
and Alzheimer’s diseases. NLRP3 assembles a multim-
eric inflammasome complex serving as an activation 
platform for caspase-1 that controls processing and 
release of cytosolic inflammatory factors and cytokines 
including IL-1 . Inflammasome assembly is tightly con-
trolled and requires coordinated NLRP3 priming, through 
cytokine or other pattern recognition receptors, followed 
by activation by cellular stress. Here, we describe recent 
advances in the understanding of the signalling path-
ways supporting the priming and activation of NLRP3, 
with a special focus on the key role of post-translational 
modifications of NLRP3, including phosphorylation and 
ubiquitination, in inflammasome regulation. ‡
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des sites à proximité de la sérine 295 et rendent NLRP3 insensible à l’in-
hibition par l’AMPc. Elles bloquent (au moins pour l’une d’entre elles) la 
phosphorylation par la PKA, suggérant un rôle important de ce point de 
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mécanismes. Dans le contexte de l’inhibition de NLRP3 par la dopamine 
via son récepteur DRD1 (dopamin receptor D1), l’AMPc se lie à NLRP3 
et induit l’ubiquitination des domaines NACHT et LRR par l’E3 ligase 
MARCH7 (membrane-associated ring-CH-type finger 7). Ces ubiquitina-
tions conduisent à la dégradation de NLRP3 par autophagie [46].
L’assemblage de l’inflammasome pourrait être également modulé 
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assembly complex) et est phosphorylé sur plusieurs sites au cours du 
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tions sur l’activation de l’inflammasome demeure cependant incer-
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masome [22]. L’IFN-  (un interféron de type II) inhibe aussi NLRP3, par 
le même mécanisme [52].

Conclusion

La dérégulation du récepteur NLRP3 est impliquée dans de nombreuses 
pathologies à composante inflammatoire. L’inhibition de l’inflamma-
some NLRP3 porte ainsi d’importants espoirs thérapeutiques. Les voies 
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de sa régulation. L’identification de la nature de ces modifications, 
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tiques responsables permettront, dans l’avenir, de mieux comprendre 
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inflammatory caspases, namely caspase-1 and -11 in mice, 

and caspase-1, -4, and -5 in humans. These caspases are 

activated within cytosolic multimolecular complexes named 

inflammasomes (Figure 1). Canonical inflammasomes form 

activation platforms for caspase-1. Their assembly depends on 

some dedicated cytosolic PRRs from the nucleotide-binding 

domain leucin-rich repeat (NLR) family including NLR and 

pyrin domain containing receptor 1 (NLRP1), NLRP3, and 

NLR and caspase recruitment domain containing receptor 4 

(NLRC4); the AIM2-like receptors (ALR) family including 

absent in melanoma 2 (AIM2); or the tripartite motif (TRIM) 

family including pyrin. Activation of these PRRs triggers either 

their oligomerization (as for NLRC4 or AIM2)4,5 or confor-

mational changes of pre-formed oligomers (as for NLRP3).6 

The PRR oligomer then recruits the adaptor protein ASC 

(apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase 

recruitment domain [CARD]) through pyrin domain (PYD)–

PYD interactions and constitutes a nucleation platform for fila-

ments of ASC. The surface of the filament in turn enables the 

nucleation of filaments of the effector pro-caspase-1 through 

CARD–CARD interactions.7 Inflammasomes form specks, 

also referred to as pyroptosomes, in the micron range in size 

and unique per cell, that can be observed by light microscopy.8 

Pyroptosome assembly constitutes an all-or-nothing response 

at the single cell level. Noteworthy, NLRC4 which possesses 

a CARD domain can either directly recruit pro-caspase-1 or 

trigger the formation of ASC filaments, serving as an ampli-

fication mechanism required for cytokine maturation but 

dispensable for pyroptosis.9 The inflammasomes that control 

the activation of caspase-11 in mice and caspase-4 and -5 in 

human in response to cytosolic lipopolysaccharide (LPS) are 

referred to as non-canonical. Their composition remains poorly 

understood, and the lipid A moiety of LPS has been proposed 

to directly interact with the CARD of caspase-11, -4, and -5 

which then undergo oligomerization, resulting in the activation 

of the caspases.10 Therefore, non-canonical inflammasome 

assembly does not depend on dedicated PRRs, and caspase-11, 

-4, and -5 act as receptors themselves.

Figure 1 Canonical and non-canonical inlammasomes.
Notes: Canonical inlammasomes assemble downstream of cytosolic PRRs including NLRP1, NLRP3, NLRC4, AIM2, and pyrin and control the activation of caspase-1. 
The ASC adaptor forms multimeric ilaments and ampliies the response. The non-canonical inlammasomes are activated by cytosolic LPS and result in caspase-4 and -5 
(homologs of mouse caspase-11) activation. All these inlammatory caspases cleave GSDMD which then forms cytolytic pores leading to pyroptosis. In addition, caspase-1 
controls the maturation of cytosolic pro-cytokines. 
Abbreviations: PRRs, pattern recognition receptors; ASC, apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD domain; LPS, lipopolysaccharide; GSDMD, 
gasdermin-D; h, human; m, mouse.
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The caspase-1 protease controls maturation of pro-IL-1β 

and pro-IL-18, produced as pro-cytokines in the cytosol by 

direct cleavage of the pro-forms.11 In addition, all inflamma-

tory caspases trigger a pro-inflammatory form of cell death 

named pyroptosis (from Greek roots pyro, relating to fire or 

fever, and ptosis, relating to falling). This process is mediated 

by the cleavage of the cytoplasmic gasdermin-D (GSDMD) 

protein, which leads to the release of its N-terminal domain 

that oligomerizes as pores in the plasma membrane.12–14 

GSDMD pores and cell lysis mediate the release of mature 

IL-1β and IL-18 together with IL-1α and many other alarm-

ins, as well as the ASC speck. Extracellular ASC specks enter 

neighbor cells by phagocytosis and propagate the inflam-

matory signal.15,16 Noteworthy, caspase-11, -4, and -5 do 

not directly cleave pro-IL-1β and pro-IL-18. Non-canonical 

inflammasome controls cytokine maturation through sub-

lytic plasma membrane permeabilization by GSDMD pores 

that activate the NLRP3 inflammasome.12,17

NLRP3, also known as cryopyrin, CIAS1, or NALP3, was 

initially described for its genetic association with forms of 

hereditary autoinflammation known as familial cold autoinflam-

mation syndrome (FCAS), Muckle–Wells syndrome (MWS), 

and neonatal-onset multisystem inflammatory disease/chronic 

infantile neurologic cutaneous articular syndrome (NOMID/

CINCA), in the order of increasing severity.18,19 These diseases 

were then collectively named cryopyrin-associated periodic 

syndromes (CAPS). Since then, NLRP3-mediated inflam-

mation has been additionally recognized to fuel a number of 

multifactorial diseases including gouty arthritis, atherosclerosis, 

type 2 diabetes, and non-alcoholic steatohepatitis, as well as 

several neurodegenerative diseases, including amyotrophic 

lateral sclerosis, Alzheimer’s and Parkinson’s diseases, and 

other aging-related diseases.20–23 NLRP3 has also been involved 

in the response against diverse pathogens including ameba, 

protozoans including Plasmodium, fungi including Candida 

albicans and Saccharomyces cerevisiae, bacteria including 

Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes, and viruses 

including influenza, Sendai, and adenoviruses.24 On contrary to 

the abovementioned conditions, NLRP3-dependent inflamma-

tion is mostly protective against infections, although the impact 

of Nlrp3 deficiency is usually limited, probably due to some 

redundancies among PRRs. NLRP3 is a 115 kDa cytosolic 

protein composed of three domains: a C-terminal leucin-rich 

repeat (LRR) with poorly characterized regulatory functions, a 

central oligomerization domain NACHT or nucleotide binding 

oligomerization domain (NOD) with an ATPase activity, and a 

N-terminal pyrin domain (PYD) that recruits ASC.18 NLRP3 

is activated by numerous and highly diverse PAMPs/DAMPs 

as, for example, hyperglycemia, ceramides, fatty acids, protein 

aggregates (β-amyloid, islet amyloid polypeptide), crystals 

(cholesterol, sodium urate, asbestos, silica, calcium pyrophos-

phate, alum), extracellular ATP, hyaluronic acid, pore-forming 

bacterial toxins including nigericin, bacterial and viral nucleic 

acids, and hemozoin.25–27 The great diversity in the structures of 

these activators excludes the fact that NLRP3 acts as their direct 

receptor. Instead, it is now well accepted that NLRP3 indirectly 

senses cytosolic stress. In this review, we describe the recent 

advances in our understanding of signaling pathways control-

ling NLRP3 activation, with a particular focus on the newly 

discovered key role of NLRP3 post-translational modifications 

in inflammasome assembly.

Signaling pathways controlling 
NLRP3 inlammasome assembly
Regulation of the NLRP3 inflammasome has been most 

extensively investigated in macrophages. In these cells, 

NLRP3 inflammasome assembly results from a two-step 

process referred to as priming and activation (Figure 2). The 

priming signal usually corresponds to cytokines or DAMPs/

PAMPs recognized by receptors that transcriptionally control 

the expression of numerous genes. The activation signal can 

be provided by various cellular stresses and is transcription 

independent. 

NLRP3 inlammasome priming
Consistent with the high diversity of the conditions leading 

to NLRP3 inflammasome assembly, a large number of recep-

tors, including PRRs as well as cytokine and anaphylatoxin 

receptors, control NLRP3 priming. Among the PRRs, Toll-

like receptors (TLRs), nucleotide-binding oligomerization 

domain 2 (NOD2), and receptor for advanced glycation 

endproducts (RAGE) can prime NLRP3 for further activa-

tion.28–32 The immune system itself can autonomously prime 

NLRP3 through the anaphylatoxin C3a and C5a receptors 

and cytokines IL-1 and TNF receptors.33–36 In addition, exces-

sive reactive oxygen species (ROS) production also leads to 

NLRP3 priming.

Upon TLR binding by their agonists, several pathways 

resulting in NLRP3 priming are successively activated over 

time (Figure 3). The first pathway that has been described 

relies on transcription activation downstream of these 

receptors and de novo protein synthesis.35 This pathway is 

referred to as transcriptional priming or late priming, since 

it requires several hours (>3 h) before NLRP3 is licensed 

for further activation. Transcriptional priming depends on 

myeloid differentiation primary response 88 (MyD88), TIR 
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domain-containing adapter-inducing interferon-β (TRIF), 

Fas-associated protein with death domain (FADD), and 

caspase-8, as well as ROS, which activate nuclear factor-κB 

(NF-κB).37–39 Indeed, while NLRP3 expression is low and 

the major caspase-1 substrate pro-IL-1β is not expressed 

in resting macrophages, both are highly transcriptionally 

upregulated downstream of TLR activation.35 In addition, 

experimental overexpression of NLRP3 alleviates priming 

requirement for further NLRP3 activation, suggesting that 

priming mechanism may rely on this upregulation of NLRP3 

expression level.35,39,40 Expressions of ASC, pro-caspase-1, 

and other substrates, including IL-18, are constitutive and are 

not affected upon priming in cultured macrophages.

More recently, accumulative evidence highlighted a 

transcriptional-independent priming mechanism. Indeed, 

TLR agonists, but not IL-1β or TNF cytokines, license very 

quickly and transiently NLRP3 for further activation inde-

pendently of protein synthesis.36,41–44 These reports imply 

that NLRP3 basal expression level may be sufficient for the 

inflammasome assembly and that transcriptional priming 

may rely on the expression of other factors that remain to be 

identified. In addition, these observations suggest that several 

priming mechanisms may exist, and that early after the activa-

tion of TLRs, priming may rely solely on post-translational 

modifications. This non-transcriptional priming is effective 

10–30 min after TLR4 and TLR2 binding and depends on 

Figure 2 Control of NLRP3 inlammasome assembly.
Notes: Inlammasome formation requires coordinated NLRP3 priming and activation. PAMPs/DAMPs and cytokines prime NLRP3 through rapid post-translational 
modiications (non-transcriptional priming) and then NF-κB-dependent transcriptional upregulation of NLRP3 and putative other factors (transcriptional priming). Activation 
signals are provided by various stress signals including change in plasma membrane permeability, lysosome rupture, and metabolic stress. Downstream signaling pathways 
rely on cytosolic K+ decrease. Increase in cytosolic Ca2+ and decrease in cAMP are also often observed. NLRP3 activation results in inlammasome assembly and caspase-1 
activation.
Abbreviations: PAMPs, pathogen-associated molecular patterns; DAMPs, damage-associated molecular patterns; TLR, Toll-like receptor; TNFR, tumor necrosis factor 
receptor; MSU, monosodium urate; ROS, reactive oxygen species; GSDMD, gasdermin-D; ASC, apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD domain.
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the MyD88/IL-1 receptor-associated kinase 1/4 (IRAK1/4) 

pathway. Notably, IRAK1, which is required for this process 

and associates with NLRP3–ASC complexes, is degraded 

after 30 min providing a possible mechanism for the transient 

nature of this priming.44 Non-transcriptional priming is also 

effective 30 min–1 h after TLR4 and TLR3 binding and then 

depends on the activation of the TRIF/IRAK1/FADD/cas-

pase-8/receptor-interacting protein 1 (RIP1) pathway.37,42–45 

These pathways are referred to as early and intermediate 

priming, respectively, and both rely on mitochondrial ROS 

(mtROS), which can even bypass the requirement for TLR 

agonists.42 In addition, a third non-transcriptional priming 

pathway has been described in macrophages deficient for 

caspase-8 activity. This priming pathway would bypass the 

requirement for NLRP3 activation and rely on FADD and 

mixed lineage kinase domain like (MLKL) pseudokinase.38 

However, ongoing necroptosis in this setting is likely to 

provide NLRP3 activation signal.37,45,46

Finally, prolonged exposure (>12 h) of macrophages to 

TLR4 agonists, but not TNF or TLR2/1 agonists, renders 

Figure 3 NLRP3 priming.
Notes: Several pathways successively control NLRP3 priming following TLR activation. The early and intermediate non-transcriptional pathways are independent of de novo 
protein synthesis and rely on post-translational modiications. They are, respectively, engaged by the MyD88 and the TRIF adaptors. Prolonged TLR or cytokine receptor 
activation prime NLRP3 through NF-κB-dependent transcriptional upregulation of NLRP3 and putative other factors. Both MyD88- and TRIF-dependent signaling drives this 
late transcriptional priming. All priming pathways depend on mitochondrial ROS. 
Abbreviations: TLR, Toll-like receptor; ROS, reactive oxygen species; LPS, lipopolysaccharide.
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NLRP3 refractory to further activation signals. The require-

ment for coordinately received priming and activation signals 

may physiologically limit inappropriate response, and this 

desensitization process may therefore protect the organ-

ism against detrimental inflammation. Several mechanisms 

support NLRP3 desensitization. LPS triggers IFN-I secre-

tion which induces, in an autocrine/paracrine manner, the 

expression of inducible nitric oxide synthase (iNOS) and 

TRIM30.47,48 iNOS inhibits NLRP3 through the production 

of endogenous NO,47 while TRIM30 inhibits NLRP3 by 

reducing the production of ROS.48 In addition, IFN-I also 

represses the expression of the inflammasome substrates 

pro-IL-1α/β through the secretion of IL-10.49 Moreover, 

LPS-inducible A20 dampens pro-IL-1β maturation by cas-

pase-1 (detailed in the “Post-translational modifications of 

ASC, caspase-1, and IL-1β in the regulation of the inflam-

masome” section).50 Finally, the induction of Sequestosome 

1 (SQSTM1, alternatively named p62) and degradation of 

damaged mitochondria that emit inflammasome-activating 

signals also participate in this desensitization.51 On the con-

trary, prolonged exposure to TNF does not make NLRP3 

refractory to further activation, and may thus participate in 

NLRP3 priming involved in chronic inflammatory diseases, 

such as CAPS and Alzheimer’s disease. Indeed, β-amyloid 

fibrils as well as inflammation associated with aging induce 

the release of TNF.33,36,52,53

In summary, successive signaling pathways activated 

downstream of PRRs, cytokine receptors, and other priming 

receptors control one or several of the following events: 1) the 

early or intermediate switch in NLRP3 by post-translational 

modifications to a form competent for further activation; 2) 

the late transcriptional upregulation of NLRP3, inflamma-

some substrates including pro-IL-1β, and probably other key 

regulator(s); and 3) upon their prolonged activation, the inhi-

bition of subsequent inflammasome activation by targeting 

NLRP3, inflammasome substrate pro-IL-1β, or key elements 

in NLRP3 activation pathways such as ROS or mitochondria. 

The impact and the relevance of these successive signaling 

pathways in infectious or auto-inflammatory contexts in vivo 

remain poorly understood.

NLRP3 inlammasome activation
Priming licenses NLRP3 to subsequent activation by highly 

diverse agents and conditions. These activation signals can 

be classified according to the type of cellular stress that they 

cause (Figure 4). Agents leading to changes in the plasma 

membrane permeability to ions form the first category. It com-

prises, for example, pore-forming bacterial toxins including 

nigericin,54 as well as the membrane attack complex assem-

bled upon the activation of the complement system.55,56 As 

already mentioned, permeabilization of plasma membrane by 

GSDMD pores is critical in NLRP3 activation downstream of 

non-canonical inflammasomes.13,17 Finally, extracellular ATP, 

as released by necrotic neighboring cells, activates NLRP3 

through the plasma membrane P2X7 receptor and the subse-

quent opening of ionic pores.57 Crystals constitute a second 

class of NLRP3 activation signals including asbestos, silica, 

cholesterol crystals, β-amyloid, and liposomes.58–61 They are 

phagocytized but resistant to degradation, and their accumula-

tion ultimately leads to the rupture of phagolysosomes and the 

consequent release of cathepsins and Ca2+ in the cytosol, and 

both may account for inflammasome activation.58,62 Finally, 

as mentioned before, particulates formed by inflammasome 

specks released in the extracellular milieu by pyroptotic cells 

may play a key role in inflammation amplification.15,16 Their 

phagocytosis by neighboring macrophages leads to NLRP3 

activation by lysosomal disruption similar to other particulate 

signals, and in addition triggers direct recruitment and activa-

tion of cellular caspase-1 by these ASC specks. In addition, 

extracellular ASC speck has been recently shown to recruit 

β-amyloid and seed aggregates, spreading β-amyloid pathol-

ogy in Alzheimer’s disease.63 Agents and conditions triggering 

mitochondrial dysfunction constitute the third class of NLRP3 

activators, including metabolic stress, inhibitors of respiratory 

chain complexes, and blockade of mitophagy.64 Finally, other 

NLRP3 activation signals cannot be included in any of these 

classes as, for example, ultraviolet radiations and activation 

of G-protein-coupled receptors by the extracellular Ca2+.62,65–67 

These highly diverse activation signals seem to engage several 

pathways to activate NLRP3.68

Although a unifying model for NLRP3 activation still 

remains controversial, common key signaling features 

observed downstream of several activators recently emerged 

including in particular changes in cytosolic ionic concen-

tration and mitochondrial damage. A decrease in cytosolic 

K+ is observed upon exposure to extracellular ATP, pore-

forming toxins, and particulates.69 K+ efflux precedes mito-

chondrial dysfunctions, and correlates with inflammasome 

activation upon experimental up- or down-modulations of 

extracellular K+ concentrations, suggesting a key role of 

reduction in cytosolic K+ levels in the upstream control of 

NLRP3 activation. The mechanism of this control remains 

unknown, although it has been suggested that low cytosolic 

K+ concentration might participate directly or indirectly in 

the conformational changes of NLRP3 oligomers associated 

with inflammasome formation.6 Rise in cytosolic Ca2+ is also 
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associated with inflammasome activation following numer-

ous stimuli.62 High extracellular K+ reduces cytosolic Ca2+ 

rise, suggesting that K+ efflux may promote Ca2+ influx to 

activate NLRP3, although its significance remains debated 

since the increase in cytosolic Ca2+ is not sufficient to trigger 

NLRP3 activation and its role may also be restricted to K+ 

efflux counterbalancing.69 Several ionic channels including 

transient receptor potential, inositol tri-phosphate receptor, 

and ryanodine receptor have been reported to mediate Ca2+ 

fluxes associated to NLRP3 activation depending on the 

inflammatory stimuli and contexts.6,56,61,62,65 In addition, dis-

ruption of lysosomes following particulate phagocytosis may 

lead to the release of lysosomal Ca2+ into the cytosol and may 

participate in the rise of cytosolic Ca2+ levels.62 Increased Ca2+ 

concentration favors ASC recruitment to NLRP3.65 Lastly, 

mitochondrial damage constitutes another shared feature of 

NLRP3 activation pathways. This mitochondrial dysfunction 

can be caused after mitochondrial Ca2+ overload following 

rise in cytosolic Ca2+ concentration.62 The events following 

mitochondrial damage such as loss of membrane potential 

(∆Ψm), production of ROS, release of mitochondrial DNA 

(mtDNA) in the cytosol, and exposure of cardiolipin at the 

Figure 4 NLRP3 activation.
Notes: NLRP3 activation is triggered by various stress signals including: 1) increase in plasma membrane permeability caused by bacterial toxins, activation of P2X7R by ATP 
release from necrotic cells, complement membrane attack complex (MAC) or GSDMD pore formed downstream of the activation of the non-canonical inlammasome by 
cytosolic LPS, 2) lysosome rupture caused by phagocytosis of particulates including crystals (asbestos, silica, monosodium urate [MSU], cholesterol crystals, etc) as well as 
ASC specks released from neighboring cells, and 3) mitochondrial damages. NLRP3 activation is highly dependent on K+ eflux. In addition, increase in membrane permeability, 
lysosome rupture, and activation of G-protein coupled receptor (GPCR) lead to a rise in cytosolic Ca2+. Subsequent Ca2+ overload induces mitochondrial damage, then 
cardiolipin exposure and oxidized mtDNA participate in NLRP3 activation at mitochondria-associated eR membranes (MAMs), resulting in the inlammasome assembly and 
caspase-1 activation. In addition, exogenous ASC specks released in the cytosol following lysosome rupture can directly activate caspase-1 and therefore propagate rapidly 
the inlammatory signal to neighboring cells.
Abbreviations: TLR, Toll-like receptor; GSDMD, gasdermin-D; LPS, lipopolysaccharide; ASC, apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD domain; mtDNA, 
mitochondrial DNA; eR, endoplasmic reticulum.
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outer membrane of mitochondria have all been proposed 

to mediate NLRP3 activation. In particular, mtDNA and 

 cardiolipin could be direct ligands of NLRP3.70–72 Accord-

ingly, inhibition of mitophagy promotes NLRP3 activation 

through the accumulation of defective mitochondria.72

NLRP3 inflammasome assembly is similarly controlled in 

most of other innate immune cells, including murine mono-

cytes, mast cells, and neutrophils.73–75 Noteworthy, in human 

monocytes, strong LPS priming signals have been reported to be 

sufficient to trigger NLRP3 inflammasome activation in some 

conditions, although activation signals remain necessary for 

potentiation of weak priming signals.73,76–78 These differential 

requirements may be due to ATP secretion by human monocytes 

upon priming. Released ATP may then act as an activation signal 

in an autocrine/paracrine manner.76,77 More recently, it has been 

proposed that in human monocytes, an alternative inflamma-

some pathway may be triggered without the requirement of 

activation signals.73 This species-specific alternative pathway 

is independent of K+ efflux and leads to a low and gradual 

IL-1β response without pyroptosome formation and therefore 

significantly differs from the all-or-nothing speck response trig-

gered by canonical activation stimuli. This alternative pathway 

depends on TRIF, RIPK1, FADD, and caspase-8 signaling 

pathways as evidenced in BLaER1 post-mitotic monocytes 

transdifferentiated from immortalized B cells.

NLRP3 traficking toward 
inlammasome assembly
The trafficking of NLRP3 seems to be tightly regulated upon 

both priming and activation processes and appears to be criti-

cal for inflammasome assembly (Figure 5). Nevertheless, the 

current model remains controversial due to possible artifacts 

of overexpression approaches, concerns on the specificity of 

anti-NLRP3 antibodies raising doubts on endogenous stain-

ing, and extensive use of artificial cell lines. NLRP3 is both 

cytosolic and associated with the ER in THP1 and resting 

bone marrow-derived macrophages (BMDMs).64,79 Upon 

NLRP3 activation, NLRP3 is recruited to mitochondria-

associated ER membranes (MAMs).64,71,80 This recruitment 

is independent of ASC and therefore probably precedes 

NLRP3 interaction with its adaptor.80,81 Consistently, NLRP3 

recruitment to the mitochondria has been recently reported 

to occur during priming.82 Consistent with the inhibition of 

NLRP3 pathway by colchicine or nocodazole,79 NLRP3 co-

migrates with LPS-induced microtubule-affinity regulating 

kinase 4 (MARK4) along microtubules to reach mitochondria, 

suggesting a role of microtubules in NLRP3 recruitment to 

the MAMs.83 MARK4 kinase domain interacts with NLRP3 

PYD and NACHT domains, and its expression is required 

for NLRP3 localization to mitochondria. Other interactors of 

NLRP3 have been described to be required for – or to facili-

tate – NLRP3 relocation and activation including cardiolipin, 

normally located in the inner mitochondrial membrane, that 

interacts with NLRP3 LRR domain,71 mitochondrial antiviral 

signaling (MAVS) that interacts with NLRP3 PYD,80 cellular 

FLICE-inhibitory protein long form (cFLIPL) upregulated by 

TLR signaling and interacting with NLRP3 LRR domain.84,85 

Noteworthy, the role of MAVS remains controversial and has 

been differentially shown by others to be restricted to NLRP3 

control downstream of RNA virus infections, and implicated 

in the priming of NLRP3 and ASC stabilization.86,87 In addi-

tion, ∆Ψm-dependent binding of NLRP3 with mitofusin-2 

(Mfn 2) may potentiate its interaction with MAVS, upon 

RNA virus infections, but the role of mitofusin-2 in NLRP3 

recruitment to the mitochondria has not been investigated.88 

Finally, small heterodimer partner (SHP) that co-translocates 

to the mitochondria upon NLRP3 activation and interacts with 

its PYD domain acts as a negative regulator. Interestingly, 

SHP deficiency abolishes NLRP3 recruitment to the mito-

chondria suggesting a not yet characterized role in NLRP3 

trafficking.81 Other inflammasome components have also 

been shown to relocate upon priming or activation. While 

caspase-1 is cytosolic in basal condition, it is recruited to the 

mitochondria upon priming probably through its interaction 

with externalized cardiolipin.82 In basal condition, ASC has 

been reported to be mostly in the nucleus but is also found in 

the cytoplasm where it associates with mitochondria.79,89 Upon 

NLRP3 activation, its mitochondrial recruitment increases.82 

In addition, mitochondria then relocate in a microtubule net-

work-dependent manner to approach the ER at the perinuclear 

region where acetylated tubulin accumulates.79 Inhibition of 

α-tubulin deacetylase sirtuin 2 (SIRT2) caused by mitochon-

drial damage and subsequent decrease in NAD+ may induce 

this process.79 NLRP3 undergoes self-oligomerization and 

interacts with ASC in the MAMs before being released in the 

cytosol.81,90 Clustering of mitochondria around the Golgi and 

phosphorylation of NLRP3 by Golgi-associated protein kinase 

D (PKD, detailed hereunder) control this release.90 NLRP3 

and ASC then colocalize in one cytosolic perinuclear speck of 

1–6 µm.89,91 This speck has recently been described to localize 

at the centrosome, suggesting a role of microtubule network 

in speck formation and providing a mechanistic explanation 

for the formation of a single speck per cell.83 Consistently, 

the centrosomal protein NIMA-related protein kinase 7 

(NEK7) associates with the inflammasome complex.92–94 On 

the contrary, a previous study reported the speck to be distinct 
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from the  centrosome.95 Finally,  inflammasome targeting to 

autophagosome plays a role in the control or resolving of the 

response.96,97 If the inflammasome is not degraded by autopha-

gosome, the abovementioned release of specks participates in 

the amplification of the inflammatory response.15,16 

To conclude, the assembly of the NLRP3 inflammasome 

in macrophages is a tightly controlled event that requires 

coordinated priming and activation signals. Signaling path-

ways and molecular mechanisms involved are not yet fully 

understood. Notably, accumulative studies recently highlight 

the role of NLRP3 post-translational modifications in both 

processes, that is, priming and activation (Figure 6; Table 1).

NLRP3 post-translational 
modiications as a regulation 
mechanism of inlammasome 
assembly
NLRP3 post-translational modiications in 
inlammasome priming
As already mentioned, NLRP3 priming can occur indepen-

dently of new protein synthesis, and therefore relies primarily 

on post-translational modifications in addition to the extra 

need of transcriptional gene upregulation in some condi-

tions.42 Phosphorylation of S198 (corresponding to S194 in 

Figure 5 Current model of NLRP3 subcellular localization during its activation process.
Notes: Primed NLRP3 is both cytosolic and associated with endoplasmic reticulum (eR). Upon activation, NLRP3 is recruited to mitochondria-associated eR membranes 
(MAMs) by co-migration with MARK4 along microtubules (1). NLRP3 is stabilized in the MAMs through its interaction with cardiolipin, MAvS, cFLIPL, Mfn 2, and oxidized 
mtDNA at the surface of the mitochondria (2). Upon NLRP3 activation, ASC relocates from the nucleus to the mitochondria network (3), which approaches the eR in a 
microtubule-dependent manner (4). NLRP3 associates with ASC in the MAMs (5). Phosphorylation of NLRP3 by Golgi-associated PKD leads to the release of NLRP3/ASC 
complex from the MAMs (6) and assembly of a single speck at the centrosome (7). Autophagy dampens inlammation by targeting the inlammasome (8), while release of ASC 
speck from pyroptotic cells propagates the inlammatory signal to neighboring cells (9).
Abbreviations: MAvS, mitochondrial antiviral signaling; mtDNA, mitochondrial DNA; ASC, apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD domain; PKD, 
protein kinase D; mtDNA, mitochondrial DNA; GSDMD, gasdermin-D.
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mouse NLRP3) by JNK1 has been recently proposed as a 

universal feature of NLRP3 priming, required for both tran-

scriptional-dependent and -independent priming pathways, 

and downstream of both MyD88 and TRIF signaling.98 S198 

phosphorylation kinetics correlates with NLRP3 priming 

by these different pathways. S198 phosphorylation leads to 

NLRP3 deubiquitination and promotes its oligomerization. 

S198N polymorphism has been identified in CAPS patients.99 

This observation is surprising since CAPS is typically caused 

by gain of function mutations in NLRP3. Nevertheless, this 

patient bore another well characterized CAPS mutation 

Y570C that was probably causing over-activation of NLRP3 

without the need of S198 phosphorylation. These results are 

consistent with earlier findings that NLRP3 is constitutively 

ubiquitinated and that non-transcriptional priming induced 

by short LPS exposure leads to NLRP3 deubiquitination in 

a mtROS-dependent manner.42 More recently and in opposite 

to its constitutive ubiquitination model, NLRP3 has been 

reported to be very transiently ubiquitinated with K63 chains 

following LPS priming.100 This ubiquitination depends on the 

E3 ligase Pellino 2, whose deficiency significantly impairs 

NLRP3 response in cultured BMDMs, as well as in several 

mouse models. Most E3 ubiquitin ligases and deubiquitinases 

controlling NLRP3 priming remain to be identified. Notewor-

thy, chaperones such as suppressor of the G2 allele of skp1 

(SGT1) and heat shock protein 90 (HSP90), which have E3 

ligase activity, associate with NLRP3 in resting conditions.101 

In addition, the increase in NLRP3 level upon transcriptional 

priming may in part rely on stabilization of NLRP3 through 

post-translational regulation. Indeed, NLRP3 ubiquitination 

on K691 (K689 in mouse) by skp-cullin-F box L2 (SCFFBXL2) 

E3 ligase targets NLRP3 to proteasomal degradation.102,103 

Transcriptional priming leads to the expression of the SCFF-

BXO3 E3 ligase that destabilizes SCFFBXL2 via ubiquitination 

and degradation, resulting in increased NLRP3 half-life. 

Other NLRP3 modifications have been reported upon LPS 

priming including S-glutathionylation, but their relevance in 

the priming process remains to be established.104

NLRP3 post-translational modiications in 
inlammasome activation
Accumulative studies point to the critical role of NLRP3 

post-translational modifications in NLRP3 activation step. We 

first described that NLRP3 inflammasome assembly requires 

Figure 6 Post-translational modiications of NLRP3 involved in its priming, activation, and desensitization.
Notes: Stimuli, enzymes, modiications, and targeted residues that promote or inhibit inlammasome assembly are represented in pink and green, respectively. 
Abbreviations: LPS, lipopolysaccharide; ASC, apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD domain; Nig, nigericin; Sil, silica; MSU, monosodium urate; PYD, 
pyrin domain.
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NLRP3 deubiquitination by the BRCA1/BRCA2-containing 

complex subunit 3 (BRCC3) deubiquitinase downstream 

of all tested activation signals.105 Therefore, this deubiq-

uitination can be considered as a key common regulatory 

mechanism of inflammasome activation. It does not depend 

on mtROS, and therefore signaling differs from deubiquiti-

nation associated with NLRP3 priming.42 NACHT and LRR 

domains of NLRP3 are independently ubiquitinated, and both 

K48 and K63 ubiquitin chains associate with NLRP3.105 The 

K63-specific deubiquitinase BRCC3 specifically targets the 

NLRP3 LRR domain, but the precise ubiquitinated residue 

and the structural consequences of this deubiquitination 

remain unknown. BRCC3 inhibition promotes NLRP3 ubiq-

uitination and blocks inflammasome assembly but does not 

target NLRP3 for degradation.105 Consistently, the ARIH2 

ubiquitin ligase has recently been identified in the speck.106 

While ARIH2 promotes NLRP3 ubiquitination with K63 

and K48 chains and inhibits the inflammasome activation, 

it does not reduce NLRP3 stability. In addition, NLRP3 acti-

vation is also downregulated by degradative ubiquitination. 

The inflammasome inhibitor dopamine induces an increase 

in cAMP level through dopamine receptor D1 (DRD1).107 

cAMP then binds to NLRP3 and triggers the ubiquitination 

of NLRP3 NACHT and LRR domains with K48 ubiquitin 

chains by the E3 ubiquitin ligase membrane associated 

ring-CH-type finger 7 (MARCH7), targeting NLRP3 to 

autophagy-mediated degradation.107 

Phosphorylation of NLRP3 also controls its activation 

process. Phosphorylation of S295 (S291 in mouse NLRP3) 

in the NACHT domain has recently emerged as a key regula-

tory point in NLRP3 activation process. Initially, bile acids 

binding Takeda G-protein-coupled receptor 5 (TGR5) and 

eicosanoid prostaglandin E2 (PGE2) binding E prostanoid 

4 receptor (EP4) have been shown to inhibit NLRP3 through 

production of cAMP, activation of protein kinase A (PKA), 

phosphorylation of NLRP3 by PKA on S295 leading to its 

inactivation by non-degradative ubiquitination.108,109 On the 

opposite, S295 phosphorylation by PKDs has recently been 

reported to be required for NLRP3 activation.90 Indeed, 

in response to inflammasome activators, Golgi-associated 

diacyl-glycerol (DAG) recruits PKDs while mitochondria 

cluster to the Golgi. Then PKDs phosphorylate MAM-

associated NLRP3 on S295, leading to its release from the 

MAMs and inflammasome assembly in the cytosol. PKDs are 

dispensable for mitochondrial clustering to the Golgi and act 

downstream of mitochondrial damage. Reconciling all data, 

both NLRP3 phospho-null and phospho-mimetic mutants are 

inactive, suggesting that S295 phosphorylation needs to be 

Table 1 Post-translational modiications of NLRP3 inlammasome

Protein Process Effect Modiication Domain (residue  

human/mouse)

Regulatory 

enzyme

References

NLRP3 Priming Activatory Phosphorylation NACHT (S198/S194) JNK1 Song et al98

Activatory Deubiquitination ? ? Juliana et al42

Activatory Ubiquitination ? PeLI2 Humphries et al100

Inhibitory Ubiquitination LRR (K691/K689) SCFFBXL2 Han et al102

? S-glutathionylation ? ? Guglielmo et al104

Activation Activatory Deubiquitination LRR BRCC3 Py et al105

Inhibitory Ubiquitination NACHT ARIH2 Kawashima et al106

Inhibitory Ubiquitination NACHT and LRR MARCH7 Yan et al107

Inhibitory Phosphorylation NACHT (S295/S291) PKA Guo et al, Mortimer et al108,109

Activatory Phosphorylation NACHT (S295/S291) PKD Zhang et al90

Activatory Dephosphorylation LRR (Y861/Y859) PTPN22 Spalinger et al112

? Activatory Dephosphorylation PYD (S5/S3) PP2A Stutz et al110

Desensitization Inhibitory Ubiquitination ? TRIM31 Song et al113

Inhibitory S-nitrosylation LRR ? Hernandez-Cuellar et al47

ASC Priming Activatory Ubiquitination CARD (K174/K172) TRAF3 Guan et al87

? Phosphorylation PYD ? Stehlik et al118

Activation Activatory Deubiquitination ? USP50 Lee et al117

Activatory Phosphorylation CARD (Y146/Y144) SYK/JNK Hara et al119

? Activatory Ubiquitination ? LUBAC Rodgers et al116

Resolving Inhibitory Ubiquitination ? ? Shi et al96

Caspase-1 Activation Activatory Ubiquitination CARD cIAP-2 Labbé et al120

? Inhibitory S-glutathionylation p10 subunit (C362 and C397) ? Meissner et al121

Pro-IL-1β Desensitization Inhibitory Deubiquitination K133 A20 Duong et al50

Note: ? indicates unknown.
Abbreviations: ASC, apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD domain; LRR, leucin-rich repeat; PYD, pyrin domain; CARD, caspase recruitment domain.
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timely and locally regulated. Indeed, S295 phosphorylation 

initially prevents NLRP3 recruitment to MAMs necessary 

for its activation, while S295 phosphorylation later by PKDs 

allows its release from the MAMs to form cytosolic specks.90 

In addition, inflammasome assembly also requires the 

dephosphorylation of S5 (S3 in mouse NLRP3) in the PYD 

of NLRP3.110 Indeed, phosphorylation of S5 prevents ASC 

recruitment by electrostatic repulsion. Protein phosphatase 

2A (PP2A) could be involved in this dephosphorylation.110,111 

However, it remains unclear whether S5 dephosphorylation 

occurs during the priming or the activation step. Noteworthy, 

the critical role of kinase NEK7 in NLRP3 inflammasome 

assembly has recently been discovered by several indepen-

dent studies.92–94 NEK7 interacts with NLRP3 LRR domain 

and takes part in the inflammasome complex. However, its 

catalytic activity is dispensable for the inflammasome activity 

and therefore does not regulate inflammasome assembly by 

direct phosphorylation of NLRP3 or other components of the 

complex but rather by scaffolding, subcellular relocation, or 

other functions that remain to be elucidated. Finally, the phos-

phorylation on Y861 (Y859 in mouse) in the LRR domain 

dampens the inflammasome activity by targeting NLRP3 to 

autophagosomes.97,112 Phosphorylated NLRP3 interacts with 

SQSTM1 in an ASC-dependent manner, suggesting that this 

downregulation may occur later in the process after inflam-

masome assembly.97 Upon activation signals, protein tyrosine 

phosphatase non-receptor type 22 (PTPN22) is recruited to 

NLRP3 in an ASC-dependent manner and sustains IL-1β 

secretion by dephosphorylating Y861.112 NLRP3 dephos-

phorylation in a model of dextran sulfate sodium-induced 

colitis requires PTPN22 and correlates with caspase-1, 

IL-1β, and IL-18 maturation as well as granulocyte recruit-

ment, suggesting that NLRP3 Y861 phosphorylation may 

play a significant role in inflammatory diseases. Noteworthy, 

PTPN22 is genetically associated with several inflammatory 

disorders linked to inflammasome dysregulation.

NLRP3 post-translational modiications 
involved in its desensitization upon 
prolonged priming
As mentioned previously, prolonged TLR4-mediated prim-

ing in the absence of timely activation causes NLRP3 to 

be refractory to late activation stimuli. This desensitization 

probably participates in maintaining NLRP3 under tight 

control preventing inappropriate inflammasome-mediated 

inflammation and relies partly on NLRP3 post-translational 

modifications. Indeed, the E3 ubiquitin ligase TRIM31, which 

is induced after LPS and IL-1β, prolonged priming triggers 

K48 ubiquitination of NLRP3 and leads to its proteasomal 

degradation.113 In addition, as already mentioned, Y861 

phosphorylation targets the inflammasome to autophago-

somes preventing NLRP3 activation.97,112 Therefore, this 

mechanism may support desensitization upon prolonged 

priming. Last but not least, independent studies evidenced 

the key role of iNOS in this desensitization of NLRP3.47,114 

Prolonged exposure to LPS triggers IFN-I secretion, which 

in turn induces iNOS expression in an autocrine/paracrine 

manner. iNOS inhibits NLRP3 at least in part through its 

direct modifications. Indeed, the subsequent production of 

NO leads to the S-nitrosylation of the cysteine-rich LRR 

domain of NLRP3, a modification that prevents ASC oligo-

mer formation.47  Notably, IFN-β inhibits NLRP3 through 

the same mechanism.115

Post-translational modiications of 
ASC, caspase-1, and IL-1b in the 
regulation of the inlammasome
The NLRP3 inflammasome activity is also regulated by post-

translational modifications of its other components including 

ASC, caspase-1, and its substrate IL-1β. ASC linear ubiquiti-

nation by heme-oxidized IRP2 ubiquitin ligase 1L (HOIL-1L) 

in the linear ubiquitin chain assembly complex (LUBAC) is 

required for its recruitment to NLRP3, inflammasome assem-

bly, and activation.116 However, whether ASC linear ubiquiti-

nation occurs downstream of priming or activation signaling 

has not yet been investigated. Besides, ubiquitination of 

ASC at K174 residue with K63 chains by tumor necrosis 

factor receptor-associated factor 3 (TRAF3) downstream of 

MAVS stabilizes ASC and supports inflammasome assem-

bly upon RNA virus infections.87 Interestingly, ASC is also 

ubiquitinated with K63 chains upon LPS priming, and later 

deubiquitinated by ubiquitin specific peptidase 50 (USP50) 

upon NLRP3 activation, suggesting a conserved regulation 

of speck formation by dynamic ASC K63 ubiquitination.117 

Finally, ASC ubiquitination with K63 ubiquitin chain also 

participates in the resolution of the response by targeting 

the inflammasome to degradation through the autophagy 

machinery.96 Phosphorylation of ASC also likely plays a role 

in inflammasome regulation. A previous report shows that 

ectopically expressed ASC PYD domain can be phosphory-

lated in response to TNF treatment.118 More recently, ASC 

has been shown to be phosphorylated upon inflammasome 

activation stimuli through an unknown pathway dependent 

on both spleen tyrosine kinase (SYK) and c-Jun N-terminal 

kinase (JNK), which are required for ASC oligomerization 

and speck formation but not for ASC recruitment to NLRP3. 
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Among several other phosphorylated residues, Y146 in 

ASC CARD domain (Y144 in mouse ASC) seems to be the 

critical target of this pathway.119 The inflammasome effector 

caspase-1 has been reported to be ubiquitinated in its CARD 

domain with K63 ubiquitin chains by cellular inhibitor of 

apoptosis 2 (cIAP-2) upon NLRP3 activation signals.120 

Since cIAP-1/2 and TRAF2-containing complex, which 

associates with caspase-1, is required for IL-1β secretion, this 

non-degradative ubiquitination may promote inflammasome 

activity but the mechanism remains unknown. In addition, 

caspase-1 is also unexpectedly directly inhibited by some 

ROS. Indeed, accumulation of intracellular superoxide, as 

observed in superoxide dismutase 1 (SOD-1) deficiency, 

leads to caspase-1 S-glutathionylation on C362 and C397 and 

its inhibition.121 Finally, post-translational modifications of 

the caspase-1 substrate pro-IL-1β also impact inflammasome 

activity. Indeed, pro-IL-1β associates with K63 ubiquitin 

chains on K133 and unanchored K48 chains in a complex 

pre-formed upon LPS transcriptional priming and containing 

RIPK1/3, pro-caspase-1/8, and A20.50 While A20 reduces 

pro-IL-1β K63 ubiquitination and maturation, on the contrary 

RIPK3 increases pro-IL-1β association with ubiquitin chains 

and promotes its spontaneous NLRP3-dependent maturation 

upon A20 deficiency. Therefore, pro-IL-1β ubiquitination 

supports its caspase-1-mediated proteolytic processing. It 

may be interesting in future studies to address ubiquitina-

tion of other caspase-1 substrates including pro-IL-18 and 

GSDMD.

Conclusion
While inflammation is important for organism protection, its 

dysregulation is highly detrimental as tragically exemplified 

by a number of inflammatory diseases. Accordingly, NLRP3 

inflammasome assembly is strictly regulated by the require-

ment of coordinated priming and activation signals. These 

signals are highly diverse, and despite almost 20 years of 

research, our understanding of the signaling pathways and the 

molecular mechanisms controlling NLRP3 remains largely 

incomplete. Post-translational modifications of NLRP3 and 

other inflammasome components have recently emerged as 

an important mechanism in the control of its assembly. In 

the near future, ongoing characterization of the molecular 

consequences of these modifications will fill some of these 

gaps. In addition, identification of the enzymes and their 

co-factors controlling these modifications may lead to the 

identification of novel druggable targets for specific anti-

inflammatory therapies.
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ANNEXE A. ANNEXES

A.2 Tableaux annexes

A.2.1 Amorces

Tableau A.1 – Amorces pour mutagenèse dirigée. La table résume les noms et les séquences des

différentes amorces utilisées afin de réaliser la mutagenèse dirigée dans NLRP3.

Mutation KI dans

NLRP3

Amorce sens (5’ - 3’) Amorce anti-sens (5’ - 3’)

R258W mNLRP3_R258W_F mNLRP3_R258W_R

CTATTTGTTCTTTATCCACT-

GCTGGGAGGTGAGCCTCAGGAC

GTCCTGAGGCTCACCTCCCA-

GCAGTGGATAAAGAACAAATAG

K285R mNLRP3_K285R_F mNLRP3_K285R_R

CCCACCAGTGTGCAGGATCC-

TGCGCAAGCC

GGCTTGCGACAGGATCCTGC-

ACACTGGTGGG

K289R hNLRP3_K289R_F hNLRP3_K289R_R

CCCACCCATCCACAGGATC-

GTGAGAAAACCC

GGGTTTTCTCACGATCCTGT-

GGATGGGTGGG

D303N hNLRP3_D303N_F hNLRP3_D303N_R

CCTCATGGACGGCTTCAATG-

AGCTGCAAGGTGC

GCACCTTGCAGCTCATTGAA-

GCCGTCCATGAGG

A350V mNLRP3_A350V_F mNLRP3_A350V_R

ATAACGACGAGGCCGGTAGT-

CTTGGAGAAACTGCAGCAT

ATGCTGCAGTTTCTCCAAGA-

CTACCGGCCTCGTCGTTAT

L351P mNLRP3_L351P_F mNLRP3_L351P_R

ACGACGAGGCCGGTAGCCCC-

GGAGAAACTGCAGCATCTC

GGAGATGCTGCAGTTTCTCC-

GGGGCTACCGGCCTCGTCGT

K373E mNLRP3_K373E_F mNLRP3_K373E_R

GGTTTCTCTGAGGCCGAAAG-

GAAGGAGTATTTC

GAAATACTCCTTCCTTTCGG-

CCTCAGAGAAACC

K373R mNLRP3_K373R_F mNLRP3_K373R_R

GGTTTCTCTGAGGCCAGAAG-

GAAGGAGTATTTC

GAAATACTCCTTCCTTCTGG-

CCTCAGAGAAACC

K375E hNLRP3_K375E_F hNLRP3_K375E_R

GGGTTTCTCCGAGGCCGAAA-

GGAAAGAGTACTTC

GAAGTACTCTTTCCTTTCGG-

CCTCGGAGAAACCC

K375R hNLRP3_K375R_F hNLRP3_K375R_R

GGTTTCTCCGAGGCCAGAAG-

GAAAGAGTACTTC

GAAGTACTCTTTCCTTCTGG-

CCTCGGAGAAACC

K426R mNLRP3_K426R_F mNLRP3_K426R_R

CAGATGGAGACCGGGAGGAG-

CCTGGCCCAGACC

GGTCTGGGCCAGGCTCCTCC-

CGGTCTCCATCTG
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Tableau A.1 – Amorces pour mutagenèse dirigée. La table résume les noms et les séquences des

différentes amorces utilisées afin de réaliser la mutagenèse dirigée dans NLRP3.

Mutation KI dans

NLRP3

Amorce sens (5’ - 3’) Amorce anti-sens (5’ - 3’)

K430R hNLRP3_K430R_F hNLRP3_K430R_R

GATGGAGAGTGGCAGGAGCC-

TTGCCCAGAC

GTCTGGGCAAGGCTCCTGCC-

ACTCTCCATC

K506R mNLRP3_K506R_F mNLRP3_K506R_R

GAACGTGTTCCAGAGGGAAG-

TGGACTGCG

CGCAGTCCACTTCCCTCTGG-

AACACGTTC

K510R hNLRP3_K510R_F hNLRP3_K510R_R

GAACCTGTTCCAAAGGGAAGT-

GGACTGCGAG

CTCGCAGTCCACTTCCCTTT-

GGAACAGGTTC

K543R mNLRP3_K543R_F mNLRP3_K543R_R

GGAGACCGTGAGGAGAGGAC-

CAGGAGGTTG

CAACCTCCTGGTCCTCTCCT-

CACGGTCTCC

K568N hNLRP3_K568N_F hNLRP3_K568N_R

GGCAAATTCGAAAACGGGTA-

TTTGATTTTTGTTGTACGTTTCC

GGAAACGTACAACAAAAATC-

AAATACCCGTTTTCGAATTTGCC

K568R hNLRP3_K568R_F hNLRP3_K568R_R

GGCAAATTCGAAAGGGGGTA-

TTTGATTTTTGTTGTACGTTTCC

GGAAACGTACAACAAAAATC-

AAATACCCCCTTTCGAATTTGCC

K568R mNLRP3_K568R_F mNLRP3_K568R_R

GAAAATTACGGCAAGTTTGA-

AAGAGGCTATCTGATTTTTGTTGTTG

CAACAACAAAAATCAGATAG-

CCTCTTTCAAACTTGCCGTAATTTTC

Tableau A.2 – Amorces PCR. Nom et séquence des différentes amorces utilisées en PCR.

Nom de l’amorce Séquence (5’ - 3’)

mNLRP3K568R_F AAGACTGACGTCTCCGCTTTC

mNLRP3K568R_R TTGGCCTTGGCTTTCACTTCA

mNLRP3K568Rwti_R CGGACAACAAAAATCAGATAGCCTT

mNLRP3K568Rki_R CGGACAACAAAAATCAGATATCCTC

mNLRP3_4F_Not1 ACCTACCTAGCGGCCGCGACGAGTGTCCGTTGCAAG

mNLRP3_3103R_BamHI TGCCACCCGGGATCCCTACCAGGAAATCTCGAA
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A.2.2 siARN

Tableau A.3 – siARN. La table résume les références commerciales et les séquences des siARN

murins utilisés.

Gène GENE ID Pool Catalog Nb Duplex Catalog Nb Séquence

Arih2 23807 M-059154-01

D-059154-01 GGAAGAAGCUGUUUGAAUA

D-059154-02 GCAGUACACCUAUCCAUAU

D-059154-03 UCUUAAAGGUAUCUCAUUC

D-059154-04 GAAUGCUGCCAAGCUCUUA

Caspase-1 12362 M-048913-01

D-048913-01 GAGGAUUUCUUAACGGAUG

D-048913-02 GCACGGGACCUAUGUGAUC

D-048913-03 GGUAUACCGUGAAAGUGAA

D-048913-04 GUACACGUCUUGCCCUCAU

Caspase-4 12363 M-042432-01

D-042432-01 GUGCAACAAUCAUUUGAAA

D-042432-02 GCUAAUGUCUCAUGGCACA

D-042432-03 GAUGUGCUACAGUAUGAUA

D-042432-04 CGAAAGGCUCUUAUCAUAU

Caspase-7 12369 M-057362-01

D-057362-01 CCACUUAUCUGUACCGCAU

D-057362-02 GGGUAAAUGCAUCAUCAUA

D-057362-03 CGACAAAGCGACAGGUAUG

D-057362-04 CAACGACAUUGACGCUAAU

Caspase-8 12370 M-043044-01

D-043044-01 AAUGUAAGCUGGAAGAUGA

D-043044-02 GAACUGCGUUUCCUACCGA

D-043044-03 GAAGUGAGCGAGUUGGAAU

D-043044-04 AGAGUUGUCUUUAUGCUAU

Cblb 208650 M-051830-01

D-051830-01 GAGCAUACUUCGAGAAUUU

D-051830-02 CCUGUUCGGUCUUGUGAUA

D-051830-03 GUACUGGUCCAUUAGCAAA

D-051830-04 GCUAUAACCCUGAUUUAAC

Fadd 14082 M-040488-01

D-040488-01 GGUAAGGGAGAGUCUGAAA

D-040488-02 UGAGCAAGAGUGAGAAUAU

D-040488-03 GGCCAAGAUGGAUGGGAUU

D-040488-04 CCGGCAGCCUGUCGGGCAA

Fbxl2 72179 M-057776-01

D-057776-01 GAGCUCCUCUUGAGAAUAU

D-057776-02 GAAGAAUGUGUCCUGAUUA

D-057776-03 GUAACUCUAUGCCGAUGUG

D-057776-04 CUCAAUGGCUGCACGAAAA

Gsdmd 69146 M-046650-01

D-046650-01 CAGCAGAGGCGAUCUCAUU

D-046650-02 GGAUAUCCUUCUCGUCUCA

D-046650-03 GAACUGGAGAGCUUGGAAA

D-046650-04 GGAUUGAUGAGGAGGAAUU
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Tableau A.3 – siARN. La table résume les références commerciales et les séquences des siARN

murins utilisés.

Gène GENE ID Pool Catalog Nb Duplex Catalog Nb Séquence

Irak1 16179 M-040116-01

D-040116-01 GAACAGCUAUCAAGGUUUC

D-040116-02 GCGCGUAGCUGACCUCGUU

D-040116-03 CUAACGUGCUUCUGGAUGA

D-040116-04 GACCUAGAGUGGACUAUGG

Irak4 266632 M-061264-01

D-061264-01 GCAAAUAUCUUACUAGACA

D-061264-02 AAACAGACGGCCAGACAUU

D-061264-03 GAGAUUCGAAGCCUUACUU

D-061264-04 CAAACAACUUCGACGAGCA

Kcnk6 52150 M-058227-01

D-058227-01 GGUCUUCGCCUACCUUGAA

D-058227-02 GCAAAGCCUUCUCCAUCGU

D-058227-03 GGGCGUGCCUAUCACCAUG

D-058227-04 CAGACUUUCCGCCGUGUUU

Mapk8 26419 M-040128-01

D-040128-01 GGAAAGAACUGAUAUACAA

D-040128-02 GGAGUUAGAUCAUGAAAGA

D-040128-03 GAUUGGAGAUUCUACAUUC

D-040128-04 GAAACUACAACCAACAGUA

March7 57438 M-050230-01

D-050230-01 GGACUUAUGUAGAAUUUGU

D-050230-02 GCACUCGUGUCCGAUUUAU

D-050230-03 GGAGUGGGUUAAAUACAGU

D-050230-04 CUACCUAGUUGUCUUACUG

Mark4 232944 M-054377-00

D-054377-01 ACACGGAGCUCAAAGAAGA

D-054377-02 GGAAUACGCUAGCGCAGGA

D-054377-03 GCCGGGAGGUCGCUAUUAA

D-054377-04 AGAGAAGUCCGAAUUAUGA

Mlkl 74568 M-061420-01

D-061420-01 GGAAUACCGUUUCAGAUGU

D-061420-02 GGCCGAAAGUGUUGGAAUA

D-061420-03 CGGAAACACUCCACAGAAA

D-061420-04 GAGAUCCAGUUCAACGAUA

Myd88 17874 M-063057-00

D-063057-01 GCCUAUCGCUGUUCUUGAA

D-063057-02 CGACUGAUUCCUAUUAAAU

D-063057-03 GUUAGACCGUGAGGAUAUA

D-063057-04 GAUGAUCCGGCAACUAGAA

Nek7 59125 M-063266-02

D-063266-01 GAUAUGGGCUAUAAUACUU

D-063266-02 UACGACAGCUAGUUAAUAU

D-063266-03 UGAGAGAACCGUUUGGAAA

D-063266-04 UGGAGUGCCGGUAGCGUUA
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Tableau A.3 – siARN. La table résume les références commerciales et les séquences des siARN

murins utilisés.

Gène GENE ID Pool Catalog Nb Duplex Catalog Nb Séquence

Peli2 93834 M-047246-01

D-047246-01 ACAAGGAGCCGGUGAAAUA

D-047246-02 GGAGUACACACACGAUAAA

D-047246-03 CAGCAUAUCGUACACGUUG

D-047246-04 GCCAAGUACUGGUCGCAGA

Prkd1 18760 M-048415-01

D-048415-01 GAAGAGAUGUAGCUAUUAA

D-048415-02 GAAAGAGUGUUUGUUGUUA

D-048415-03 CAUAAGAGAUGUGCAUUUA

D-048415-04 CAGCGAAUGUAGUGUAUUA

Prkd2 101540 M-040693-01

D-040693-01 GGACAUCAAUGACCAGAUA

D-040693-02 GAACCGGUUUGGAGAAUUG

D-040693-03 GAAACCAGAGAAUGUGUUA

D-040693-04 CCACACACCUUCCUUAUAC

Prkd3 75292 M-040692-00

D-040692-01 GAAGGGAUGUGGCUAUUAA

D-040692-02 CAAAGUCCCUCACACAUUU

D-040692-03 GCAAUUGACUUGAUAAACA

D-040692-04 GGAGAUAUGUUGGAAAUGA

Pycard 66824 M-051439-01

D-051439-01 AUACAUCCCUACUUGGUGA

D-051439-02 GCUUAGAGACAUGGGCUUA

D-051439-03 GCAACUGCGAGAAGGCUAU

D-051439-04 CUGCAAACGACUAAAGAAG

Ripk1 19766 M-040150-00

D-040150-01 GAAUGAGGCUUACAACAGA

D-040150-02 GAAAGAGUAUCCAGAUCAA

D-040150-03 GAGAUGGACUGAAAGAGAA

D-040150-04 GGAGCAAACUGACUAAGGA

Ripk3 56532 M-049919-01

D-049919-02 CAAGUUCGGCCAAGUAUGA

D-049919-03 ACACGGCACUCCUUGGUAU

D-049919-04 UAAAGCGAGUGAUGUCUAC

D-049919-17 GUAGACAAGACUUCACUAA

Sarm1 237868 M-041633-00

D-041633-01 CAGAUGUCUUUAUCAGUUA

D-041633-02 GAUCCUCGCUUCCGCCAGU

D-041633-03 GGUCGAGCAUUCUGGCACA

D-041633-04 CGUCAUAGCGGCUCGCAAU

Stub1 56424 M-063143-01

D-063143-01 GCAGCGAGCCUAUAGUUUG

D-063143-02 GAGCAGCGACUCAACUUUG

D-063143-03 CAAGCACGAUAAAUACAUG

D-063143-04 GGGAUGAUAUUCCUAGUGC
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Tableau A.3 – siARN. La table résume les références commerciales et les séquences des siARN

murins utilisés.

Gène GENE ID Pool Catalog Nb Duplex Catalog Nb Séquence

Ticam1 106759 M-055987-01

D-055987-01 GGAAAGCAGUGGCCUAUUA

D-055987-02 GAGAUAAGCUGGCCUCCAU

D-055987-03 GGACAUACGUUACACUCCA

D-055987-04 GAUCGGUGCAGUUCAGAUA

Tlr4 21898 M-047487-01

D-047487-01 GCAUAGAGGUAGUUCCUAA

D-047487-02 GGAAUUGUAUCGCCUUCUU

D-047487-03 CUUGACAUCUCUUAUACUA

D-047487-04 CCUAUUGGACAGCUUAUAA

Tnfaip3 21929 M-058907-00

D-058907-01 GGGUAGGUUUGAAGACUUA

D-058907-02 GCACCUAAGCCAACGAGUA

D-058907-03 UGAAAGUGGGUGGGAUUUA

D-058907-04 CUUUGAAUGUGCAGCAUAA

Trim31 224762 M-052044-01

D-052044-01 CCAAUAAGCUGCUGGCUAG

D-052044-02 CAGAGAAGAUCCAAAGUAU

D-052044-03 GUAAGGAAUUUCAGUUUCU

D-052044-04 GAGCUACUAAAGGACAUUA

Ubr5 70790 M-048858-01

D-048858-01 CGAGAAGACUGAAAUACUA

D-048858-02 GGGUGUACAUUCUUUAAUA

D-048858-03 GAAGCUCAAUUACGUUAUG

D-048858-04 AGACAAAUCUCGGACUUGA

Usp7 252870 M-052244-01

D-052244-01 GGAGCAACGUGUUACAUGA

D-052244-02 GAUAUCCAGCUAAGUAUAA

D-052244-03 GGCCUGCAAUGUUAGAUAA

D-052244-04 CGAAGGUACUUUAAGAGAU
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A.2.3 Anticorps

Tableau A.4 – Anticorps primaires. La table présente la cible des anticorps, les espèces dans les-

quels ils ont été produits, les dilutions utilisées, les tampons de dilution, l’ECL ainsi que les réfé-

rences commerciales.

Cible de

l’anticorps

Espèce uti-

lisée pour la

production

Dilution Tampon de di-

lution

Type

d’ECL

utilisé

Référence

Actine (c4) Souris 1⁄10000 TBS-T Lait 5 % Maison Millipore

MAB1501

ASC Lapin 1⁄500

(0,4 µg/mL)

TBS-T Lait 5 % Maison Santa Cruz Bio-

technology sc-

22514-R

Calreticuline Souris 1⁄250

(0,4 µg/mL)

TBS-T Lait 5 % Maison BD Biosciences

612136

Caspase-1 Rat 1⁄4 TBS-T Lait 5 % Prime Fait maison

(Laboratoire de

Junying Yuan)

Caspase-11 Rat 1⁄250

(2 µg/mL)

TBS-T Lait 5 % Prime Biolegend,

647201

EEA1 Souris 1⁄500

(0,5 µg/mL)

TBS-T Lait 5 % Maison BD Biosciences

610456

Flag (Flag-

M2)

Souris 1⁄500 TBS-T Lait 5 % Maison Sigma-Aldrich

F3165-1MG

Gasdermin-

D

Lapin 1⁄1000

(0,588µg/mL)

TBS-T Lait 5 % Prime Abcam

ab209845

GLUT-1 Lapin 1⁄1000 TBS-T Lait 5 % Maison Millipore 07-

1401

IL-1β Rat 1⁄500 TBS-T Lait 5 % Prime R&D Systems

MAB4011

Kinectine-1 Souris 1⁄100

(2 µg/mL)

TBS-T Lait 5 % Maison Santa Cruz Bio-

technology sc-

136534

Lamine B

(M20)

Chèvre 1⁄200

(1 µg/mL)

TBS-T Lait 5 % Maison Santa Cruz Bio-

technology sc-

6217

Lamine B1

(B-10)

Souris 1⁄2000

(0,02µg/mL)

TBS-T Lait 5 % Maison Santa Cruz Bio-

technology sc-

374015

cMyc (9E10) Souris 1⁄5000

(0,1 µg/mL)

TBS-T Lait 5 % Maison Invitrogen, 13-

2500
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Tableau A.4 – Anticorps primaires. La table présente la cible des anticorps, les espèces dans les-

quels ils ont été produits, les dilutions utilisées, les tampons de dilution, l’ECL ainsi que les réfé-

rences commerciales.

Cible de

l’anticorps

Espèce uti-

lisée pour la

production

Dilution Tampon de di-

lution

Type

d’ECL

utilisé

Référence

NEK7 Lapin 1⁄1000

(0,1 µg/mL)

TBS-T Lait 5 % Maison Abcam,

ab133514

NLRP3

(cryo2)

Souris 1⁄500

(2 µg/mL)

TBS-T Lait 5 % Maison Adipogen, AG-

20B-0014

SUMO2/3 Lapin 1⁄1000 TBS-T Lait 5 % Maison ENZO PW9465

Syntaxine-6 Lapin 1⁄500 TBS-T Lait 5 % Maison Cell Signaling

2869

Ubiquitine Lapin 1⁄200

(3,8 µg/mL)

TBS-T Gelatine

5 %

Prime Dako Z0458

Ubiquitine Lapin 1⁄1000 TBS-T BSA 5 % Prime Cell Signaling

Technology

3933

VDAC Lapin 1⁄5000 TBS-T Lait 5 % Maison Millipore

AB10527

Tableau A.5 – Anticorps secondaires. La table présente la cible des anticorps, les dilutions utili-

sées, les tampons de dilution, ainsi que les références commerciales.

Cible de l’anticorps Dilution Référence

IgG Chèvre 1⁄3000 SouthernBiotech 6425-05

IgG Lapin 1⁄10000 (0,1 µg/mL) Promega W401B

IgG Souris 1⁄10000 (0,1 µg/mL) Promega W402B

IgG Rat 1⁄3000 SouthernBiotech 3010-05

XXXII



ANNEXE A. ANNEXES

A.3 Abbréviations

Abbréviation Nom complet

AIM2 absent in melanoma 2

AMPc AMP cyclique

AP-1 activator protein 1

ARIH2 ariadne homolog 2

ASC apoptosis-associated speck-like protein containing CARD

BMDM bone marrow derived macrophages

BRCC3 BRCA1/BRCA2-containing complex subunit 3

BRET bioluminescence resonance energy transfer

CARD caspase recruitment domain

CD cluster of differentiation

cellules NK cellules natural killer

cFLIP cellular FLICE-like inhibitory protein

CLIC chloride intracellulaire ion channel

DAMP danger-associated molecular pattern

DMEM Dulbecco modified eagle medium

DPBS Dulbecco’s phosphate-buffered saline

DUB déubiquitinases

ECL enhanced chemiluminescence

EP4 prostaglandin E receptor 4

FADD Fas-associated protein with death domain

FBXL2 F-box/LRR repeat protein 2

FBXO3 F-box protein 3

FPI Francisella pathogenicity island

GBP guanylate binding protein

GFP green fluorescent protein

GSDM-D gasdermine D

HEK human embryonic kidney

HMGB1 high-mobility group box protein B1

HOIL-1L heme-oxidized IRP2 ubiquitin ligase 1L

HSP90 heat shock protein 90

iBMDM immortalized bone marrow derived macrophages

ICE interleukin-converting enzyme

IFI16 IFN-γ inducible protein 16

IFN interferon

IL interleukin

IL-1R IL-1 receptor

iNOS inducible nitric oxide synthase

IRAK IL-1 receptor-associated kinase
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IRF interferon regulatory factor

JNK1 c-Jun N terminal kinase

LB lysogeny broth

LBP LPS-binding protein

LDL low density lipoprotein

LPS Lipopolysaccharide

LRR Leucine-rich repeat

lymphocytes TH lymphocytes T helper

M-CSF macrophage colony-stimulating factor

MAM mitochondrial associated membrane

MAPK mitogen-activated protein kinase

MAPL mitochondrial-anchored protein ligase

MARCH7 membrane Associated RING-CH 7

MARK microtubule affinity regulating kinase

MAVS mitochondrial antiviral signaling

MD-2 myeloid differentiation factor 2

MLKL mixed lineage kinase domain-like

MOI multiplicity of infection

MSU monosodium urate

MyD88 myeloid differentiation primary response 88

NACHT nucleotide binding and oligomerisation

NAIP NLR family apoptosis inhibitory protein

NEK7 NIMA-related kinase

NF-κB nuclear factor-κB

NLR NOD-like receptor

NLRC nucleotide-binding and oligomerization leucine rich repeat and CARD do-

main containing 4

NLRP nucleotide binding and oligomerization leucine rich repeat pyrin domain

containing 3

NO nitric oxide

NOD nucleotide-binding oligomerization domain

P2X7R P2X7 receptor

PAMP pathogen-associated molecular pattern

PIP2 phosphatidyl inositol diphosphate

PKD protein kinase D

PMA phorbol myristate acetate

PP2A protein phosphatase 2

PRR pattern recognition receptor

PTPN22 protein tyrosine phosphatase, non receptor type 22

PYCARD pyrin and CARD domain containing

PYD pyrin domain

RAGE receptor for advanced glycation endproducts
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RIG-I retinoic acid inducible gene I

RIPK receptor interacting protein kinase

ROS reactive oxygen species

RPMI Roswell park memorial institute

SB2X sample buffer 2X

SENP sentrin/SUMO-specific protease

SGT1 suppressor of G2 allele of SKP1

SIRT2 silencing information regulator two 2

SUMO small ubiquitin-like modifier

SVF serum de veau fœtal

TAK1 transforming growth factor-β-activated kinase 1

TGR5 transmembrane G protein- coupled receptor-5

TIR Toll-interleukin-1 receptor

TLR Toll-like receptor

TNF tumor necrosis factor

TRIF TIR domain-containing adapter inducing interferon-β

TRIM tripartite motif

TXSS Type X secretion system
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